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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kingi Surmiak-Stalmach pt. ,,Ocena parametréw
komérkowych wybranych narzadéw oraz fizykochemicznych wtasciwosci przedzy
lownej samic pajgka Steatoda grossa (Theridiidae) w aspekcie krétko— i

dtugoterminowej ekspozycji na nanoczastki srebra”.

Rozprawa doktorska mgr Kingi Surmiak-Stalmach jest bardzo obszernym i ciekawym
opracowaniem z zakresu ekotoksykologii pajgkow i znaczgco poszerza tematyke badawczag
od lat rozwijang w zespole kierowanym przez Profesor Grazyne Wilczek, ktdra jest
promotorkg obecnej rozprawy.

Celem pracy byto zbadanie jak subletalne stezenia srebra podawanego w postaci AQNO3
oraz w formie nanometrycznej (nanosrebro w osnowie poliwinylopirolidonu (PVP—AgNPS) i
nanosrebro koloidalne (AgNPs)) wptywajg na gruczoty przedne, gruczoty jelita Srodkowego
i hemolimfe pajgkéw Steatoda grossa oraz na skfad i wtasciwosci fizykochemiczne ich
przedzy towne;j.

Na wstepie nalezy podkresli¢, ze podjecie badan tego typu jest szczegdlnie wazne z uwagi
na wzrost zastosowania nanosrebra w produktach, takich jak bandaze, opatrunki, odziez
sportowa czy tekstylia medyczne, a takze w masciach i kosmetykach. Nanosrebro jest takze
na coraz wigkszg skale stosowane w filtrach wody i powietrza oraz w opakowaniach
zywnosci. Wiekszos$¢ tych zastosowan zwigzana jest antybakteryjnymi witasciwosciami
nanosrebra. Pamietac jednak nalezy, na co zwraca uwage w swojej pracy Doktorantka, ze
pomimo licznych zastosowan, istnieje rowniez potrzeba monitorowania potencjalnych
skutkow ubocznych zwigzanych z nanosrebrem, takich jak jego negatywny wptyw na
Srodowisko naturalne oraz zdrowie zwierzat i ludzi.

Praca ma tradycyjng forme i sktada sie ze wstepu (23 strony), opisanych na 2 stronach celi
pracy i hipotez badawczych, 20-stronnicowego, bardzo przejrzystego i opatrzonego licznymi
schematami, rycinami i tabelami, rozdziatu Materiaty i metody, bogato ilustrowanego
rozdziatu wyniki oraz z 18-stronnicowej dyskusji. Prace, liczacg 164 stron, zamyka spis

literatury zawierajagcy 336 pozycji oraz aneks zbierajgcy szczegétowe dane statystyczne.



Wstep, cele pracy i hipotezy badawcze:

Wstep pracy bardzo dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia zastosowania i
toksycznosci srebra jonowego i nanosrebra oraz w tematyke uzycia pajgkow jako zwierzat
modelowych w badaniach ekotoksykologicznych. Wskazuje réwniez na bogatg wiedze
Autorki i jej swobodne poruszanie sie w tematach szeroko pojetej ekotoksykologii.

Do tej czesci pracy wkradty sie drobne btedy lub niescistosci, ktére przytaczam z obowigzku
recenzenta:

1) Strona 14 — przy informacji, ze nanosrebro przyczynia sie do jakosciowych i
ilosciowych zmian w produkcji biatek, oczekiwatabym uszczegoétowienia jakich biatek i jaki
jest kierunek tych zmian. Podobnie rzecz sie ma w przypadku wptywu nanosrebra na wzrost
aktywnosci enzymow. Tutaj rowniez zabrakto mi informacji o jakie enzymy chodzi.

2) Strona 20: bardziej adekwatne od uzycia stowa receptor (mimo iz zapisane w
cudzystowie) w stosunku do mikroorganizmow wydaje mi sie stowo czujnik lub sensor.

3) Strona 20: przy stwierdzeniu, ze srebro wptywa na geny nitryfikacyjne bakterii
powinna sie znalez¢ informacja czy jest to wptyw na poziom ekspresiji, czy tez np. na zmiany
potranslacyjne.

4) Strona 25: przy opisie wptywu srebra na Caenorhabditis elegans brakuje informacji,
co kodujg wymienione geny. Poza tym, nazwy gendw zgodnie z regutami powinny by¢ w
tym wypadku zapisane kurysywa.

5) Strona 31: przy opisie badan Garcia-Reyero i wspotpracownikéw z 2014 brakuje

informacji o gatunku ryb, ktére byty badane.

Po wstepie znajdujemy jasno zarysowane cele pracy i bardzo szczegdtowe hipotezy

badawcze.

Metodyka
Na rozdziat ,Materiaty i metody” sktadajg sie podrozdziaty opisujgce odpowiednio: model

badawczy, warunki hodowli pajgkéw, schemat doswiadczalny, oraz metody uzyte do: (i)
pomiaru stezenia srebra w ciatach pajgkow i bedacych ich ofiarami much, (ii) oceny
parametréw stresu oksydacyjnego, (iii) oceny zywotnosci komorek, (iv) ilosciowej oceny
poziomu metalotionein, (v) analizy ultrastruktury komorek i (vi) oceny sktadu, kalorymetrii i
architektury sieci pajeczych. W ostatniej czesci tego rozdziatu Autorka wymienia tez testy
zastosowane do analiz statystycznych.

Na podkres$lenie zastuguje bardzo szeroki panel technik stosowanych przez Doktorantke,

poczgwszy od analizy stezenia metali w prébkach, poprzez analizy mikroskopowe i

2



cytometryczne, analizy spektrofotometryczne, luminometryczne i cienkowarstwowg

chromatografie cieczowg, po rentgenowska analize dyspersji energii i kalorymetrie.

Uwagi i komentarze do rozdziatu ,materiaty i metody”:

1) Umieszczona na stronie 43 tabela zestawiajgca wszystkie zastosowane techniki i
mierzone parametry jest bardzo przydatna, nie wydaje mi sie jednak by konieczne byto jej
powielanie w streszczeniu pracy.

2) Zbedny jest rowniez schemat 3.4. pokazujgcy jak przygotowywano krzywa
WZOrcows.

3) Zawarta na stronie 45 informacja, ze fosfatydyloseryna ulega translokacji na
powierzchnie komorek péznoapoptotycznych, powinna by¢ skorygowana, bowiem do takie
translokacji dochodzi juz w komorkach wczesnoapoptotycznych. W technice, ktérg
postuzyta sie Doktorantka do oznaczania zywotnosci/apoptozy, komérki péznoapoptotyczne
zwigzane sg z aneksyng V (AnnV+) i chtong dodatkowo jodek propydyny (Pl+), a komorki
wczesnhoapoptotyczne opisujemy jako AnnV+Pl-

4) Nie bardzo podoba mi sie tytut 1 kolumny tabeli 3.3. — ,los komérek”™

5) Bardziej logiczne bytoby umieszczenie informacji o metodzie pomiaru catkowitego
stezenia biatka w probkach przed rozdziatem opisujgcym sposob oznaczenia metalotionein,
bo rozumiem, ze w tym wypadku we wszystkich probkach najpierw znormalizowano to
stezenie a dopiero potem wykonano test ELISA. W przypadku opisu tego ostatniego przy
informacji o pierwszym ptukaniu ptytki niepotrzebnie znalazto sie stowo ,przeciwcial”,
odptukaniu ulegaty bowiem niezwigzane antygeny.

6) Proponowatabym zwiekszenie czcionki na rycinie 3.3.

7) Dosc¢ zagadkowa byta dla mnie logika numerowania rycin w catej pracy, bo dlaczego
po rycinie 1, nagle pojawia sie rycina 3.1 a potem fotografia 3.1. Chyba prostsze bytoby

sukcesywne numerowanie rycin.

Wyniki

W rozdziale 4 Doktorantka szczego6towo i bardzo jasno opisuje uzyskane wyniki, ktore
zobrazowane sg w postaci 36 wykreséw, 8 tablic ze zdjeciami (w wiekszosci przypadkow
ztozonych) oraz 4 tabel.

Za najwazniejsze wyniki uzyskane przez Doktorantke uwazam te pokazujgce, ze spozycie
przez pajgki pokarmu zawierajgcego zwigzkami srebra zwieksza, we wszystkich badanych
pod tym katem organach/tkankach, produkcje wolnych rodnikow tlenowych i ze reakcja ta

zalezna jest od czasu ekspozycji na metal tzn. wystepuje u osobnikdw narazonych na
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pokarm zawierajgcy wyzsze stezenia Ag przez 1 i 3 miesigce i od formy Ag, jaka znajdowata
sie w pokarmie. W tym ostatnim przypadku stwierdzono bowiem, ze AgNO3 w wigkszym
stopniu pobudzato stres oksydacyjny, niz zastosowane formy nanoczgstek srebra.
Uwazam, ze to wiasnie te wyniki powinny sie w rozdziale 4 pojawi¢ jako pierwsze, mozna
bowiem z duzg dozg prawdopodobienstwa zatozyé, Zze to wiasnie wywotana przez
czgsteczki srebra produkcja ROS powoduje zmiany w potencjale antyoksydacyjnym oraz
nasila apoptoze i nekroze komorek oraz ich autofagie. Prace na pewno wzbogacitoby
zweryfikowanie czy tak jest w rzeczywistosci.

Bardzo ciekawa jest rowniez obserwacja, ze najwieksze zmiany pod wptywem Ag w
poziomie mierzonych parametrow odnotowano w komérkach gruczotu jelita Srodkowego, co
moze potwierdza¢ role tego organu w procesach detoksykacyjnych. Chciatabym sie
dowiedzie¢ czy w tym kontekScie mozliwe bytoby oznaczenie stezenia srebra w
poszczegoblnych badanych narzgdach/tkankach, a nie tylko w catych pajgkach?
Interesujgcy jest takze fakt, ze suplementacja pokarmu wybranymi formami srebra
skutkowata zmniejszeniem srednicy widkien jedwabiu oraz kalorycznosci sieci pajeczych.
Autorka probuje to ttumaczyé zjawiskiem trade-off, ktére zaktada, ze w warunkach
ekspozycji na metal pajgki inwestowaty wiecej energii na kosztowne energetycznie reakcje

detoksykacyjne, a dziato sie to kosztem produkcji wtokien jedwabnych.

Dodatkowe uwagi/pytania do rozdziatu ,Wyniki”:

W moim przekonaniu, analize wynikow ufatwitoby potgczenie rycin obrazujgcych wptyw
srebra na procent komérek, wczesno- i pdznoapoptotycznych i nekrotycznych na 1 wspdinej
ztozonej rycinie (czyli potgczenie ze sobg rycin 4.7,4.814.9, atakze 4.10z4.1114.12, oraz
413 z4.14 i 4.15). Wyniki te uzyskiwane sg podczas 1 wspdlnej analizy i oznaczane jako
% komorek, a zatem uzasadnione jest ich pogczenie.

Dlaczego nie wykonano analiz ultrastruktury jelita Srodkowego?

Dyskusija

W dyskusji znajdujemy wyczerpujgce i rzeczowe omowienie otrzymanych wynikéw na tle
dostepnej literatury. Sposdb poprowadzenia dyskusji swiadczy o dojrzatosci naukowej
Autorki.

W interpretacji wynikow Doktorantka odnosi sie zaréwno do badan wykonanych na réznych
gatunkach bezkregowcow, jak i kregowcow np. ryb, co podnosi wartos¢ poznawczg
opracowania. Moze warto rozwazy¢ napisanie na podstawie wstepu i dyskusji pracy

przeglgdowej. Dyskusje konczy lista 9 obszernych i logicznych wnioskdw.



Strona edytorska pracy

Praca jest starannie edytowana ale zapewne z uwagi na jej duzy rozmiar wkradty sie do niej
pewne btedy literowe, stylistyczne i interpunkcyjne a takze niezrecznosci jezykowe. Na
przyktad:

e strona 14 - niestylistyczne sformutowanie ,Dzieki skutecznym wiasciwosciom
przeciwko bakteriom, grzybom i wirusom...” — chodzito pewnie o wiasciwosci
bakterio- i grzybobdjcze oraz przeciwwirusowe.

e strona 19 — w sformutowaniu ,....OEL dla AgNPs w przypadku synchronicznej
ekspozycji drogg wziewng powinien wynosi¢ 0.19 ug/ml”, powinno chyba by¢ ,nie
powinien przekraczac¢ wartosci 0.19 ug/ml”

e strona 112 — sformutowanie ,...wykazano réwniez pitciowe réznice..” brzmiato by
pewnie lepiej jako ,,...wykazano réwniez réznice zalezne od ptci..”

Zwracam takze uwage na wprowadzone jaki§ czas temu zmiany zasad pisowni ,nie” z

imiestowami bowiem nie zawsze zapisy znajdujgce sie w pracy podlegaty tym regutom.

Na koniec chciatam zaznaczy¢, ze bardzo doceniam ogrom pracy witozonej przez
Doktorantke, zdaje sobie bowiem sprawe, ze badania prowadzone na tak nietypowym

modelu badawczym jakim sg pajaki, sg trudne i czasochtonne.

Whioski koncowe

Rozprawe doktorskg Pani mgr Kingi Surmiak-Stalmach oceniam bardzo wysoko, a moje
krytyczne uwagi w niczym nie umniejszajg tej dobrej oceny. W zwigzku z tym stwierdzam,
ze rozprawa ta spetnia warunki okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 poz. 742 ze zm.) — art. 187 i zwracam sie do
Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Wydziatu Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Slgskiego z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani magister
Kingi Surmiak-Stalmach do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Réwnoczesnie majgc na uwadze bardzo szeroki wachlarz nowoczesnych technik
badawczych zastosowanych przez Doktorantke oraz nowatorstwo i oryginalno$é

uzyskanych przez nig wynikéw wnioskuje o wyréznienie pracy.

Z powazaniem,

Elektronicznie
Magdalena podpisany przez
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