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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamili Wisniewskiej pt. ,,Potencjat
immunologiczny hemolimfy pajaka Steatoda grossa (Theridiidae) w warunkach

diugotrwalej ekspozycji na wybrane metale podawane droga pokarmowg”.

Rozprawa doktorska mgr Kamili Wisniewskiej jest bardzo ciekawym opracowaniem z
zakresu immunotoksykologii pajakow 1 doskonale wpisuje sie w tematyke badawczg od lat
rozwijang z sukcesem w grupie badawcze] kierowane] przez promotorke niniejsze)
rozprawy dr hab. Grazyne Wilczek, prof. US.

Celem pracy byt zbadanie wplywu dtugotrwatej ekspozyciji samic pajaka Steaftoda grossa
na subletalne dawki, podawanych drogg pokarmowag, kadmu i miedzi na: (i) ilosciowe |
jakosciowe zmiany hemocytow, (i) zmiany w proteomie hemolimfy, w tym na poziom
biatek cekropino- i defensyno-podobnych i metalotionein.

Praca ma tradycyjng forme i sktada sie ze wstepu (27 stron), opisanych na 2 stronach cel
pracy i hipotez badawczych, rozdziatu opisujgcego metodyke badan (18 stron), bogato
ilustrowanego rozdziatu wyniki oraz z 28-stronnicowej dyskusji. Prace, liczacg 135 stron,
zamyka spis literatury (135 pozycji) | aneks =zawierajacy szczeglly pordwnan
statystycznych.

Streszczenia napisane sg poprawnie, chociaz wstawienie do nich tabeli z metodami

uzytymi w pracy wydaje mi si¢ zbedne.

Wstep, cele pracy i hipotezy badawcze:

Wstep napisany jest jasno i zwiezle | bardzo dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia
ekotoksykologii ze szczegdlnym uwzglednieniem, badanego w pracy, wptywu na
organizmy zywe kadmu i miedzi. Nastepnie Autorka charakteryzuje uktad odpornosciowy
pajgkow, w tym wystepujace u nich typy hemocytow i biatka antybakteryjne.

Po wstepie znajdujemy jasno zarysowane cele pracy i szczegblowe, moze nawet nieco

zbyt szczegoiowe, hipotezy badawcze.



Do te] czesci pracy wkradly sie drobne btedy lub niescistosci, ktore przytaczam z
obowigzku recenzenta.
1) Hemolimfy nie mozna nazwac¢ organem, jest to ptyn ustrojowy lub, analogicznie do
tego jak mowimy o krwi kregowcow, tkanka
2) Fotografia 1 (jak zreszta wszystkie inne zdjecia zawarte w pracy) powinna by¢
opatrzona skalg, wtedy w jejfich opisie nie bytaby potrzebna informacja o
zastosowanych powiekszeniach. Jesli juz sie je podaje to bardzie] prawidtowe
bytoby dodanie, ze chodzi o powigkszenie obiektywu | dodanie jego apertury

numerycznej.

Metodvka

Na rozdziat ,Materiaty | metody” sktadajg sie 4 podrozdziaty opisujgce: charakterystyke
gatunku, warunki hodowli pajgkow, opis doswiadczenia, metody uzyte do analizy poziomu
metali | parametrow immunologicznych, w tym doktadny opis analizy sktadu biatkowego
hemolimfy. W ostatniej czesci Autorka opisuje testy zastosowane do analiz statystycznych.
Ta cze$¢ pracy ilustrowana jest miedzy innymi przejrzystym schematem cbrazujgcym
metode intoksykacji pajgkow. Zabrakio mi na nim jedynie wprowadzenia nazw zwigzkow
kadmu i miedzi, na dziatanie ktorych narazone byly muchy | karmione nimi pajaki.

Z kolei w opisie ryciny 3 nie sg wyjasnione skroty zawarte na schemacie.

W rozdziale 3.3. podano, ze zwierzeta otrzymywaly zawiesing bakteryjng w postaci 1 ug
zliofilizowane] masy bakteryjnej w NaCl, nie znalaztam tam natomiast opisu procesu
liofilizacji.

Zgodnie z logikg i kolejnoscig wykonywania oznaczen rozdziat opisujacy jak dokonano
pomiaru catkowitego stezenia biatka (obecnie 3.4.7.) powinien poprzedzac rozdziaty
opisujgce iloSciowg ocene biatek cekropino-podobnych, defensyno-podobnych (rozdziat
3.4.5) i metalotionein (rozdziat 3.4.6.).

W tym miejscu chciatabym podkresli¢, ze w swoich badaniach Doktorantka zastosowata
bardzo szeroki panel nowoczesnych technik badawczych, poczgwszy od analizy stezenia
metali w probkach, poprzez analizy mikroskopowe (mikroskop $wietiny i transmisyjny
mikroskop elektronowy) i cytometryczne hemocytdw, po ilosciowe i jakosciowe analizy
proteomu hemolimfy. Biorgc pod uwage, ze pajaki nie sg konwencjonalnymi zwierzetami

modelowymi w badaniach immunologicznych, nalezy podkresli¢, ze tego typu badania sg



czgsto trudne 1 wymagajg kazdorazowego czasochtonnego dostosowanie metodyki

badawcze] do tego typu materiatu.

Wyniki

W rozdziale tym Doktorantka szczegotowo opisuje uzyskane wyniki. Rozdziat ilustrowany
jest: 8 tabelami (w tym bardzo rozbudowanag tabelg zestawiajgca biatka zidentyfikowane w
hemolimfie pajgka przy pomocy spektrometrii mas), 3 tablicami ze zdjgciami hemocytow
pajgka, 3 mapamt biatkowymi (szkoda, Zze ryciny 10 | 11 Zzostaty zamieszczone na
oddzielnych stronach), 1 rycing z reprezentatywnym zelem wskazujgcym biatka o
zmienionej aktywno$ci oraz 7 wykresami obrazujacymi liczbe i sktad hemocytdéw oraz
poziom w hemolimfie pajgkéw biatek cekropino-podobnych, defensyno-podobnych i
metalotionei. W przypadku wszystkich wykresow legendy mogtyby by¢ nieco wigksze i
bardziej staranne.

Whyniki sg oryginalne i bardzo ciekawe, w ich opisie razi mnie jednak, ze Doktorantka w
wielu miejscach opisuje jako wzrosty lub spadki wartosci réznice, ktore nie byly istotne
statystycznie. Moim zdaniem nie jest to uprawnione nawet jesli zaznaczy sie (tak jak czyni
to Autorka rozprawy), ze zmiany nie wykazywaly roznic istotnych statystycznie. Czasami w
literaturze spotykamy sie z informacja o pojawiajgcej sie tendencji, jednak méwimy o tym
najczesciej w przypadku kiedy p miesci sie w zakresie od 0.05 do 0.1.

Zatuje tez nieco, ze ryciny przedstawiajgce liczbe i skiad hemocytoéw nie zostaly
dodatkowo zilustrowane reprezentatywnymi obrazami z cytometru przeptywowego.
Szczegdlnie ciekawe | doskonale sie wpisujace w biezace tendencje badawcze sg wyniki
dotyczgce analizujgce sktad biatkowy hemolimfy.

W tej czesci pracy znalaztam drobne uchybienia jezykowe, ktore wymieniam jedynie z
obowigzku recenzenta:

Strona 57 — zamiast stowa ,granule” lepiej uzy¢ po prostu stowa ,ziarnistosci”

Strona 62 i 65 — niefortunne wydaje mi sie sformutowanie ,..biatka znajdujgce sie w
supresji lub w nadekspresji..”

Strona 70, w zdaniu rozpoczynajgcym sie od ,Podobnie wimentyna..” brakuje orzeczenia.

Dyskusja
W dyskusji znajdujemy wyczerpujgce i rzeczowe omowienie otrzymanych wynikow na tle
dostepnej literatury a podziat tego rozdziatu na 7 podrozdziatow bardzo utatwia $ledzenie

toku rozumowania Autorki. Dyskusja napisana jest w sposob dojrzaty i Swiadczy o bardzo



dobrej znajomosci tematyki immunotoksykologiczne) przez Doktorantkg. Moim zdaniem
rozdziat ten zyskatby na zamieszczeniu schematu podsumowujgcego uzyskane wyniki.

Na stronie 88 znalazta sie¢ uwaga, ze zmnigjszenie catkowite] liczby hemocytow w
warunkach narazenia na metale moze by¢ konsekwencjg ich lizy. Nie mozna wykluczyc,
ze pod wplywem metali dochodzi do apoptozy hemocytow, co nie jest zwigzane z lizg
komorek. Zatem bezpieczniej bytoby chyba stwierdzi¢, ze chodzi tu o $mier¢ komorek, a
jaki byt to rodzaj smierci komoérkowej nalezatoby wyjasni¢ w odrebnych badaniach.

Strona 89 - Autorka wymienia PMA jako jeden z mitogenow. Ester forbolu jest
aktywatorem kinazy biatkowej C (PKC) i czynnikiem uzywanym do stymulac)j wybuchu
tlenowego. Zwigzek ten, aczkolwiek w niektorych uktadach eksperymentalnych stymuluje
proliferacje komorek, nie do konca jest jednak typowym mitogenem.

Strona 20 - poly |:C nie jest analogiem wirusa tylko wirusowego dwuniciowego RNA.

I znowu z obowigzku recenzenta wymieniam, nieliczne, potkniecia jezykowe jakie
znalaztam w tym rozdziale:

Str 83 — co Autorka rozumie pod pojeciem ,kondycji immunologiczne)”?

Str 89 — mowimy raczej o poziomie lub stezeniu niz o ,zawartosci” reaktywnych form tienu.
Strona 90 — méwimy o liczbie lub procentowym udziale granulocytow, a nie o ich
.zawartosci”

Strona 91 — zgodnie ze stownikiem jezyka polskiege stowo ,deprymowac” oznacza
wprawiac w stan zaktopotania, niepewnosci fub zniechecac, przygnebiac. A zatem w
opisywanym przypadku chodzito chyba o ,deprywacje pokarmowg”.

Strona 97 - mozna byto znalezé lepsze niz ,unicestwialo” stowo na dziatanie
przeciwwirusowe.

Strona 98 - niefortunne jest sformufowanie, ze ,Migracja komorek moze sprzyjac

aktywnosci biatek cytoszkieletu”.

Dyskusje konczy lista 9 wnioskow. Sg one logiczne i zasadne.

Strona edytorska pracy

Praca jest starannie edytowana ale zapewne z uwagi na jej duzy rozmiar wkradty sig¢ do
niej pewne btedy literowe, stylistyczne i interpunkcyjne a takze niezrecznosci jezykowe, o
ktorych wspominatam juz powyzej. Do$¢ dowolnie odnosi si¢ tez Autorka do kwestii

umieszczania spacji przed i po mysinikufaczniku.



Whnioski koncowe

Rozprawe doktorskg Pani magister Kamili Wisniewskiej oceniam wysoko, a moje nieliczne
drobne krytyczne uwagi w niczym nie obnizaja jej bardzo dobrej oceny. W zwigzku z tym
stwierdzam, ze rozprawa ta spetnia warunki okreslone w artykule 14 ust. 2 pkt 2 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach w
zakresie sztuki (tekst jednolity Dz U z 2017 r., poz. 1789) oraz w artykule 179 ust. 1
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669).

Zwracam sie zatem z wnioskiem do Rady Instytutu Biologii, Biotechnoiogii i Ochrony
Srodowiska Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slgskiego o przyjecie rozprawy i
dopuszczenie Pani magister Kamili Wisniewskiej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Rownoczesnie majgc na uwadze szeroki zakres stosowanych technik badawczych oraz

nowatorstwo i oryginalnos$¢ uzyskanych wynikow wnioskuje o wyrdznienie pracy.

Z powazaniem,
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