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RECENZJA
Rozprawy pt. ,,.Rola agonistow i antagonistéw cholinergicznyh receptoriw
muskarynowych w regulacji proceséw fizjologicznych chrzgszeza Tenebrio monitor L.

mgra Szymona Chowanskiego w postepowaniu o nadanie stopnia doktora

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja powstala w Katedrze o wieloletnich
znakomitych tradycjach badan nad fizjologia owadéw, prowadzonych pod kierunkiem
Profesora Rosifiskiego — nic wigc dziwnego, ze Doktorant ma dobre przygotowanie
merytoryczne, metodyczne i opanowany warsztat badawczy. Bardzo nowoczesne i dobrze
wyposazone laboratorium Zakladowe umozliwilo magistrowi Chowanskiemu na
przeprowadzenie szerokiego spektrum badaf, tak ze otrzymane wyniki wzajemnie sie
uzupelniaja i tworzg przekonujgcg calosé opisu regulacji cholinergicznej w organizmie
owada. Sam Autor pracy musial jednak wykaza¢ si¢ zdolnosciami eksperymentalnymi, tak
dotyczacymi pozyskiwania materiatu (preparatow) do przeprowadzenia badan, jak i musiat
umie¢ postugiwaé si¢ réznorodnymi technikami badawczymi. W sumie pozwolito to Mu na
osiagnigcie celow postawionych w tej pracy.

Praca jest nowatorska bo cho¢ ogdlnie istnieje pewna pula wiadomosci o uktadzie
cholinergicznym owadéw i jest to nawet wykorzystywane w praktyce (insektycydy), to
jednak ze wzgledu na tak obszerne wzbogacenie :

1/ wiedzy podstawowej dotyczacej funkeji tego uktadu i to whasnie u chrzaszezy gdzie braki

wiedzy sg duze, a grupa ta jest wazna gospodarczo
2/ znaczenie aplikacyjne
praca w pelni speinia kryteria pracy oryginalnej wnoszacej nowe dane do zasobu
dotychczasowej wiedzy.
Wstep pracy wykazuje szerokie wiadomosci mgr-a Szymanskiego na temat pracy

ukfadu cholinergicznego u owaddéw, cho¢ moim zdaniem czgs¢ dotyczaca receptora



nikotynowego jest zbyt rozbudowana, np. bez straty dla meritum pracy mozna by pomingé
opisy struktury podjednostek receptora nikotynowego i to u gatunkéw dalekich od owadéw.
Natomiast w czgsci opisujacej budowe i pracg receptoréw muskarynowych takie wiadomosci,
jak i poréwnywanie budowy i funkeji receptoréw owadzich nawet do ssakéw, sa oczywiscie
potrzebne, podobnie jak wszechstronny opis plejotropowych funkeji ciata thiszczowego
owadow, jeszcze do niedawna uwazanego wylgcznie za rezerwy energetyczne. Zasoby
wiadomosci zawarte we wstepie wyraznie $wiadeza o dobrym przygotowaniu Autora. do
interpretacji wynikow. Chceiataby tylko ustysze¢ rozstrzygniecie przez Autora, kt6ry koniec C
czy N wigze agoniste (str 10-ta) w receptorze nikotynowym.

Celem pracy byty:

Naczelnym celem pracy bylo zbadanie udzialu muskarynowych receptoréw
cholinergicznych w regulacji procesow fizjologicznych w wybranych tkankach macznika.

By zrealizowa¢ ten cel Autor, po zidentyfikowaniu obecnosci receptoréw muskarynowych, w
poszezegdlnych tkankach zastosowat 2 agonistow (jednego specyficznego dla receptoréw
muskarynowych, a drugiego niespecyfic. nego) i 2 antagonistéw tego receptora, a nastepnie
obserwowal ich oddzialywania na regulacje gospodarki weglowodanowej i lipidowe;j,
kurczliwos¢ tkanki miesniowej i wplywu tych substancji na hemocyty.

Zastosowane metody

Réznorodne, i dostosowane do specyfiki przeprowadzanych analiz. Dla szerszego
zbadania funkcji ukladu cholinergicznego badania  zostaly przeprowadzone na grupach
kilkunasto-osobnikowych wykonanych na postaciach tak larwalnych, poczwarkach jak i na
osobnikach dorostych.

Nalezy wyraznie podkresli¢, ze prace te byly mozliwe tylko dlatego iz Autor ma dar
wykonywania finezyjnych preparatow i to rdznorodnych - uwzgledniajacych specyfiki
tkankowe — tak by preparaty pozostaty reaktywne.

Chciatabym jednak by Doktorant w trakcie obrony pracy przekonat mnie co do
wyzszosci zastosowanej przez Niego anestezji w poréwnaniu np. do anestezji zimnem.
Oczywiscie w petni popieram sam fakt anestezjowania, nawet przy pobieraniu hemolimfy do
badan pH, nie méwigc juz o pozyskiwaniu preparatow tkankowych. Jednakze w trakcie
naszych badan na karaczanach stwierdziliémy, ze anestezja endogennym dwutlenkiem wegla
powoduje kwasice i to o prawie 0,5 jeghostek — co dla wielu enzyméw oznacza zmiane
$rodowiska dziatania wykraczajaca poza ich spektrum optimum dziatania. Nie powoduje tego
anestezja zimnem. Jesli jednak tej wielkosci zmiany pH jakie wystepuja przy tej anestezji u

karaczana wystapity rowniez u macznika, to czy nie beda one wptywaly np na kurczliwosé



migéni zwlaszcza badang In vivo, albo na gospodarke cukrowa - co przynajmniej u psow
wykazano?
Przebieg badan .

Podstawg dla dalszych badan bylo wykazanie przez Autora obecnosci receptoréw
muskarynowych w badanych tkankach.

Dla pozostatych analiz przeprowadzono dwa rodzaje badan: In vive i In vitro i tak:

Biotest sercowy wykonano in vivo na poczwarkach, natomiast in vitro
przeprowadzono testy nad kurczliwoscia serca, jajowodow i jelita na osobnikach dorostych,
ponadto badania nad wptywem testowanych substancji na zawartosci lipidow, glikogenu w
tkankach oraz cukru i hemocytéw w hemolimfie larw.

Badania nad ekspresja receptoréw muskarynowych w badanych tkankach wykonano
na larwach, poczwarkach i osobnikach dorostych. O rozleglosci tych nowatorskich badan
Jjednak dowiadujemy sig¢ nie juz z opisu metodyki lecz dopiero z wynikéw, a przeciez fakt ten
zastuguje na szczegélne podkreslenie, skoro mamy okazje poznaé zmiany ekspresji w
rozwoju ontogenetycznym i jest to badanie unikatowe.

Wyniki przedstawiono tabelarycznie i na rycinach, dobrze uwypuklajacych osiagniccia
pracy. Wyniki zostaty opracowane statystycznie.

Dyskusja

Jest obszerna i zostaly w niej oméwione osiagniccia Autora w poréwnaniu do
dotychczasowych zasobéw wiedzy, czgsto sprzecznej, lub zroznicowanej, gdy poréwnamy
wyniki otrzymane z badan przeprowadzonych na réznych gatunkach, lub przeprowadzone z
zastosowaniem mniej lub bardziej wybiorczych agonistow czy antagonistow. Potwierdza to,
ze badania przedstawione w rozprawie sa potrzebne a fakt, ze rdwniez nie wszystkie wyniki
otrzymane po zastosowaniu agonisty (zarowno specyficznego jak i czesciowo nie
specyficznego) i antagonisty przedstawione w tej pracy sa przeciwstawne, $wiadezy tylko o
koniecznoéci dalszych badan z bardziej selektywnymi substancjami. Niestety ta dobra rada
ma ogromne ograniczenie w postaci réznic w budowie i pracy ukladu cholinegrgicznego
ssakow 1 owadow, a agonisci i antagonisci sa tworzeni gléwnie na potrzeby terapii lub badan
prowadzonych na ssakach.

Dlatego ponownie stwierdzam wage wynikéw z badania ekspresji receptoréw w
poézczeg(’)lnych tkankach i w poszczegolnych stadiach rozwojowych — ktore zostaly
przedstawione w tej pracy i ktore mogg stanowi¢ niezbedna podstawe do dalszych badan.

Z kolei tylko dzigki temu iz badania nad gospodarkg weglowodanowo-lipidowa

zostaly przeprowadzone zarowno metoda in vivo jak i in vitro pozwolily Autorowi na



stwierdzeniu o posrednim wplywie ukladu cholinergicznego na badane parametry. Swiadczy
to umiejetnym typowaniu planowanych badai co dobrze rokuje dalszej drodze naukowej
doktoranta. Autorowi udato si¢ réwniez wykazaé, iz uklad cholinergiczny owada jest
zaangazowany w kontrolg liczby i aktywnosci fizjologicznej hemocytéw — co jest faktem
nowym.

Na koniec Autor przedstawil cztery ogélne wnioski ze swoich badan z ktérych 3:
dotyczace oddzialywania — agonistéw i antagonistow receptoréw muskarynowych na
kurezliwo$¢ narzadow trzewnych, ich wlasciwosci metabotropowych i oddzialywania na
hemocyty, Autor obszernie omowit w dyskusji, natomiast czuje niedosyt w przedyskutowaniu
danych do wniosku — czwartego — omawianego niejako przy okazji innych badaf, a moim
zdaniem sa to wyniki na tyle istotne, ze nalezato je oméwié szerzej..

Literatura, z ktérej korzystal mgr Szymanski jest do§é¢ obszerna, $cile zwigzana z
tematem pracy i zlozona gléwnie z pozycji powstatych w ostatnich latach, z czego polowa po
roku 2000, a okoto 10% to prace z ostatnich 2 lat. Doktorant $ledzi wiec na biezaco literature
zwigzana z gléwnym nurtem Jego badaf. Dlaczego jednak literatura zaczyna si¢ od pozycji
10-tej?

Za najwazniejsze osiggnigcia pracy uwazam przesledzenie ekspresji receptoréw
muskarynowych w réznych stadiach rozwojowych i w roznych tkankach Tenebrio molitor.
Takich badan jak dotad nie bylo. Wykazano tez wysoce zréznicowane i plejotropowe
dzialanie tak agonistow jak i antagonistow badanych receptorow.

W moim przekonaniu badania przeprowadzone przez Autora sg nowatorskie i osiagnely

wysoki standard naukowy, w pelni wigc pozwalaja na wyciagniecie wniosku koncowego:

Whiosek koficowy

Jako recenzentka powyzszej rozprawy doktorskiej z gtebokim przekonaniem uwazam,
ze praca spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom kandydatéw do uzyskania stopnia
naukowego doktora. Tak wigc przediozona do recenzji praca odpowiada w petni warunkom
okreslonym w art. 16 ust. 5 Ustawy z dn. 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule naukowym z zakresu sztuki (Dz. U. z 2003 1., nr 65, poz. 595, Dz, .
22005 r., nr 164. poz. 1365 oraz Dz. U. z 2011 1., nr 84, poz. 455) i stanowi uzasadniona
podstawg do dopuszezeniu mgr Szymona Chowanskiego do dalszych etapow postepowania
przewodu doktorskiego.
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