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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Patrycji Paciorek pt. "Rola miRNA w toksycznosci
nanoczastek srebra" wykonanej w Katedrze Biologii Nowotworéw
i Epigenetyki Instytutu Biofizyki Uniwersytetu tédzkiego pod kierunkiem
dr hab. Agnieszki Grzelak.

Molekularne mechanizmy modulacji toksycznosci nanoczastek srebra
stanowia bardzo interesujacy, aktualny i wazny temat badawczy. Nanoczastki
te sg jednymi z najczesciej wykorzystywanych nanomateriatéw, ktore dzigki
swoim wiasciwosciom fizykochemicznym charakteryzuja sie istothnym
potencjatem aplikacyjnym. Mate rozmiary nanosrebra nadaja mu szereg
unikalnych cech, w tym gtéwnie silng i skuteczng aktywnosc
przeciwdrobnoustrojowg,  ktéra  obok  wysokiego  przewodnictwa
elektrycznego i cieplnego, stabilnosci termicznej, a takie wysokiej
rozpuszczalnosci w roztworach wodnych sprawia, ze wachlarz zastosowan
tego nanomateriatu jest niezwykle szeroki. Skuteczne dziatanie
antybakteryjne nanoczastek srebra determinuje ich wykorzystywanie
w réznorodnych dziedzinach, takich jak przemyst spozywczy, medycyna,
produkcja tekstyliow, elektroniki, kosmetykow czy zabawek. Intensywny
postep i coraz powszechniejsze uzytkowanie produktéw zawierajacych srebro
w formie nanoczastek w licznych aplikacjach biomedycznych i konsumenckich
skutkuje jednocze$nie zwiekszong akumulacja tego nanomateriatu
w $rodowisku, a tym samym niekontrolowang ekspozycja na nanosrebro.
Budzi to uzasadniony niepokdj dotyczacy wptywu tych nanoczastek na
organizm cztowieka. Wyniki badan wskazujg na toksycznos$¢ nanoczastek
srebra zaréwno in vitro jak i in vivo. Eksperymenty na licznych liniach
komérkowych potwierdzity cytotoksyczno$¢ nanosrebra oraz jego zdolnos¢
do wywofywania odpowiedzi immunologicznej i genotoksycznosci
w komérkach watroby, ptuc, krwi oraz uktadu immunologicznego
i nerwowego. Wyniki badan in vitro znajdujg potwierdzenie w badaniach
na zwierzetach modelowych, ktére to wykazaty m.in., ze ekspozycja
na nanosrebro wywotuje dysfunkcje narzgdow wewnetrznych, w tym
watroby, nerek, $ledziony oraz mozgu, ulegajac akumulacji w tych narzadach,
co skutkuje dziataniem toksycznym. Ze wzgledu na coraz powszechniejsze
wykorzystanie nanosrebra konieczne jest wiec przeprowadzenie doktadnej
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oceny jego bezpieczerstwa dla organizméw i $rodowiska naturalnego. W ten nurt badan
naukowych wpisujg sie badania zespotu dr hab. Agnieszki Grzelak, ktére wykazaty
toksycznos$¢ nanoczastek srebra, w tym zdolnoéé nanosrebra do indukowania uszkodzen
DNA zalezng od wewnatrzkomorkowego wytwarzania reaktywnych form tlenu i azotu, jak
réwniez, ze dostepnos¢ glukozy moze modyfikowaé toksyczno$é nanoczastek srebra poprzez
wplyw na poziom parametréw obrony antyoksydacyjne;.

Analiza wptywu nanoczastek srebra na funkcjonowanie organizmu powinna by¢
przeprowadzona w szerokim zakresie badan, w tym oceniajgcym oddziatywanie tego
nanomateriatu na poziomie molekularnym. W ostatnich latach szczegdlng uwage zwracaja
doniesienia o istotnym udziale rdznorodnych czastek sygnalizacyjnych na modulacje
procesow zachodzacych w organizmie. Do molekut o szczegdlnej roli w regulacji szeregu
proceséw komorkowych nalezag mikroRNA (miRNA), ktére wptywajg na ekspresje gendw
na poziomie potranskrypcyjnym. MIRNA reguluja proliferacje, réinicowanie, migracje
czy apoptoze, czyli procesy, ktére s3 jednocze$nie wymieniane wéréd mechanizméw
lezgcych u podtoza toksycznosci nanosrebra. Biorac pod uwage powyisze informacje, nalezy
stwierdzi¢, ze cel badan opisanych w rozprawie doktorskiej Pani mgr Patrycji Paciorek,
ktorym byta ocena mozliwosci modulacji toksycznosci nanoczastek srebra za pomoca miRNA
w komdrkach o roznym profilu metabolicznym determinowanym przez dostepno$é glukozy,
byt celem bardzo aktualnym i zasadnym. Badania mgr Patrycji Paciorek bardzo dobrze
wpisujg si¢ w tematyke oceny toksycznosci nanoczastek srebra na poziomie molekularnym
oraz potrzeby poszukiwania strategii modyfikacji jego wplywu na procesy biologiczne,
co czyni badania wykonane w ramach pracy doktorskiej niezwykle wartosciowymi.

Rozprawa doktorska mgr Patrycji Paciorek ma charakter badawczy i zostata
przedstawiona do recenzji w postaci 167-stronnicowej wersji drukowanej formatu A4
w twardej oprawie. Uktad dysertacji jest typowy dla tego rodzaju monografii i sktada sie
z nastepujacych czesci gtownych: Wstep (30 str.), Cel pracy (1 str.), Materiaty wykorzystane
w pracy (4 str.), Metody (20 str.), Wyniki (50 str.), Dyskusja (23 str.), Podsumowanie (3 str.)
oraz Whnioski. Rozprawe uzupetniaja: spis tresci, wykaz skrétow, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, suplement i bibliografia. Rozprawa doktorska zawiera 9 tabel, w tym
dwie w suplemencie oraz 36 rycin wkomponowanych w tekst opisu wynikéw. Wszystkie
ryciny posiadaja obszerny opis, jednak Doktorantka przeoczyta opis dwdch z 9 tabel, ktére
nie majq ani stosowych tytutéw, ani odwotania w tekscie (na str. 54 i 69). To przeoczenie
uwazam jednak za drobny btad edytorski. Spis cytowanej literatury jest bardzo bogaty
i sktada sie z 304 pozycji, z czego az 180 prac zostato opublikowanych w ciggu ostatnich
10 lat (co stanowi okoto 60% cytowanej literatury), natomiast wsréd nich az 94 pochodzi
z ostatnich 5 lat {co stanowi okoto 30% cytowanej literatury). Swiadczy to o aktualnosci
podjetego zagadnienia badawczego. Trzy z cytowanych artykutéw stanowia dorobek zespotu
naukowego, w ktérym pracowata Doktorantka. Nalezy podkreéli¢, ze praca jest dos¢
obszerna. Doktorantka nie ustrzegta sie w niej licznych bteddéw jezykowych, stylistycznych
i interpunkcyjnych, ktére w znacznym stopniu utrudniaty zrozumienie treéci powyiszej
rozprawy doktorskiej. Do tej kwestii powrdce w dalszej czeéci recenzji.

We Wstepnie Doktorantka opisata historie odkrycia miRNA oraz przedstawita
informacje dotyczace powstawania i dojrzewania tych czastek sygnatowych, omdwita
réwniez role miRNA w regulacji proceséw fizjologicznych na poziomie komdrkowym.
Przedstawita takie epigenetyczne mechanizmy zaangaiowane w rozwdj nowotwordw,
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w tym aktualne dane dotyczace funkcji miRNA w procesie kancerogenezy. Opisane zjawiska
zwigzane z proliferacjg, migracja, a w szczegdlnosci ze zdolnoscia komoérek do przejscia
epitelialno-mezenchymalnego maja duze znaczenie dla zrozumienia uzyskanych w dalszej
czesci rozprawy wynikéw. Bardzo interesujgce s3 podrozdziaty 1.6 oraz 1.7 opisujgce
sposoby modulacji miRNA oraz mozliwosci biomedycznego zastosowania miRNA jako
markeréw prognostycznych i diagnostycznych oraz strategii terapeutycznych opartych
na tych czgstkach. W podrozdziatach tych Doktorantka opisuje mozliwo$¢ modulacji poziomu
miRNA w komdrkach nowotworowych przy uzyciu syntetycznych analogéw miRNA lub
inhibitorow miRNA, jak rowniez czasteczek IncRNA, co potencjalnie mogtoby skutkowac
przywroceniem prawidtowe] ekspresji gendw supresorowych i onkogendw oraz przyczynic
sie do przywrdcenia homeostazy. Doktoranta, powotujac sie na najnowsze publikacje,
w dojrzaty i krytyczny sposdb przedstawia takie mozliwosci zastosowania miRNA jako
strategii terapeutycznej bedacej alternatywg dla klasycznych metod leczenia nowotworodw,
w tym omawia ograniczenia zastosowania miRNA w tych celach. Nastepnie przechodzi
do omoéwienia zagadnienia nanomateriatow jako zanieczyszczen sSrodowiskowych, ktore
moga wptywac na homeostaze na poziomie komdrkowym oraz catego organizmu, skupiajac
sie przede wszystkim na charakterystyce badanych w przediozonej do recenzji pracy
nanoczastek srebra. Autorka opisuje wtasciwosci nanoczastek srebra, ich wykorzystanie oraz
wyniki badann wskazujgcych na ich toksyczne dziatanie, w tym zaburzenia funkc;ji
mitochondridw, réznicowania komorek oraz przebiegu szlakéw sygnatowych. Nastepnie -
omawia drogi ekspozycji na nanosrebro, mechanizmy jego wnikania do komoérek, przemiany,
jakim podlegajg nanoczgstki w organizmie oraz mechanizm toksycznosci zwigzany z indukcja
stresu oksydacyjnego wynikajagcego z produkcji reaktywnych form tlenu. W ostatnim
podrozdziale Wstepu Doktorantka opisata wtasnie role stresu oksydacyjnego jako czynnika
sygnatowego. Koncepcje tematyczng catego wstepu, ktory swiadczy o zrozumieniu podjetej
problematyki badawczej, oceniam bardzo wysoko. Mam jednak uwage dotyczacy
chaotycznosci w opisie podejmowanych zagadnieni, ktéra by¢ moze wynika ze ztozonosci
problemu badawczego. Doktorantka, opisujac dos¢ trudne mechanizmy, czesto nie
korzystata z zasady ,,od ogétu do szczegétu”, co w znacznym stopniu utrudniato zrozumienie,
jak dane tresci majg stanowic¢ wprowadzenie do tematyki badan. Doskonatym uzupetniniem,
ktére pomogtoby czytelnikowi w zrozumieniu skomplikowanych molekularnych
mechanizméw, np. powstawania i dojrzewania miRNA czy tez roli sygnalizacyjnej stresu
oksydacyjnego, bytyby ryciny, ktorych niestety brakuje w ocenianej rozprawie. Dodatkowo
Autorka czesto stosowata wtracenia, podajac przyktady omawianych zjawisk bez doktadnego
oméwienia, co dany przyktad ma zobrazowaé. We Wstepie Doktorantka wprowadza wiele
skrotow, ktore w tekscie nie s3 nastepnie wykorzystywane, lub tez stosuje skréty wczesniej
niewyjasnione. Przyktadowo, na stronie 8 zastosowano skrét dsRNA, podczas gdy jego
znaczenie zostato opisane na stronie 10. Ponadto, w niektérych miejscach Doktorantka
uzywa zwrotdéw bedacych dostownym ttumaczeniem z jezyka angielskiego. Na stronie 30
znajduje sie charakterystyka nanoczastek srebra, ktére okreélone s3 jako ,indywidua
chemiczne”. W jezyku polskim nanoczastki definiuje w prosty sposob jako czastki materii.
Doktorantka nie ustrzegta sie takze btedéw jezykowych polegajacych na nieodpowiednim
pofaczeniu wyrazow. Przyktadowo, na stronie 35 znajduje sie zdanie opisujace role
przekainictwa komorkowego ,,Organizmy wielokomaorkowe polegajq na sieci przekaznictwa
wewngqtrz i zewngtrzkomorkowego, aby przeprowadzac procesy fizjologiczne na poziomie
organizmalnym”. Aby unikng¢ niepotrzebnego spolszczania angielskiego zwrotu
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proponowatabym zredagowac je w nastepujacy sposdb: ,PrzekaZnictwo wewnatrz -
i zewnatrzkomdérkowe petni istotng role w zapewnieniu prawidtowego przebiegu proceséw
fizjologicznych zachodzacych w organizmie”. Natomiast fraze ,moznos¢ czynnika
transkrypcyjnego do wiqzania z DNA” znajdujacg sie na stronie 36 sugerowatabym zastgpié
okresleniem ,zdolno$¢ czynnika transkrypcyjnego do wigzania z DNA”. Stosowane przez
Autorke sformutowania nie pomniejszajg wartosci merytorycznej pracy, jednak znacznie
utrudniajg zrozumienie opisywanych tresci.

W nastgpujacym po wstepie rozdziale Doktorantka przedstawita cele pracy, na ktory
sktadaty sie: ocena wptywu nanoczastek srebra na (1) komérki Hep G2 o réinym fenotypie
metabolicznym oraz (2) profil ekspresji miRNA, jak rowniez (3) analiza mozliwoéci modulacji
toksycznosci nanosrebra przez wybrane miRNA. Cele pracy zostaty zdefiniowane prawidtowo
oraz odpowiadaja zawartosci pracy. Brak jest natomiast syntetycznie przedstawionych
hipotez badawczych, ktére pomogtyby w weryfikacji celéw pracy. To przeoczenie uwazam
za istotne, szczegdlnie ze Doktorantka w dalszej czesciach rozprawy kilkukrotnie odnosi sie
do weryfikacji postawionych hipotez badawczych (np. na str. 62, 64, 84 i 110).

W kolejnej czesci rozprawy Autorka w wyczerpujacy i szczegdétowy sposdb opisata
zastosowang w czasie przeprowadzania swoich badan metodyke, ktéra obejmuje dwa
rozdzialy pracy. W rozdziale 3 — Materialy wykorzystane w pracy podata informacje
dotyczace linii komdrkowej, pozywek, materiatéw i odczynnikéw niezbednych do hodowli
oraz wykonania analiz zaplanowanych w ramach pracy, jak i urzadzen, za pomoca ktérych
przeprowadzono badania. Natomiast w rozdziale 4 — Metody w dosé przystepny sposdb
opisata metodyke wykonania poszczegdlnych eksperymentéw i analiz na uzyskanym
materiale biologicznym. Dobrym sposobem usystematyzowania informacji o materiatach
i metodach byto podzielenie tej czesci rozprawy na dwa osobne podrozdziaty. Nie mam
zastrzezen co do metod uzytych w pracy, ktére pozwolity na realizacje celéw pracy oraz
wskazuja na samodzielnos$¢ pracy badawczej Doktorantki. Na podkreslenie zastuguje bardzo
bogaty warsztat badawczy Doktorantki. Do tej czesci rozprawy mam jednak kilka uwag,
sugestii i pytan. Woyjasnienie ponizszych kwestii ma na celu uzupetnienie informacji
przedstawionych przez Doktorantke.

1. W podrozdziale 4.2 opisano metode przygotowania nanoczgstek srebra. Istotnym
przeoczeniem jest jednak pominiecie informacji o wfasciwosciach
fizykochemicznych stosowanych nanoczgstek, takich jak ksztaft, nominalna
wielkos¢, srednica hydrodynamiczna, indeks polidyspersyjnosci oraz potencjat
zeta. Dopetnieniem charakterystyki nanoczastek srebra powinny by¢ takze zdjecia
wykonane za pomocy skaningowego mikroskopu elektronowego lub
transmisyjnego mikroskopu elektronowego, ktére zazwyczaj moina pobraé
ze strony producenta. Informacje te sg niezbedne do interpretacji uzyskanych
wynikéw. Dane literaturowe sugerujg, ze wtasciwosci fizykochemiczne
nanoczastek sy jednym z kluczowych czynnikéw determinujacych ich losy.
Do cech wptywajacych na reaktywnos¢ i toksycznosé nanomateriatéw zaliczyé
mozna ksztaft, wielkos¢ czastek, ich sktad pierwiastkowy, tadunek
powierzchniowy, tendencje do agregacji i zastosowany w celu stabilizacji materiat
optaszczajacy. Wszystkie wspomniane czynniki determinujg wychwyt nanoczastek
przez komorki oraz ich cytotoksycznosc.

2. W opisie analizy ekspresji biatek metoda Western blot (podrozdziat 4.11.3, na str.
53) wérdéd podanych informacji na temat stosowanych przeciwciat zaréwno |- jak
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i I- rzedowych oprécz nazwy producenta powinny znalei¢ si¢ takze numery
katalogowe przeciwciat, gdyz w wigkszosci przypadkéw producenci oferuja wigcej
niz jeden rodzaj przeciwciat swoistych dla danego biatka.

3. W podrozdziale 4.10 opisujacym analizg komorek apoptotycznych i nekrotycznych
metoda podwdjnego barwienia Hoechst 33342/jodek propidyny Doktorantka
powinna opisa¢, w jakim materiale biologicznym byty wykonywane oznaczenia.
Z opisu wynikéw mozna wnioskowaé, ze analizy te zostaty wykonane
na komérkach hodowanych w poiywce z wyzszym dodatkiem glukozy poddanych
dziataniu nanoczastek srebra, jednak informacje te powinny znalezl sig
w rozdziale dotyczagcym metodyki.

4. W opisie do$wiadczenia in vivo nalezatoby poda¢ informacjg, jaki narzad byt
poddawany badaniom profilu miRNA. W rozprawie znajduje sig tylko nastgpujace
zdanie na ten temat , Probki z tkanek poddanych perfuzji przeptukano buforem
PBS i wyizolowano z nich miRNA.”

5. W opisie metod brakuje podrozdziatu dotyczacego zastosowanej analizy
statystycznej uzyskanych wynikéw. To przeoczenie uwazam za istotne.
Jednoczeénie brakuje wyjasnienia doboru testéw post-hoc. Z rozdziatu 5. —
Wyniki, z podpiséw pod wykresami mozna dowiedzie¢ sig, Zze Doktorantka
stosowata rdine testy statystyczne, w tym test t-Studenta i ANOVA z testami
post-hoc Tukeya, Bonferroniego i Dunneta. Nie wiadomo takze, w jaki sposéb
zostaly zaprezentowane wyniki, w tym w wielu miejscach nie jest opisane,
czy widoczne na wykresach stupki btedéw przedstawiaja odchylenie standardowe
czy btad standardowy sredniej.

Nastepny rozdziat rozprawy opisuje wyniki przeprowadzonych eksperymentow.

Na 50 stronach dysertacji zostaty przedstawione rezultaty badan, do ktérych Doktorantka
dotaczyta zestawienia w formie 36 rycin i 6 tabel. Autorka w sposéb do$¢ uporzadkowany
opisuje uzyskane wyniki, uzupetniajac je informacjami dotyczacymi zasad stosowanych
metod oraz komentarzami bedacymi oméwieniem i wyjasnieniem uzyskanych obserwaciji.
Poczatkowo Autorka opisuje cytotoksyczno$¢ nanoczastek srebra, ktora byta znaczaco
wyzsza w stosunku do komérek hodowanych w pozywce zawierajacej glukoze w stgzeniu
25 mmol/dm3. W toku badar Doktorantka potwierdzita, ze nanoczastki srebra, w komdrkach
hodowanych w medium o wyiszej zawartosci glukozy, stymuluja kolonogennos¢, potencjat
inwazyjny oraz zdolnoé¢ do migracji, jak rowniez wywotuja zmiany w cyklu komérkowym,
polegajace na wzroscie odsetka komérek w fazie G2. Badania Doktorantki wykazaty takze,
ze nanoczastki srebra spowodowaly znaczny wazrost liczby komérek nekrotycznych,
jak réwniez iloéci powstajacych reaktywnych form tlenu i nadtlenkéw lipidow oraz spadek
poziomu NADP/NADPH i hiperpolaryzacje btony mitochondrii w linii komdrek Hep G2
hodowanych w pozywce z wyzszg zawartoscia glukozy. Bardzo istotnym etapem badan byta
identyfikacja miRNA, ktére odgrywaja znaczaca role w odpowiedzi na dziatanie nanoczastek
srebra w komérkach Hep G2 o réznym profilu metabolicznym. Doktorantka na podstawie
wynikéw uzyskanych dla komérek hodowanych w medium o wysokiej zawartosci glukozy
wytypowata 5 miRNA, ktorych ekspresja ulegata znaczacym zmianom do dalszych
do$wiadczen, przeprowadzanych na komérkach transfekowanych syntetycznymi analogiami
zidentyfikowanych miRNA o zachowanym transkrypcie. Wybrane miRNA zaangazowane s3
w mechanizmy proliferacji i lekoopornoéci i ich ekspresja byta istotnie obnizona pod
wplywem nanoczastek. Po weryfikacji efektywnosci transfekcji Doktorantka potwierdzita
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mozliwos¢ modulacji toksycznosci nanoczastek srebra poprzez zmiane poziomu wybranych
miRNA.  Pod wplywem traktowania transfekowanych syntetycznymi analogami
wyselekcjonowanych miRNA komodrek nanoczastkami srebra i Doktorantka wykazata wzrost
odpornosci komérek linii Hep G2 na nanoczastki srebra oraz zmiany profilu biatek przejécia
epitelialno-mezenchymalnego (EMT), w tym gtéwnie N-kadheryny i E-kadheryny, wskazujace
na obnizenie potencjatu komérek Hep G2 do EMT. Transfekcja analogami miRNA wptyneta
takze na poziom reaktywnych form tlenu, produktéw peroksydacji lipidéw oraz poziom
NADP/NADPH, przywracajac je do wartosci zblizonych do kontroli. Badania profilu miRNA
u zwierzat laboratoryjnych poddanych dziataniu nanoczastek srebra droga przewodu
pokarmowego oraz doiylng nie wykazaty wptywu tego nanomateriatu. Koncepcje badan
przeprowadzonych przez Doktorantke oceniam bardzo wysoko. Uzyskane wyniki wskazujg na
toksycznos¢ nanoczastek srebra zalezng od profilu metabolicznego komérek, co ma istotne
znaczenie przy analizie ryzyka narazenia srodowiskowego na nanosrebro. Ma to szczegélne
implikacje w obliczu danych epidemiologicznych, zgodnie z ktérymi zaburzenia glikemii sa
jednym z najczedciej wystepujacych zaburzeri metabolicznych zwiekszajacych ryzyko
nowotworow. Niezwykle cenne s3 wyniki wskazujace na mozliwo$¢ modulacji toksycznosci
nanoczastek srebra poprzez stosowanie syntetycznych analogéw miRNA. Z obowigzku
recenzenta chciatabym jednak zwrdci¢ uwage na kilka niescistosci wystepujacych w tej czesci
pracy doktorskiej:

1. Tabela 2 przedstawiajgca wptyw nanoczastek srebra na szybko$é proliferaciji jest
dos¢ trudna do zrozumienia dla czytelnika. Kolory, ktérymi Doktorantka oznaczyta
wyniki analizy statystycznej, s3 mato widoczne i poniewaz wystepujg w réznych
odcieniach - niejednoznaczne. Lepiej bytoby zastosowaé oznaczenia litrowe
lub symbole dla okreslenia réznic pomiedzy grupami.

2. Wybdr miRNA do dalszych doswiadczeri powinien byé poparty wynikami
zestawionymi, np. w tabeli pokazujacej zmiany ekspresji wyselekcjonowanych
miRNA. Doktorantka przedstawita te wyniki w postaci heatmap, na ktérej jedynie
orientacyjnie mozna przesledzi¢ zmiane w poziomie ekspresji miRNA. Ponadto,
w podrozdziale 5.2 opisujacym te analizy Doktorantka zamiescita tabelaryczne
zestawienie badanych miRNA, co w mojej opinii powinno znale#¢ sie w rozdziale 4
— Metody. Jednoczesnie wybér miRNA do dalszych do$wiadczeh powinien byé
omoéwiony bardziej wnikliwie. Prosze o komentarz.

3. Tabela na stronie 69 jest poczatkowo trudna do zrozumienia i by¢ moze powinna
znalei( sie tuz obok Rysunku 3 (str. 70), w ktérego podpisie znajduje sie jej opis,
w tym symboli oznaczajacych stwierdzone rdznice statystyczne.

4. Na rycinach obrazujacych uzyskane wyniki Doktorantka stosuje zréznicowane
symbole i oznaczenia literowe dla zobrazowania wynikéw analizy statystyczne;.
Wykorzystanie kilku metod oznaczania istotnosci statystycznej utrudnia
interpretacje wynikdw. Znacznie lepszym podejsciem byloby stosowanie
jednakowych oznaczer w catej pracy. Ponadto, nie zawsze jest jasne pomiedzy
jakimi grupami wystepujg réznice. Przyktadowo, na wykresach na str. 79 gwiazdki
s3 umieszczone pomiedzy stupkami. W przypadku stosowania oznaczen
literowych, Doktorantka podaje, ze ,litery a, b, ¢, .. oznaczajg istotna
statystycznie rdinice miedzy dang parg wynikéw. Z opisu nie wynika jednak,
czy roznica zaznaczona jest tymi samymi literami (aa, bb, cc, ...), czy rdézne litery
oznaczaja roznice istotne statystycznie (ab, ac, cb, ...). Dodatkowo, na Rysunku 21



SZKOLA GLOWNA g
GOSPODARSTWA
WIEJSKIEGO Y

Doktorantka oznaczyta znakiem # ,pare wynikéw w danym zestawieniu, miedi}‘;GG
ktérq nie zaobserwowano istotnej statystycznie réznicy”, podczas gdy rdinice
opisane w tekscie nie zostaly oznaczone na wykresie. Zdaniem Recenzenta
znacznie lepszym sposobem oznaczania istotnosci jest stosowanie linii/klamr
obrazujacych, miedzy ktérymi grupami wystepujg roznice istotne statystycznie
oraz przyjecie jednego z symboli do oznaczen réznic z grupg kontrolng (np. *).

5. Trudne do interpretacji s3 takize wykresy obrazujace odsetek poszczegdlnych

komérek w poszczegélnych fazach cyklu komérkowego (Rysunek 23 str. 97 oraz
Rysunek 24 str. 99). Doktorantka przedstawita powyisze wyniki na trzech
wykresach o roznej skali. Ponadto, na wykresach nie zaznaczono réznic istotnych
statystycznie opisanych w tekscie (Rysunek 23 str. 97). Dobrym uzupetnieniem
wynikow przedstawionych na wykresach bytoby zafaczenie reprezentatywnego
histogramu z programu FlowJo dla kazdej grupy.

Kolejna czescia rozprawy doktorskiej jest Dyskusja, w ktorej Doktorantka szczegétowo
omawia i tlumaczy uzyskane wyniki, potwierdzajac swoje tezy danymi literaturowymi.
W moim odczuciu w rozdziale tym brakuje jednak skonfrontowania wynikdw wtasnych
z dostepng literatura. Doktorantka nie wskazuje réwniez mozliwosci wykorzystania danych
otrzymanych w toku badan. W nastgpnym rozdziale 7 — Podsumowanie, Doktorantka
dokonuje syntetycznego omoéwienia swoich wynikow, przedstawiajac je w nieco szerszym
kontekscie. Bardzo wysoko oceniam nakreslenie istotnosci prowadzonych badan, co pozwala
na ich petniejsze zrozumienie. Doktorantka odnosi si¢ tu do rosnacego problemu zaburzen
zdrowia na tle cukrzycowym oraz ryzyka, jakie za soba niesie srodowiskowe narazenie
na nanosrebro. Ostatni — 8 rozdziat dysertacji — Whnioski to 7 najwazniejszych, trafnie
postawionych wnioskéw z przeprowadzonych badan i obserwacji.

Na koniec chciatabym podkreéli¢, ze pomimo uwag i pytan sformutowanych
w niniejszej recenzji rozprawe doktorska Pani mgr Patrycji Paciorek oceniam wysoko
i uwazam, ze otrzymane wyniki stanowig bardzo istotny wkiad w poszerzenie wiedzy
z zakresu nanotoksykologii. Mam nadzieje, ze powyzsze uwagi pomoga Pani mgr Patrycji
Paciorek w przygotowaniu wartosciowych publikacji z uzyskanych wynikow.

Whiosek koricowy

Przediozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Patrycji Paciorek pt. "Rola miRNA
w toksycznosci nanoczastek srebra" odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 Ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668
z pdiniejszymi zmianami). W zwigzku z tym wnoszg do Komisji Uniwersytetu tédzkiego
do spraw stopni naukowych w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne o dopuszczenie mgr Patrycji Paciorek do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora.
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