=m = u - m - L] A\ “I” 1y
Instytut Metalurgii i Inzynierii Materiatlowej \\\\‘\‘\\//’/"/,, PCA
im. Aleksandra Krupkowskiego ‘\\\\Z///’;: e
' M POLSKIEJ AKADEMII NAUK 3;M°‘//_§ Sl <
, s //-\\ S
'M ul. Reymonta 25, 30-059 Krakow ’//,I/ | \‘\\\‘ BADANIA
INRAR! \ )
tel. +48 12 2952800, fax +48 12 2952804, e-mail: office@imim.pl, http://www.imim.pl AB 120
Krakow 07.07.2024

Dr hab. inz. Roman Major prof. PAN
Instytut Metalurgii i Inzynierii Materialowej PAN
Ul. Reymonta 25, 30-059 Krakow

RECENZJA

Rozprawy doktorskiej Pani mgr Kingi Surmiak- Stalmach pt. ..Ocena parametrow

komorkowych wybranych narzaddéw oraz fizykochemicznych wilasciwosci przedzy townej

samic pajaka Steatoda grossa (Theridiidae) w aspekcie krotko- 1 dlugoterminowej

ekspozycji na nanoczastki srebra”

Srebro byto stosowane od wiekéw w leczeniu r6znych chorob, od zwyktego przezigbienia po raka.
Ze wzgledu na swoje dziatanie przeciwdrobnoustrojowe srebro jest nadal wykorzystywane w produktach
do miejscowego leczenia przeciwdrobnoustrojowego, np. w srebrnych opatrunkach na rany. Jednak
stosowanie ogolnoustrojowe zostalo zakazane w UE jako nieskuteczne i potencjalnie toksyczne
(dyrektywa UE 2002/46/WE). Chociaz nanoczastki srebra (AgNP) sa skuteczne przeciwko bakteriom,
a takze niektorym grzybom i1 wirusom, bakterie mogg sta¢ si¢ odporne na srebro. Toksyczno$¢ AgNPs jest
spowodowana kilkoma mechanizmami i zostata szczegélowo omoéwiona w wielu publikacjach. Waznym
mechanizmem dzialania przeciwdrobnoustrojowego AgNPs jest silna aktywno$¢ oksydacyjna
spowodowana obfitym uwalnianiem jondéw srebra (Ag"), co jest rowniez podstawg jego toksycznosci
w r6znych narzadach. Jednak do tej pory nie bylo jednoznacznych stwierdzen na temat ich toksycznos$ci
ze wzgledu na brak badan nad losem AgNP w warunkach laboratoryjnych. Zasugerowano trzy gtowne
mechanizmy wyjasniajace toksyczno$¢ AgNP: (1) AgNP moga bezposrednio uszkadza¢ btony
komorkowe ze wzgledu na rozmiar nano (wptyw fizyczny), (2) AgNP i jony srebra generuja reaktywne
formy tlenu (ROS) oraz (3) AgNP moga uwalnia¢ jony Ag. Ten ostatni mechanizm zostat zasugerowany
w wielu badaniach. Niektorzy badacze sugeruja, ze AgNP moga stuzy¢ jako "kon trojanski", omijajac
wspOlne bariery, uwalniajgc jony Ag" i powodujgc uszkodzenia komoérek. AgNPs sg przeksztalcane

z formy Ago do formy rozpuszczania lub jonizacji (Ag®).

Praca ma  charakter  podstawowy,  jednak  rozwijane  narzedzie — badawcze
z wykorzystaniem modelu pajaka daje tej pracy mocng i ciekawa przestanke aplikacyjng. Rozwijane sg

zagadnienia dotycza wykorzystania modelu pajaka do oceny wplywy toksycznego jondéw srebra na
REGON 000326374 NIP 675-000-18-57
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otaczajace srodowisko. Aktualnie problem ochrony srodowiska 1 wptywu §rodowiska na ludzi jest bardzo
szeroko omawiany. Obserwowane katastrofy ekologiczne powodujace powstanie cigzkiego uszczerbku na
zdrowiu stanowia duzy problem obecnego Swiata.

W ramach realizacji pracy, przeprowadzono badania kumulacji jonow Ag' na tkanki oraz
wytwarzang sie¢. W czesci eksperymentalnej wykorzystano narzedzie biologiczne jakim jest pajak do
oceny wplywu toksycznego jondw srebra, Jest to bardzo ciekawe i zarazem nowatorskie podejscie do
przedstawionego problemu. Jednak, jak autorka zaznaczyta pajgk jest idealnym modelem do
przeprowadzenia tego typu eksperymentéow ze wzgledu na powszechno$¢ wystgpowania oraz to ze
stanowig wazng cze$¢ tancuchéw pokarmowych w ekosystemach ladowych.

Praca zawiera 149 stron z wykazem bibliograficznym. Cze¢$¢ teoretyczng oraz aktualny stan
wiedzy z zakresu pracy oparto na 336 pozycjach literaturowych. Praca ma typowy uktad prac doktorskich.
Sktada si¢ z szesciu gtownych rozdziatdow oraz dwoch rozdzialow dodatkowych. Wykaz bibliograficzny
i aneks zawierajacy statystyki opisowe. Cze$¢ teoretyczna zostata przedstawiona na 55 stronach.
Pozostata cze$¢ pracy dotyczy opisu zastosowanego materialu badan, metodyki badan, wynikoéw

i dyskusji oraz zawiera podsumowanie i wnioski.

Ocena czesci teoretycznej:

Czg$¢ teoretyczna pracy zostala przygotowana na podstawie bardzo rzetelnych studiach
literaturowych liczacych 336 pozycji. Doglebne przeanalizowanie tematyki stanowito podwaliny do
przygotowania pracy i zaproponowania metody badawczej. Do tej czeSci mam jedynie takie
zastrzezenie, ze pozycje literaturowe, ktore zacytowano w pracy sg juz dos¢ stare, gldownie pomiedzy 2013
a 2019. Znalaztem niestety tylko nieliczne pozycje napisane po roku 2020. W danych bibliograficznych
mozna tez znalez¢ liczne prace promotorki pracy oraz wspolne prace Pani Promotor z Doktorantkg. Na tej
podstawie mozna stwierdzi¢, ze praca zrealizowana zostala w zespole, ktory posiada wieloletnie
do$wiadczenie w tej dziedzinie co oceniam bardzo pozytywnie. Praca jednak w zespole o wysokiej
renomie to nie wszystko. Zaangazowanie i che¢ poznawcza Doktoranta to drugi element sukcesu.
W ocenianej pracy, od poczatku czytelnik wprowadzany jest kolejno w zagadnienie i problematyke badan.
Uzyty jezyk jest prosty co powoduje, ze przedstawiony do oceny tekst jest tatwy do zrozumienia przez
czytelnia nie zwigzanego z tematyka. W mojej ocenie jest to duzy plus. Sztukg jest przedstawic
skomplikowane zagadnienie w sposob czytelny i przejrzysty. W ocenianej pracy ta ceche jak najbardziej
dostrzegam. Wiele styszy si¢ o zastosowaniach srebra w przemysle, zwlaszcza stosowanego jako ochrona
przeciwbakteryjna, ale niewiele 0s6b zdaje sobie sprawe z jego szkodliwo$ci. Ostatni rozdzial czesci
teoretycznej wprowadza czytelnia do sedna zagadnienia, czyli do opracowanego modelu badawczego
w postaci modelu pajgka w badaniach ekotoksykologicznych. Cze$¢ teoretyczng jako cato$¢ oceniam

bardzo wysoko jednak mam dwie uwagi.
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e Studia literaturowe wplywu toksycznego na komorki ludzkie oparto glownie na
komorki linii nowotworowych. Czy nie jest to zbyt duze uproszczenie? Czy
w literaturze nie przedstawiono wplywu nanoczastek srebra na komorki zdrowe?

e Stwierdzono, ze dane literaturowe dowodza, Ze na toksyczno$¢ nanoczastek ma ich
wielkos¢é. Jaki zakres jest najbardziej toksyczny i czy to Kkoreluje

z uzyskanymi wynikami i ogolnie przyjeta definicja nanomaterialu?

Ocena czesci dotyczacej celu i hipotez badawczych:

Kolejna polemika dotyczy sformutowania celu. Cel, wg wytycznych [DIN 69905] jest to
weryfikowalny efekt i/lub zadanie zrealizowania calego zakresu zadan w projekcie. Aby umozliwié
dokonanie skutecznej weryfikacji powodzenia pracy lub projektu, musi on by¢ kwantyfikowalny, tj.
mierzalny, poniewaz cele sa3 pomocne jedynie wtedy, gdy mozna je przeksztatci¢ w zdefiniowane cele
ilosciowe. Oczywistym jest, ze poprawnie zdefiniowane musza one by¢ takze osiggalne. Na podstawie tej
definicji wg Stowarzyszenia Project Management Polska, uwazam, ze zaproponowane cele powinny by¢
sklasyfikowane wg nastepujacej nomenklatury: wyznaczenie celu gtownego, czyli tego, ktory stanowi
catos¢ pojedynczych celow zwigzanych z efektem projektu i przebiegiem zadan, definiowanych jako
produktowe. Zgodnie z wytycznymi IPMA Polska mamy do czynienia z jednym celem gtéwnym, ktory
jest osiggalny poprzez osiggni¢cie celow produktowych. Dlatego sugerowalbym zmienienie celu

z formy ,,sprawdzenia...”

na forme¢ bardziej wymierna. Czy cel pracy nie jest celem glownym?
Dlaczego sformulowano cele zasadnicze i czy nie powinny one by¢ zdefiniowane jako cele

produktowe?

Ocena czesci do$wiadczalnej:

Cze$¢ doswiadczalna pracy zostala przedstawiona bardzo czytelnie. W pierwszej czgséci opisano
doktadnie materiaty i metody. W tym miejscu mam drobng uwagg, wzmianka o tym rozdziale powinna
sie pojawi¢ réwniez w spisie tresci. Pozostale uwagi majg charakter jedynie polemiczny biorgc pod
uwage, zwlaszcza, bardzo wysoki poziom merytoryczny pracy. Sugerowatbym, aby rozdziat 3.1 umiesci¢
w opisie teoretycznym. Jest to rozdzial, ktory odbiega charterem od pozostatych podrozdziatow w tej
czesci 1 ma formg¢ bardziej opisowa, wprowadzajaca w zagadnienie, niz forme opisu doswiadczenia.
Pozostate rozdziaty, dotyczace materialow 1 metod, przygotowane zostaty wg mnie perfekcyjnie. Zwykle
oceniajac ta cze$¢ pracy zastanawiam si¢, czy eksperyment opisany przez autora mozna powtorzyc¢, czyli
czy praca ma charakter dydaktyczny i czy kolejne pokolenia naukowcow pracujgce w podobnej tematyce
beda mogly skorzysta¢ z wiedzy i doswiadczen obecnych. W tej pracy doswiadczenie i metodyka
przedstawione zostatly czytelnie 1 bardzo doktadnie z uwzglednieniem szczegotow eksperymentu.

Wszystkie opisy zostaly wzbogacone 0 cenne ilustracje. Zakres badan jest imponujacy, coO jest dowodem
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checi bardzo dogl¢bnego zrozumienia problemu pracy. Mam jedynie pytanie dotyczace preparatyki do
skaningowego mikroskopu elektronowego:

e Dlaczego po odwodnieniu, jako warstwe przewodzaca zastosowano czysty Au,
a nie, jak wskazuja inne zrodla literaturowe Au/Pd?

e (Czy badania SEM s3a wystarczajaco wiarygodne w celu oceny architektury sieci?
Sugerowalbym analizy tomograficzne, skladu fazowego.

e W pracy omawiany jest wplyw fazy Kkrystalicznej na faz¢ amorficzng i uwazam ze badania
przy zastosowaniu skolimowanej wiazki rentgenowskiej lub wiazki synchrotronowej
moglyby stanowi¢ cenne zrédlo informacji.

e (Czy w przypadku zanieczyszczen jonami srebra mogq zmienia¢ si¢ wlasciwosci mechaniczne
sieci i czy lepkos¢ wlokien tez moze si¢ zmieni¢? Jezeli tak, to sugerowalbym badania
mechaniczne i mikromechaniczne. W dyskusji jest mowa o tego typu badaniach , natomiast
w pracy wyniki te nie sg zauwazalne.

Z uwagi na bardzo szeroki zakres pracy uwagi te maja jednak charakter polemiczny, a nie wskazuja na
jakiekolwiek braki. Chciatbym podkresli¢, Zze praca ma charakter interdyscyplinarny, gdzie autorka
przeprowadzita ocen¢ wplywu nanoczastek na zywotno$¢ komorek w wybranych narzadach, ocene
ilosciowa biatek metaloproteinowych, ocene ultrastruktury komoérek w wybranych tkankach, sktad
aminokwasow w przedzy lownej, architektury sieci i kalorycznosci sieci townych. W tym miejscu
pojawiaja si¢ kolejne pytania:

e Czy metody immunofluorescencyjne nie moglyby daé dodatkowych informacji
o strukturze komorek?

e Czy oprocz wygladu morfologii komorki, na zastosowanym modelu, mozna zobaczy¢ wplyw
cyto i genotoksyczny?

e Jak model pajaka mozna odnie$¢ do osobnika ludzkiego?

Bardzo cennym i ciekawym rozdzialem w ocenianej pracy jest ,,Dyskusja”. Dyskusje podzielono
dodatkowo na podrozdziaty dotyczace wynikow dotyczacych stezenia srebra
w ciatach pajakow, parametry antyosydacyjne i efekt cytotoksyczny, oceng ultrastruktury hemolimfy
1 gruczotow przednych 1 wlasciwosci fizykochemiczne.

Whioski:

W ostatnim rozdziale Doktorantka przedstawila wnioski z przeprowadzonych badan. Nie mam
uwag do tej czesci pracy. Nalezy jedynie podkresli¢, ze Doktorantka w sposob prawidtowy rozumie
pojecie ,,wniosek”. W ocenianej pracy doktorskiej w rozdziale ,,Wnioski” przytoczono nie tylko
obserwacje, ale rowniez komentarz, 0o z tego wynika.

Ogoblna ocena pracy:

Praca doktorska pt. ,Ocena parametrow komoérkowych wybranych narzadow oraz

fizykochemicznych wlasciwosci przedzy townej samic pajgka Steatoda grossa (Theridiidae)
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w aspekcie krotko- i dtugoterminowej ekspozycji na nanoczgstki srebra” autorstwa mgr Kingi Surmiak-
Stalmach przedstawia ciekawe opracowanie naukowe dotyczace rozwoju dziedziny biologii w ujgciu
nanotechnologii. Udato si¢ opracowac bardzo ciekawy model oceny wptywu nanoczgstek na srodowisko,
a w przede wszystkim, na organizmy zywe. Pomimo uwag, jedynie natury polemicznej, uwazam, ze praca
jest przygotowana czytelnie i bardzo starannie. Wyniki badan sg unikatowe i bardzo ciekawe. Imponujacy
jest wachlarz zastosowanych metod, ktore zrealizowano w taki sposob, ze wyniki badan uzupehniaja si¢
i ogodlnie stanowig spdjng catos¢. Moja ocena pracy jest wysoka. Recenzent stwierdza, ze przedstawiona
praca doktorska odpowiada wymogom stawianym do uzyskania stopnia naukowego doktora nauk
biologicznych przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 (Dz.U. z 2020 r. poz.85 z pdzniejszymi zmianami).
Wnosze 0 dopuszczenie mgr Kingi Surmiak- Stalmach do obrony przed Rada Wydzialu
Wydzial Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Zwazywszy na wysoki

poziom pracy wnosze rownoczesnie o jej wyroznienie.
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