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Ocena formalna

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska daje istotny wktad do zrozumienia oddziatywar czterech
substancji biologicznie aktywnych i wykorzystywanych farmaceutycznie agonistow (katechol
i pilokarpina) oraz antagonistéw (atropina i skopolamin) cholinergicznych receptoréw
muskarynowych na organizm owada. Gatunkiem wybranym do badai byt jeden z czeiciej
wykorzystywanych w badaniach neuroendokrynologicznych — macznik Tenebrio molitor. Praca nie
dotyczy wiec substancji chemicznych petnigcych role neuropeptyddw, lecz zwigzkéw, ktére moga
wiazaé sie z wystepujacymi takze u owadow receptorami muskarynowymi acetylocholiny (ACh).
Moga one w réznym stopniu, zaleznym od stezenia, nasila¢ lub hamowa¢ réznorodne procesy
fizjologiczne. Autor, w oparciu o dotychczasowa wiedze, zatozyt stusznie mozliwos¢ plejotropowego
oddziatywania testowanych zwigzkéw i zapewne dlatego jego badania objely szerokie spektrum
mozliwych oddziatywan tych zwigzkéw.

Tre$é pracy odpowiada tytutowi. Autor przeprowadzit badania immunocytochemiczne w celu
identyfikacji receptoréw muskarynowych ACh w réznych stadiach rozwojowych T. molitor. Badan
tego typu na tym gatunku jeszcze nie prowadzono. Immunocytochemicznie wykazat ich obecnosé
i scharakteryzowat masy czasteczkowe w brzusznym taricuszku nerwowym i jelicie larw, poczwarek
oraz imago, potwierdzajac obecnos¢ dwdch typéw receptorow muskarynowych ACh (A i B).
Skoncentrowat sie gtéwnie na badaniach stuzacych udokumentowaniu mozliwego udziatu
wymienionych wyzej farmaceutykéw w procesach regulacyjnych, ktére dotyczyty:




e motoryki istotnych dla owada narzadéw wewnetrznych. Dzigki opracowanym przez zespot
prof. Grzegorza Rosifiskiego nowoczesnym biotestom, stosowanym w laboratorium
neuroendokrynologii owadéw, doktorant miat mozliwo$¢ poszukiwania ilosciowych zaleznosci,
poréwnywania dziatai agonistow i antagonistow, poprzez rejestracje aktywnosci kurczliwej
serca, jelita i jajowodu macznika.

e w badaniach biochemicznych mdgt wykazac jak wybrane farmaceutyki wptywajg na zawartosc
podstawowych sktadnikéw decydujacych o sprawnosci proceséw metabolicznych — glikogenu
i lipidow w ciele ttuszczowym oraz wolnych cukréw w hemocytach larw macznika

e ocenit dziatanie hemocytotropowe testowanych zwigzkéw analizujac ich wptyw na morfologie
hemocytéw, ich zdolnos¢ do adhezji oraz indukowania proceséw apoptozy

Wykonanie badan w takim zakresie musiato by¢ poprzedzone zmudnym treningiem metodycznym.
Doktorant przede wszystkim musiat opanowaé umiejetnosé¢ hodowli owaddéw, gdyz od ich
zywotnosci zalezata jakos¢ i rzetelno$¢ uzyskiwanych pdiniej wynikéw. Kolejnym etapem byto
opanowanie technik preparowania owaddw, przygotowujac je do pomiaréw wykonywanych
z wykorzystaniem roznych biotestow. Musiat takie opanowac techniki immunocytochemiczne
i analizy obrazu w doswiadczeniach hematologicznych, w tym takze postugiwanie sie technikami do
oceny stopnia apoptozy. W biotestach rejestrujgcych zmiany motoryki narzadéw wewnetrznych
musiat naby¢ umiejetnos¢ sprawnego postugiwania sie systemem do mikroperfuzji
biofarmaceutykéw do izolowanych narzadéw trzewnych; nauczy¢ sie technik opartych
o mikrodensytometrie i wykorzystania odpowiedniego oprogramowania do badan kurczliwosci
réznych narzadéw trzewnych i miesni; opanowac biotest do badania mechaniki i hemodynamiki
izolowanego serca owada oraz innych narzadéw kurczliwych sprzegajac techniki mikroskopowe,
wideo-rejestracje i analize komputerowa obrazu. Ponadto, nauczy¢ sie stosowania techniki
optoelektronicznej do rejestracji endogennej aktywnosci kurczliwej serca owada.

Uwzgledniajac kompleksowosé ujecia tematycznego nie dziwi recenzenta obszernos$¢ rozprawy.
Praca zawiera wszystkie niezbedne rozdziaty, ktére s3 opracowywane w publikacjach
przedstawiajgcych wyniki z badan eksperymentalnych. Proporcje poszczegdlnych rozdziatéw sg
wihasciwe, poza zbyt rozbudowana czescig wynikowa, ktéra mozna byto przedstawi¢ w nieco
krétszej lecz bardziej przyjaznej dla czytelnika formie. Ze 120 stron tekstu blisko potowe zajmuje
opis i dokumentacja wynikow, zawierajgca az 56 rycin w tym 2 tablice z 12 fotografiami hemocytow
uzyskanych z mikroskopu fluorescencyjnego. Rozszerzony powinien byé rozdziat ,,Materiat
" i metody”, gdyz pozostato w nim nieco niedomowien, kosztem skrécenia objetosciowego rozdziatu
»Wyniki” poprzez przerébki uktadu graficznego, ale do tego zagadnienia wréce w dalszej cze$ci
oceny. '

Praca napisana jest bardzo jasno, z nielicznymi wtretami zargonowej terminologii, nielicznymi
btedami pisowni (najczesciej tzw. ,literéwki”). Format pracy jest przejrzysty i przyjazny dla
czytelnika, poza niepotrzebnie powtarzanymi fragmentami tekstu w podpisach pod rycinami, co
mozna byto znacznie uprosci¢. Rozprawe korczy spis piSmiennictwa obejmujgcy przeszto 470
pozycji, w ktérym zdecydowana wiekszosé to oryginalne i najnowsze publikacje wykorzystywane
gtownie we wstepie i dyskusji.



Ocena merytoryczna

Z przyjemnoscia stwierdzitem, ze po uwaznym przeczytaniu pracy w zestawie czynionych przeze
mnie uwag roboczych nie znalaztem takich, ktére wskazujg na niedociggnigcia merytoryczne.
Wyniki przedstawione s3 rzetelnie a ich krytyczna dyskusja jest klarowna i nie ma w niej wielu
takich fragmentéw, w ktérych Autor snuje przypuszczenia nie poparte juz wynikami badar
naukowych opublikowanymi przez innych Autoréw, lub wynikami z wtasnych doswiadczen.
Rozprawa doktorska w swoim opisie musi jednak umozliwiac czytelnikowi éledzenie wszelkich jego
dziatart badawczych by analiza dokumentacji wynikowej i jej opis nie budzity watpliwosci. Podobnie
jak ich krytyczna analiza w rozdziale ,Dyskusja”, oraz wynikajace z tego wnioski. Dlatego moje
uwagi do rozprawy przedstawie w odniesieniu do poszczegélnych jego czesci.

Wstep jest solidnym przegladem aktualnego stanu wiedzy o receptorach
acetylocholinowych u ssakéw i owadéw. Autor omawia aktualny stan wiedzy, dotyczacy zaréwno
nikotynowych jak i muskarynowych receptorow ACh. Poniewaz tematyka pracy doktorskiej dotyczy
receptoréw muskarynowych we wstepie znalazta sie charakterystyka wszystkich 5 klas tych
receptoréw u ssakéw. Omawia takze szeroko dwie klasy tych receptoréw (A i B) obecnych
u owadow, pokazujgc czytelnikowi zarowno stan wiedzy jak i niewiedzy na ten temat. Tym samym
uzasadnia bezpoérednio potrzebe prowadzenia dalszych bada w tym kierunku. Daje takze dobrg
charakterystyke farmakologiczng receptoréw muskarynowych ACh. Wprowadzajgc czytelnika
ogdlnie w zagadnienia regulacji nerwowej i neuroendokrynnej u owadéw skupia sig przede
wszystkim na tych funkcjach, ktére wymagaja pogtebionej wiedzy odnosnie kontroli i regulacji
czynnoéci kurczliwej narzadéw wewnetrznych oraz regulacji poziomu podstawowych sktadnikéw
energetycznych w narzadach decydujacych o homeostazie przemian metabolicznych. Czytelnoéc
opiséw wzmacnia tabela, gdzie znaleZ¢ moina syntetyczne wskazanie przyktadowych biatek
aktywowanych przez biatka G sprzezone z receptorami muskarynowymi (mAChRs). Taka
konstrukcja wstepu pozwolita Doktorantowi na jednoznaczne sprecyzowanie celu nadrzednego
i zadan szczegétowych podejmowanych dla jego realizacji. Pozytywnie odbieram szczegétowosc
przedstawienia strukturalno-funkcjonalnych zaleinosci w receptorach w oparciu o najnowsze
pismiennictwo.

W odniesieniu do tej czesci rozprawy moje uwagi sg nastgpujgce:
str. 9 — w zdaniu: ”U zwierzat wyzszych dystrybucja acetylocholiny w organizmie jest daleko szersza
niz tylko ograniczona do uktadu nerwowego” termin dystrybucja jest mato zrozumiaty” Bardziej
adekwatny wydaje sie termin ,rozmieszczenie”. Poza tym, nie znam naukowej definicji dla terminu
,Zwierzeta wyzsze”

str. 10 — sposéb cytowania i cytowane prace. Pojawiajg sie w pracy (na szczescie rzadko) cytowania
podrecznikéw lub monografii, gdzie cytowany jest edytor lub Autor podrgcznika, czego w
rozprawie naukowej powinno sie unika¢. W tym przypadku w ostatnim zdaniu tej strony cytowany
jest podrecznik Nation (2002), w ktérym odpowiedni tekst zaczerpnieto z rozdziatu Breer et al.,
1987 innej ksigzki (Molecular entomology) edytowanej przez A.R. Lissa.

Proponuje, by w przypadku cytowania do konkretnego fragmentu tekstu wigcej jak jednej
publikacji stosowaé kolejno$¢ chronologiczng, zamiast kolejnosci alfabetycznej wedtug nazwiska
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pierwszego autora danej pracy. Nadmieniam jednak, ze w rozprawie nie pojawiafo sig
réwnoczeénie wiecej jak trzy cytacje na poparcie jakiego$ stwierdzenia, za$ w znakomitej
wiekszoéci przypadkéw cytacja jest adekwatna do zwigzanej z nig tresci przytaczanej przez
Doktoranta.

str. 27-28 — omawiajac inaktywacje receptorow mAChRs typu A w obecnosci klasycznych
antagonistéw, takich jak: atropina, skopolamina czy chinoklidynobenzylan i wspominajac
niewrazliwo$¢ mAChRs typu B na te zwiazki Autor przytacza w Tabeli 2. wartosci EC50 wyznaczone
dla obu typéw receptoréw. Nalezato wyjasni¢ co oznacza ten wskaznik i jak sie go wyznacza.
Dopiero w czesci wynikowej, kiedy Autor sam postuguje sie tym wskaznikiem podaje, ze jest to
warto$é odnoszaca sie do maksymalnej zmiany mierzonego parametru.

str. 29 — czy cytacje: Roller i wsp., 2010 i Zitnan i wsp., 1996 odnosz3 sie do catego akapitu czy do
ostatniego zdania?

str. 30 — niektére cytowania sg zbedne. To co napisat Autor w pierwszym akapicie nie wymaga
cytowania. Czytelnik moze to odebrac tak ze dopiero w 2000 roku wykazano iz naczynie grzbietowe
jest gtéwnym naczyniem pulsujagcym owadoéw. Cytowane prace dostarczajg szczegétowych danych
o ktérych doktorant juz niczego nie napisat, np. publikacja da Silva et al. (2011). Podobna uwaga
dotyczy tez czterech cytacji z lat 1997-2011. Ponizej, cytowany jest m.in. Miller, 1997. Ten sam
Autor pisat juz o tym samym duzo wczesniej, bo w 1985 r. (rozdziat w 3 tomie z 13-tomowego
dzieta red. Kerkut i Gilbert, Comprehensive Insect Physiology..., Pergamon Press).

str. 30 — zwracam uwage na dwuznaczno$¢ uzytego sformutowania: ,Wyniki uzyskane przez Zornik
i wsp. (1999) potwierdzajg obserwacje Johnsona i wsp. (1997)..” a wiec kto kogo sprawdzat?

str. 31 — Autor pisze, ,Jednakze hemocyty nie petnig tylko funkcji odpornosciowych”. Warto
uzupetni¢ to zdanie o informacje w jakich fazach rozwoju owada takie zmiany nastepowaty. Dzieje
sie to podczas linienia. Zhai i Zhao (2012) badali bowiem zmiany zachodzace miedzy przedostatnim
i ostatnim stadium larwalnym, kiedy apoptoza makrogranulocytéw prowadzita do uwolnienia
katepsyny.

We wstepie brakowato mi jasnego odniesienia sie do potrzeby przeprowadzenia badan
immunocytochemicznych, w celu identyfikacji wystepowania receptoréw muskarynowych ACh
w narzgdach T. molitor.

Cel pracy jest przedstawiony jasno i wystarczajgco uzasadniony. Towarzyszg mu
wyodrebnione zadania szczegdtowe, ktére wyznaczaja pewien schemat postepowania
i odpowiednie przygotowanie opisu stosowanych metod oraz dobér niezbednych biotestow.
Niezaleznie od wyznaczenia zadan badawczych, mozna bylo takie nakresli¢ cele szczegotowe.
Utatwitoby to Autorowi przeprowadzenie dyskusji i przygotowanie koricowych wnioskéw z pracy.
Jako pierwszy z celdw szczegétowych powinna sie znalei¢ identyfikacja, lokalizacja i specyfika
receptoréw muskarynowych w narzadach T. molitor. Odpowiednio w kolejnych rozdziatach te
zagadnienia nalezatoby wtedy omawia¢ jako pierwsze, gdyi stanowig one baze wyjsciowg do
dalszego poszukiwania odpowiedzi jak oddziatujg wybrane substancje chemiczne na kurczliwoé¢
mie$niowki narzadéow wewnetrznych, na hemocyty oraz gospodarowanie substratami
energetycznymi przez owada.




Rozdziat ,Materiat i metody” napisany jest w sposéb zwarty. Obejmuje wszystkie niezbedne
elementy, dotyczace hodowli owadéw, preparatyki owadéw w sposéb wymagany dla okreslonego
biotestu, metod oznaczania sktadnikéw budulcowych ciata, analiz chemometrycznych
i postepowania w analizach immunocytochemicznych. Podano réwniez sposéb opracowania
statystycznego wynikow.

Dla petnego zrozumienia postepowania w trakcie wykonywania oznaczen brakowato mi
w niektérych miejscach dodatkowych wyjasnien, ktére chetnie widziatbym w tekscie rozprawy:

str. 39 — poniewaz opis metody hodowli T. molitor ma juz ,swoje lata” (1979 r.) nalezato podaé
nieco wiecej szczegétow, takich jak np. wielkos¢ pojemnikéw, przyblizong liczbe osobnikéw
w pojemniku, czestotliwos¢ wymiany pokarmu itp.

str. 40 — w odniesieniu do wybranych do analiz agonistéw i antagonistow mAChRs Autor ograniczyt
sie tylko do pokazania ich wzoréw strukturalnych. Nalezato podaé nieco wigcej informacji o kazdym
z wybranych zwiazkéw, gdyz nie sa to jedyni agonisci i antagonisci receptoréw muskarynowych
ACh. Dodatkowe wiadomoéci na ten temat pojawiajg sie dopiero w dyskusji.

str. 41 — w podpisie do Ryc. 1 Autor wzmiankuje, ze karbachol jest takze agonistg nAChRS, ale nie
podaje czy dotyczy to tylko ssakéw, owadéw, czy obu grup zwierzat?

str. 41-42 — brak uzasadnienia dlaczego wybierano do iniekeji wybrane zwigzki w stezeniu 10-4 lub
10-8 M. Jest na to miejsce w ,Materiaty i metody.” lub w ,Dyskusji”. Podobnie, dlaczego
w mikroperfuzji przeptyw utrzymywano na poziomie 140 ul/min.

str. 43 — brakuje cytowarn Autoréw odnoszacych sie do opracowania metod wypracowanych
w Zakladzie Fizjologii i Biologii Rozwoju Zwierzat UAM w Poznaniu. Nalezato podaé wigcej
szczeg6tow dotyczacych zastosowanego drivera a takze przenies¢ informacje dotyczacg programu
LARVA i ANALIZA z sekcji 3.6 do sekgji 3.5.

str. 44 — ze schematu pokazanego na Ryc. 2 nie wynika jednoznacznie, czy po koficowym ptukaniu
powtarzano pomiar na tym samym preparacie. Nie podano jaki jest optymalny i maksymalny czas
potrzebny do stabilizacji efektu dla agonisty lub antagonisty?

str. 45 — czesto mieszane sg w tekécie terminy ,tkanki” i ,narzady”. Doktorant pracowat gtéwnie
analizujac procesy w narzadach. Czytelnikowi nalezy sie réwniez wyjasnienie co to sg , biate larwy”,

str. 46 — termin: ,,Catkowity wolny cukier” warto zamieni¢ np. na ,catkowita pula wolnych cukréw”;
najczesciej jest to glukoza, fruktoza i inne rozpuszczalne cukry proste. (total free carbohydrates)

str. 47 — tytut sekcji ,Oznaczanie zawartosci lipidu catkowitego w tkance ciata tiuszczowego” lepiej
brzmi jako: ,Oznaczanie catkowitej puli lipidéw w ciele ttuszczowym” (total lipids)

str. 48 — nalezato rozszyfrowac skrét : SR-VAD-FMK — nie kazdy musi wiedzie¢, ze nazwa dotyczy
skoniugowanego fluorochromu — inhibitora kaspaz o nazwie Lsulforhodamine-valyl-alanyl-aspartyl-
fluoromethylketone”. Najlepiej doda¢ ten skrét do listy stosowanych skrotow

str. 50 — analiza statystyczna — Autor pisze, e wyniki podaje jako wartosci $rednie SEM
z okreélonej liczby powtérzeri (n), podczas gdy na wykresach dla wiekszosci wynikéw podaje
wartoé¢ 1 odchylenia standardowego. Nie wyjasnit dlaczego stosowat tylko test T Studenta, tym
bardziej, ze czesto zestawiane sg wyniki z przynajmniej trzech grup: traktowanej samym buforem
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lub analizowanego agonisty lub antagonisty. W innym przypadku sa to dane dla 2 odcinkéw
czasowych 2h i 22h jako $rednie $+SEM z okreslonej liczby powtdrzen (n), albo na osi odcietych
znajduja sie wartosci pomiaréw analizowanego parametru w odniesieniu do serii stosowanych
stezen. Warto uporzadkowac te opisy, przynajmniej w wersjach przygotowywanych do druku.

Oméwienie wynikéw badan wifasnych jest poprawne i przedstawione w formie
wydzielonych siedmiu podrozdziatéw. W pieciu z nich oméwione sg odrebnie wyniki badan
z biotestdw in vivo i in vitro. W tym przypadku Doktorant zastosowat uporzadkowang prezentacje
wynikéw, typowg dla kazdego z biotestow udokumentowang przez program graficzny na
wykresach szczegdtowych oraz przyktadowa wizualizacjg rejestrowanych zmian analizowanego
parametru zachodzacych w réznym czasie po iniekcji farmaceutyku (gtéwnie po 2h i 22 h). Jest to
np. aktywnosé kurczliwa serca, jelita lub jajowodu. Morfologie i zywotno$¢ hemocytéw omodwit
woparciu o badania 5-dniowych larw macznika, ktére iniekowat badanymi zwigzkami
w 2 stezeniach a nastepnie analizowat takie parametry, jak morfologia hemocytéw, zdolnos¢ do
adhezji i zmiany apoptotyczne, Wizualizacje umoiliwito rownoczesne zastosowanie trzech
fluorochroméw za$ uzyskane wyniki udokumentowat na dwdch planszach z dobrej jakosci
fotogramami  krwinek. Wyniki badan immunodetekcji cholinergicznych  receptordow
muskarynowych opracowat wykorzystujac ludzkie przeciwciata mAChRs klasy M2 w brzusznym
tancuszku nerwowym larwy i poczwarki oraz klasy M4 w jelicie poczwarki i imago 7. molitor. Dla
jelita larwy nie udato sie Autorowi uzyska¢ pozytywnego wyniku, by¢ moze powodem tego byty
niewtfasciwie dobrane przeciwciata.

Rozdziat ,Wyniki” bazuje na krdtkich opisach, ktérym towarzyszg liczne wykresy. Sg one cytowane
w sposOb nieciggty, czego np. nie tolerujg wydawnictwa naukowe. Dlatego dla zachowania
poprawnosci sugeruje kumulacje czesci wykreséw. W opinii recenzenta takie dziatanie jest
sensowne takie ze wzgledu na tatwiejsza obserwacje zmian danych parametréw opisywanych
w tekscie.

Str. 52 — koncowe zdanie powinno znalei¢ sie w dyskusji, gdyz Autor interpretuje a nie omawia
wyniki. Dotyczy to réwniez fragmentu wypowiedzi ze str. 77.

Str. 53 — Rys. 3. — prosze o wyjasnienie, czy w fazie diastazy skurcze sg minimalne, czy nie
wystepuja, czy obraz w tej fazie rejestruje minimalne zapisy skurczéw czy sg to artefakty?

str. 54— (i dalsze) — jako przyktadowe proponuje zmiany w prezentowanej dokumentacji graficznej.
Mozna potaczyé ryciny 4, 7, 10 | 13 na nowej rycinie 4 w ktérej powinien znaleZ¢ sie wykres jedne;j
kontrola z RF (gdyz sie powtarza) oraz 4 przyktadowe wykresy z zapisami dziatania odpowiednio
katecholu, pilokarpiny, atropiny | skopolaminy. Wyjasnienie w podpisie ani numeracja lub
oznaczenie literg poszczegdlnych wykresow bedzie zbedne, gdyz nazwa zwigzku bedzie podana tak
jak zrobit to Autor na wykresie. Uniknie sie w ten sposéb powotywania sie w jednym miejscu na
ryciny o réinych numeracjach, gdyz nie jest prawidtowe i na pewno tak nie moie byé
przygotowywane w pracach sktadanych do druku. Zasada jest, Ze ryciny sie cytuje a nie pisze
wprost co ona zawiera. Od tego s przeciez podpisy objasniajace. Nalezy wiec unika¢ takich zdan
w tekscie jak np. ,Na rycinach 16, 19, 22 i 25 zamieszczono przyktadowe miokardiogramy
przedstawiajace aktywnos$é kurczliwg serca in vitro przed (kontrola) i po (test) aplikacji
testowanych substancji farmakologicznych”(str. 58).



str. 54 — (i dalsze) - proponuje réwniez faczenie innych wykresow, ktore przykiadowo analizujg na
podstawie Ryc. 4 i 5, prezentujgcych zmiany w czasie kurczliwoéci serca w fazie orto-
i antydromowej. Skréci sie wykres o wspdlng legende i jeden tytuf, zas czytelnikowi utatwi
éledzenie ewentualnych réznic. W podpisach rycin nie powinno sie umieszcza¢ tekstow, ktére go
nie dotycza (np. o oznakowaniu gwiazdkami istotnych réznic (Ryc. 5), gdy ich nie byfo.
Skumulowanie obu wykreséw takie niedogodnosci zlikwiduje. Nalezy rowniez wyraZnie zaznaczyc¢
jakie grupy sa ze soba poréwnywane statystycznie pod wzgledem istotnosci réznic (jest to uwaga
ogdlna, ktéra dotyczy takze innych par wykresow).

str. 60 — Na wszystkich wykresach, (np. Ryc. 17, 18, 20, 21 i dalsze), w ktdrych na osie X oznaczaja
stezenie, analizowano oddzielne kohorty, a wiec nie mozna takich danych taczy¢ jedng linia.
Powinien to by¢ wykres typu ,box and whisker plot”.

str. 61 — Ryc. 21. Pytanie: Czy dla wszystkich analizowanych stezedt zmiana amplitudy byta
identyczna?

str. 65 — Pytanie: jak wyliczano stgzenie 1,25 x 10-6M jako EC50? Jaki zakres Autor uznaje za
stezenie farmakologiczne (dla kogo?) i na jakiej podstawie?

str. 66 — Podpis do Ryc. 29: $rednia £SEM czy $rednia +SD?

str. 77 — Autor pisze: ,Indukowata ona w tej tkance niewielki wzrost ilosci glikogenu o 15 i 7%,
odpowiednio po 2 i 24 h od iniekcji w poréwnaniu do kontroli (Ryc. 44 i 45). Nie sa to zmiany
statystycznie istotne, a wiec nie byfa to indukcja.

Autor pisze: ,skopolamina, tak jak atropina, wywotuje niewielki wzrost zawartosci glikogenu (36%)
w ciele ttuszczowym po 2 h od iniekcji — pytanie: kiedy Autor uzna, ze wzrost przestanie by¢
hiewielki” , wazniejsze jest jaki byt poziom istotnosci.

str. 81 — ostatnie zdanie — Autor sam sobie zaprzecza piszac, ze skopolamina spowodowata spadek
zawartoéci glikogenu w tkance i zaraz wyjasnia, ze réznica nie byta istotna.

str. 86 — koAcowy akapit — niepotrzebne dublowanie w tekscie tych samych danych, ktére Autor
zestawit ponizej w Tabeli 4.

str. 87 i wczeéniejsze — w wielu przypadkach zastanawiatem sie jakich grup do$wiadczalnych
dotyczy liczba n w podpisach do wszystkich rycin (np. do danych z Ryc. 54 n224, dla ktérych podano
procent (nie liczbg) komérek apoptotycznych w 9 grupach wraz z odchyleniami (jaka jest miara tych
odchyler?)

Rozdziat ,Dyskusja” nawigzuje tematycznie do poszczegélnych podrozdziatéw opisujacych
wyniki i jest bardzo dobrze napisany. Wprowadzenie do dyskusji jest pod wzgledem tresci zblizone
do tego, ktérym Autor rozpoczyna rozdziat ,Wyniki”. Jest to w pewnym sensie podsumowanie
wynikow, lecz w tym przypadku wskazujace na istotne elementy regulacyjne, ktore wynikaja
z plejotropowego dziatania testowanych zwigzkow biologicznie czynnych. Rozdziat ten pokazuje
dojrzatoé¢ Autora w poszukiwaniach najbardziej prawdopodobnych scenariuszy pozwalajacych na
zrozumienie udziatu analizowanych analogéw i antagonistéw mAChRs, w ich bezposredniej lub
poéredniej kontroli i regulacji analizowanych proceséw u macznika.




Doktorant wykazat, ie potrafi umiejetnie porusza¢ sie po bardzo odlegtym tematycznie
pi$émiennictwie, szeroko i rozsadnie wykorzystywanego do uzasadnienia opisywanych
mechanizmow dziatania analizowanych zwigzkéw. Nie wszystkie, nieraz niespodziewane efekty,
mozna byto wyttumaczyé w $wietle dostepnego pismiennictwa, ale w takich warunkach Doktorant
informuje, ze nie widzi na chwile obecng mozliwosci wyttumaczenia zaistniatych zjawisk.

Autor zwraca uwage na podobieristwa i réinice w dziataniach wybranych substancji chemicznych
w organizmie ssaka i owada. Przyktadowo, antagonisci wywotujg odmienne reakcje serca u
owaddw niz u ssakdw (obnizenie aktywnosci kurczliwej vs tachykardia). Pokazuje takze
podobierstwa (karbachol) i réznice (atropina) miedzy ssakami i owadami w aktywnosci kurczliwej
jelita.
Warte podkreslenia jest réwniez przedstawienie wtasciwosci miotropowych analizowanych
substancji czynnych oparte na dogtebnej dyskusji popartej wynikami innych badaczy. Poréwnania
jednoznacznie wskazuja na odmiennosci reakcji miotropowej zaleznej od narzadu. Przyktadem
moze by¢, co prawda stabe, pobudzenie aktywnos$ci miotropowej jajowodu powodowane takze
przez obie substancje o dziataniu antagonistycznym. Pomocne w $ledzeniu wywodéw Autora sg
tabele podsumowywujgce dokonywane poréwnania (nb. Tabela 6 wymaga uzupetnienia
w odniesieniu do skopolaminy i lipidow).
W dyskusji zabrakto elementu zamykajgcego rozwazania Autora, spinajgcego wszystkie elementy
pracy i nawigzujace do celu gtéwnego.

Za najwaziniejsze osiggniecia rozprawy uznaje:

e Wykazanie zréinicowanego, narzadowo-specyficznego oddziatywania miotropowego
agonistow (katechol i pilokarpina) i antagonistéw (atropina i skopolamina) mAChRs na
wewnatrzpochodng kurczliwos¢ narzgdéw wewnetrznych T. molitor: serca, jelita oraz
jajowodu, z wyraznym hamowaniem kurczliwosci serca,

e Udowodnienie, ze w warunkach in vitro miostymulujace dziatanie analizowanych zwigzkéw
na jelito i jajowdd owada jest zalezne od stezenia danego zwigzku,

e \Wykazanie, ze tkankowo-specyficzne oraz czasowo-zalezne dziatanie metabotropowe
testowanych agonistow i antagonistow mAChRs w regulacji zawartosci glikogenu, lipiddw
iwolnych cukréw ma charakter posredni i odbywa sie poprzez zmiany zachodzjce
w uktadzie neurosekrecyjnym dwdch struktur: corpora cardiaca/corpora allata,

e Udowodnienie wtasciwosci hemocytotropowych karbacholu i skopolaminy, ktére oddziatujg
na morfologie, adhezje i zywotnos¢ hemocytow, prowadzac do nasilenia tempa apoptozy
hemocytéw. Autor rozprawy widzi w tym przypadku mozliwo$¢ oddziatywarn bezposrednich
i posrednich réwniez przez uktad neurosekrecyjny corpora cardiaca/corpora allata,

e W oparciu o wyniki badan immunocytochemicznych wskazanie, ze oddziatywanie obu
agonistow i antagonistéw mAChR typu A na kurczliwosé jelita oraz stezenie glikogenu moze
wynika¢ z bezposredniego wptywu na same receptory muskarynowe. Receptory mACh typu
B zidentyfikowane w brzusznym fancuszku nerwowym wskazujg raczej na ich dziatania
posrednie przez ich wptyw na struktury zwigzane z jelitem.

Whioski - s3 wywazone i wynikajq z przeprowadzonej wczesniej dyskusji wynikéw. Odczuwam
w nich niedosyt elementdw interpretacyjnych, szczegélnie tam, gdzie agonisci i antagonisci
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przejawiaja podobne dziatania. Brakuje mi wniosku wskazujacego na niektore odmiennosci
dziatania analizowanych zwiazkéw w organizmie owada i ssaka.

Whioski koricowe

Zamieszczone w mojej opinii uwagi nie dotyczyly wartosci merytorycznej wynikéw tej pracy.
Uznatem jednak potrzebe zasugerowania Autorowi tego na co warto zwréci¢ uwage i ulepszy¢,
zanim prace znajda sie u redaktoréw dobrych czasopism. Jest to bowiem bardzo dobry materiat na
2-3 prace naukowe.

Uwazam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa daje wszelkie podstawy ubiegania sie o stopien
doktora nauk przyrodniczych. Doktorant wykazat sie¢ umiejetnoscig doboru wiasciwego i ciekawego
tematu badawczego, potrafit wskaza¢ wiasciwe cele badan i uzasadnic ich znaczenie dla nauki. Jest
bardzo dobrze i wszechstronnie przygotowany do pracy laboratoryjnej; potrafi postugiwaé sie
nowoczesnymi technikami analitycznymi. Cechuje go umiejetnoé¢ catosciowego widzenia
probleméw, ktore naleiy rozwigza¢. Doswiadczenia s3 dobrze zaplanowane, wykonane,
opracowane, zinterpretowane i zakoriczone adekwatnymi wnioskami koricowymi. Doktorant ma
duzg swobode w pisaniu rozprawy naukowej.

Biorac powyisze pod uwage wnioskuje do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Szymona Chowariskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Pawet Migula

Katowice, 09.05.2015




Prof. dr hab. Pawet Migula Katowice, 09.05.2015
Katedra Fizjologii Zwierzat i Ekotoksykologii
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach

Whiosek o wyréznienie mgr Szymona Chowaniskiego za rozprawe doktorska:
"Rola agonistow i antagonistow cholinergicznych receptoréw muskarynowych w regulacji
procesow fizjologicznych chrzaszcza Tenebrio molitor L.”

Oceniajac rozprawe doktorska mgr Szymona Chowanskiego uznatem, ze ma ona bardzo wysoki
poziom merytoryczny. Mimo zawartych w mojej recenzji szczegdtowych uwag dotyczacych formy
pracy uwazam, Ze badania doktoranta przyczynity sie do istotnego postepu w poznaniu
oddziatywar agonistéw i antagonistow cholinergicznych receptoréw muskarynowych na réine
procesy fizjologiczne owaddw, na przyktadzie T. molitor a takze wykazanie obecnosci dwaoch typow
receptoréw muskarynowych w réznych narzadach wszystkich stadiéw rozwojowych tego gatunku
owada. Pozwalam sobie przytoczy¢ najwazniejsze nowe dla nauki elementy wynikajace z badan
wykonanych przez mgr Szymona Chowarnskiego:

e Wykazanie zréinicowanego, narzadowo-specyficznego oddziatywania miotropowego agonistéw
(katechol i pilokarpina) i antagonistow (atropina i skopolamina) mAChRs na wewngtrzpochodng
kurczliwo$¢ narzadéw wewnetrznych T. molitor: serca, jelita oraz jajowodu, z wyrainym
hamowaniem kurczliwosci serca,

e Udowodnienie, ze w warunkach in vitro miostymulujace dziatanie analizowanych zwigzkéw na jelito
i jajowdd owada jest zalezne od stezenia danego zwigzku,

e Wykazanie, ze tkankowo-specyficzne oraz czasowo-zalezne dziatanie metabotropowe testowanych
agonistéw i antagonistéw mAChRs w regulacji zawartosci glikogenu, lipidéw i wolnych cukréw ma
charakter posredni i odbywa sie poprzez zmiany zachodzgce w uktadzie neurosekrecyjnym dwdch
struktur: corpora cardiaca/corpora allata,

e Udowodnienie wtasciwosci hemocytotropowych karbacholu i skopolaminy, ktére oddziatujg na
morfologie, adhezje i zywotno$¢ hemocytéw, prowadzac do nasilenia tempa apoptozy hemocytow.
Autor rozprawy widzi w tym przypadku mozliwos¢ oddziatywan bezposrednich i posrednich réwniez
przez uktad neurosekrecyjny corpora cardiaca/corpora allata,

e W oparciu o wyniki badari immunocytochemicznych wskazanie, ze oddziatywanie obu agonistéw
i antagonistow mMAChR typu A na kurczliwo$¢ jelita oraz stezenie glikogenu moze wynikac
z bezposredniego wptywu na same receptory muskarynowe. Receptory mACh typu B
zidentyfikowane w brzusznym taricuszku nerwowym wskazujg raczej na ich dziatania posrednie
przez ich wptyw na struktury zwigzane z jelitem.
Autor tej pracy zastuguje w petni na wyrdznienie. Uwazam, Ze jest jego rozprawa doktorska jest
materiatem kilku artykutéw naukowych w liczacych sie czasopismach naukowych. Dlatego zwracam
sie do Rady Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu aby w przypadku
pozytywnego przebiegu dalszych etapéw przewodu doktorskiego rozwazyta mozliwosé
uhonorowania jej stosowng nagroda, zgodnie z wewnetrznym regulaminem Rady.

P A

Prof. dr hab. Pawet Migula
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