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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Ostrézki zatytulowanej: ,,Analiza zmian w
strukturze i ultrastrukturze komoérek nablonka jelita sSrodkowego slodkowodnej
krewetki, Neocaridina davidi (Crustacea, Malacostraca) wywolanych obecnoscia niklu w
srodowisku zycia” wykonanej pod kierunkiem Prof. dr hab. Magdaleny Rost-Roszkowskiej
w Zespole Histologii i Embriologii Zwierzat na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach

Ocena merytoryczna

1. Znaczenie problematyki podjetej w recenzowanej rozprawie

Gtéwnym celem przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej byl szczegdétowy opis zmian
w komérkach nabtonka jelita oraz watrobotrzustki powstalych w wyniku ekspozycji zwierzat
na nikiel, a takze spodziewanych w tych narzadach zmian regeneracyjnych po ponownym
hodowaniu zwierzat w czystej wodzie. Wybrana do analiz krewetka, Neocaridina davidi, jako
obiekt badawczy charakteryzuje si¢ kilkoma zaletami, wérod ktérych warto wymieni¢ fatwos¢
hodowli, dobrze poznang strukture jelita srodkowego oraz przynaleznos$¢ do skorupiakow,
ktére czgsto petnig rolg bioindykatoréw zarowno wod stodkich jak i stonych. Nikiel i jego
zwiazki przyczyniajg sie do zanieczyszczenia Srodowiska jako skutek uboczny i niepozadany
dziatalno$ci przemystowej czlowieka co stanowi powazny problem natury ekologiczne;j.
Wplyw tego zwigzku na kondycj¢ zwierzat nie jest dobrze poznany. Biorgc pod uwage
powyzsze, wybdr tematyki recenzowanej rozprawy, jak i wybor materialu do badan uwazam za
zasadne. W tym miejscu warto podkresli¢, ze temat rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny
Ostrozki wpisuje sie w tematyke badawcza projektow realizowanych pod kierunkiem Pani prof.
dr hab. Magdaleny Rost-Roszkowskiej, od lat specjalizujacej si¢ w badaniach struktury i
funkcji jelita $rodkowego u przedstawicieli wybranych grup bezkrggowcow. Wiele z tych
projektdéw ma charakter eksperymentalny i dotyczy wplywu réznych substancji na strukture
jelita érodkowego wybranych przedstawicieli bezkregowcow, tak wigc temat realizowany byt
pod opieka naukowa promotora z bardzo duzym w tej tematyce doswiadczeniem.

2. Ocena poprawnosci struktury rozprawy (kolejnosé rozdzialow, proporcje migdzy

poszczegolnymi rozdzialami), jezyk i formalna strona rozprawy

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska ma forme manuskryptu, ktory liczy tacznie 183
strony. Praca zostala podzielona na dwie czesci. Cze$¢ pierwsza, liczaca 139 numerowanych
stron, zawiera typowe dla pracy naukowej rozdziaty: Wstgp, Cel pracy i hipotezy badawcze,
Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusj¢, Podsumowanie, Wnioski, Streszczenie w jg¢zyku
polskim i angielskim oraz Bibliografie. Cze$¢ druga obejmuje bogato ilustrowana
dokumentacj¢ badan, w ktorej znajduje si¢ 20 tablic z fotografiami oraz 16 wykreséw. W tej



czesci pracy dwie tablice omytkowo oznaczone sg numerem 19, podczas gdy w Wynikach
pracy zachowana jest numeracja prawidlowa. Proporcje migdzy poszczegdInymi rozdziatami sg
wlasciwe. Praca napisana jest w sposob klarowny swiadczacy o opanowaniu techniki pisania
prac naukowych. Bledy edytorskie lub interpunkcyjne sa nieliczne. W tekécie pojawiaja sig
skroty myslowe, ktore sa dos¢ latwe do rozszyfrowania przez czytelnika np. ,,Skorupiaki to
najwazniejsza grupa bezkregowcow;” (str. 7), czy tez niewlasciwe zestawienia
systematyczno/taksonomiczne np. skorupiaki z rodziny Balanus improvisus (str.7), Pardosa
cupreus (Opisthothelae), gdzie Opisthothelae to podrzad w rzedzie pajgkow (str. 69); nieprecyzyjne
sformutowania np. nekroza lub apoptoza mitochondriow (str. 60 i 69). Na sporg objgtosc tekstu
rozprawy wptywa dos¢ duza liczba powtorzen, szczegolnie w Dyskusji rozprawy.

Szeczegolowa charakterystyka i ocena poszczegolnych czesci rozprawy

WSTEP dysertacji dobrze wprowadza czytelnika w tematyke pracy. Znajduja si¢ w nim
informacje dotyczace skorupiakow jako bioindykatorow srodowiska wodnego, budowy jelita
srodkowego skorupiakdéw oraz znaczenia biologicznego i toksykologii niklu. Charakterystyka
komorek nablonkowych jelita skorupiakéw przedstawiona jest w formie dwoch tabel co
ufatwia ich porownanie. Lekki niedosyt budzi cytowanie niezbyt aktualnej juz literatury
odnoszacej sig do zanieczyszczenia ekosystemow niklem.

Rozdziat CEL PRACY [ HIPOTEZY BADAWCZE. Cele pracy sa jasno sprecyzowane i
adekwatne do tytuhlu pracy. Obok celu glownego przedstawiono sze$é celow szczegdlowych
uwzgledniajacych miedzy innymi analizg aktywacji i przebiegu S$mierci komorkowe;j
wywolanych ekspozycja na nikiel, analiz¢ aktywacji gromadzenia reaktywnych form tlenu,
zmian mitochondrialnych oraz poziomu ATP. Wsrod celow szczegotowych cel 4 1 6, dotyczace
zmian regeneracyjnych czg¢éciowo si¢ pokrywajg i moim zdaniem moglyby by¢ zawarte w
jednym punkcie. Doktoranta postawita 6 hipotez badawczych o charakterze przeciwstawnym.
Ta wersja przedstawiania hipotez jest rzadziej spotykana w pracach naukowych, chociaz
rowniez akceptowalna. Szanuje ten wybor, Pani Anna Ostrézka jako Autorka pracy ma to tego
prawo. W przyszlej pracy naukowej proponuj¢ rozwazy¢ postawienie na jedng z dwdch
przeciwstawnych hipotez, co w mojej ocenie jest lepszym rozwigzaniem, gdyz niejako
wymusza od autora pracy podjgcia decyzji, ktorej stusznos¢ ostatecznie zostanie
zweryfikowana.

W rozdziale MATERIALY I METODY Autorka zamiescila szczegblowg charakterystyke
badanego gatunku, opis prowadzonej hodowli, zaloZenia eksperymentu z podzialem na grupy
eksperymentalne, a takze odpowiedni opis wykorzystanych technik badawczych obejmujacych
mikroskopi¢ $wietlna, wybrane techniki histochemiczne, transmisyjng mikroskopig
clektronows, rentgenowskg spektrometri¢ fluorescencyjng z catkowitym odbiciem
promieniowania, mikroskopie konfokalng do detekcji silnie kwasnych struktur komoérkowych
oraz reaktywnych form tlenu, cytometri¢ przeptywows z zastosowaniem réznorodnych
odczynnikow i analize statyczng. Co istotne, przedstawiono réwniez informacje o liczbie
osobnikow wykorzystanych w kazdej z technik. Z opisu wynika, Zze eksperyment zostal
zaplanowany wiasciwie biorac pod uwage dobor stezenia chlorku niklu oraz czas jakim
poddane byly zwierzeta wplywowi ksenobiotyku w obu grupach eksperymentalnych, a takze
zaplanowanie dodatkowych analiz w celu stwierdzenia ewentualnych zmian regeneracyjnych
po przywrdceniu zwierzat do hodowli w czystej wodzie akwariowej po uptywie jednego oraz
dwoch tygodni. Wybdr metod badawczych nalezy uznac za trafny i umozliwiajacy osiagnigcie




zaplanowanych celéw. Charakterystyke biologii badanej krewetki mozna by z powodzeniem
przenies¢ do Wstepu pracy, co jest czesto spotykang praktyka.

Do tej czgsci pracy wkradt si¢ blad w nazwie podrozdziatu 3.3.5.6. wskazujacy, ze Muse Cell
Cycle Kit zostal wykorzystany do analizy aktywnych i nieaktywnych mitochondriow, podczas
gdy Kit ten stuzy do iloSciowej analizy komorek znajdujacych si¢ w réznych fazach cyklu
komorkowego.

W podrozdziale 3.3.4.2. Barwienie odczynnikiem DHE — detekcja reaktywnych form tlenu (ROS)
nie podano stgzenia odczynnika DAPI. Zaktadam, Ze uzyto odczynnika w takim samym stezeniu
jak przy innych wyzej opisach metodach.

W WYNIKACH Doktorantka opisata rezultaty badan realizujac tym samym wyznaczone cele.
Kolejno$¢ prezentowanych wynikow jest scisle zwiazana z technikami badawczymi
wykorzystanymi w pracy. Rozpoczyna si¢ od danych dotyczacych st¢zenia niklu w ciele
badanych zwierzat, po czym kolejno opisane sg zmiany na poziomie ultrastrukturalnym w
komoérkach nablonka jelita i watrobotrzustki wywotlane obecno$cig niklu, wyniki analiz
histochemicznych, autofagia, $mier¢ komorkowa, poziom reaktywnych form tlenu, aktywnos$é
mitochondrialna, zmiany poziomu ATP i ADP, analiza cyklu komérkowego oraz proliferacja
komorek jelita srodkowego. Sposob prezentacji wynikow jest do$¢ zwigzly i zasadniczo
przejrzysty.

DYSKUSJA jest wielowatkowa i obejmuje zagadnienia zwiazane z tematem recenzowanej
rozprawy. Sposob prowadzenia dyskusji jest roznorodny. W niektorych fragmentach
wprowadzenie do dyskusji i interpretacja wynikow sa bardzo klarowne, a w innych zwigzek
prezentowanych informacji z uzyskanymi wynikami jest mniej jasny. W nielicznych
przypadkach Autorka nie akcentuje wiasnych interpretacji wynikéw, lecz bezposrednio
interpretuje je konkluzjami z cytowanych publikacji np. str. 74 ,Barwienie odczynnikiem
LysoTracker takze wykazato spadek intensywnoéci sygnaléw emitowanych przez struktury
silnie kwasne (w tym autofagosomy), adekwatnie do czasu oczyszczania. Swiadezy to tym, ze
autofagia nie jest juz procesem wymaganym do dalszej ochrony komoérek przed dziataniem
toksycznego metalu (Rost-Roszkowska 1 inni 2020b, 2022)”.

PODSUMOWANIE uzyskanych przez Doktorantke wynikéw jest dos¢ obszerne 1
wyczerpujgce. Konezy je lista szesciu zweryfikowanych hipotez badawczych.

WNIOSKI pracy zawarte sg w 7 punktach pozostajacych w spdjnosei z uzyskanymi wynikami.
Pierwszy z nich moze budzi¢ pewne watpliwosci, poniewaz zaklada, ze ,Krewetki nie
dysponujg wystarczajgco wydajnym mechanizmem oczyszczania w sytuacji obecnosci w
$rodowisku wysokiego stgzenia metalu.” Tu radzilabym zachowanie pewnej ostroznosci
wskazujge, ze dotyczy to okresu regeneracji ograniczonego czasem eksperymentu.

SPIS LITERATURY jest bogaty i obejmuje 322 pozycje. Dobor cytowanych prac jest
adekwatny do omawianych zagadnien, przemawiajacy za dobrg znajomoscig tematu. Spis ten
przygotowany jest do$¢ starannie, chociaz nazwy czasopism pisane sa w sposob niejednorodny
- Autorka zamiennie uzywa skrotow oraz pelnych nazw czasopism. W pozycji 249 brakuje
nazwiska jednego ze wspolautorow publikacji (Rost-Roszkowska M.). W przysziosci, aby
unikngé¢ takich sytuacji i zaoszczgdzi¢ sobie pracy proponujg uzy¢ gotowych narzedzi do
przygotowania bibliografii.

Rozprawe doktorska Pani mgr Anny Ostrozki oceniam wysoko. Doktorantka
zaplanowala i przeprowadzila eksperymenty przy uzyciu réznorodnych i dobrze dobranych
technik badawczych. Analiza otrzymanych wynikow pozwolita na uzyskanie nowych danych,



dotyczacych wplywu ksenobiotyku jakim jest nikiel na strukture jelita $rodkowego
Neocaridina davidi oraz okre$lenie potencjatu regeneracyjnego badanych komorek.
Do najwazniejszych osiagnie¢ przedstawione] do recenzji rozprawy doktorskiej zaliczam:

1. wykazanie, ze ekspozycja na nikiel przyczynia si¢ do zwigkszenia stezenia niklu w ciele
krewetek i wywotuje zmiany w strukturze komorek jelita srodkowego;

2. opis zmian w komorkach nablonka jelita i watrobotrzustki powstalych pod wplywem
niklu oraz wykazanie, Zze zmiany te zalezne s3 od czasu ekspozycji na nikiel;

3. wykazanie roznic w zmianach struktury komorek jelita i watrobotrzustki

powstalych pod wplywem dzialania niklu;

4. wykazanie, ze przywrocenie krewetek do czystej wody sprzyja czg§ciowej regeneracji

i odwrdcenia zmian wywotanych obecno$cia ksenobiotyku;

5 wykazanie, ze wymienione w powyzszym punkcie zmiany sg intensywniejsze po
diuzszym okresie powrotu do czystej wody, tj. po dwoch tygodniach i zachodza szybciej w
watrobotrzustce niz komorkach jelita;

6. okreélenie szeregu parametrow analizowanych komorek takich jak aktywacja autofagii,
poziom stresu oksydacyjnego, wskazniki $§mierci komorkowej, aktywnos¢ mitochondriow,
analiza proliferacji komérek i faz cyklu komorkowego, ktére pozwolity na kompleksowa oceng
zmian zachodzgcych w komorkach w wyniku negatywnego dzialania ksenobiotyku oraz w
okresie regeneracji.

Uwagi krytyczne

L. Opis wynikow dotyczacych analiz rentgenowskiej spektrometrii fluorescencyjnej z
catkowitym odbiciem promieniowania wykonanych w celu ustalenia stg¢zenia niklu w ciele
krewetek jest bardzo zwiezly, brakuje w nim migdzy innymi komentarza do wynikow dla
grupy eksperymentalnej Ni 2:1. Prositabym o to uzupelnienie podczas publicznej obrony pracy
doktorskiej.

2. Dokumentacja fotograficzna odnoszaca si¢ przede wszystkim do analiz
ultrastrukturalnych przygotowana jest niezbyt starannie. Wigkszos¢ elektronograméw jest
dobrej lub bardzo dobrej jakosci, ale niektore przedstawiaja zbyt male powigkszenia, na
ktorych omawiane struktury sg stabo widoczne. Ponadto w do$¢ licznych przypadkach
omawiane w tek$cie wynikow struktury komorkowe albo nie sa wskazane, albo wskazane sg
niezbyt precyzyjnie. Na przyktad: str. 34 — mitochondria, cysterny RER czy elektronowo geste
ziarnistoéci nie s3 wskazane na zdj¢ciu 2C; str. 35 liczne autofagosomy (Fig. 4A-D) wskazane sg
tylko na zdjeciu 4A; str. 35 , Mitochondria byly zniszczone, rozdgte i pozbawione grzebieni
(Fig. 4A)” - we wskazanym na zdj¢ciu mitochondrium grzebienie s3 widoczne; str. 36
nieliczne autofagosomow (Fig. SA-C) oraz znieksztalcone mitochondria (Fig.5A) nie zostaty
wskazane na zdjeciach; str. 36 ,,mitochondria i cysterny ER majg strukturg¢ prawidtowg (Fig.
5C)” - mate powigkszenie zdjecia i brak oznaczen opisywanych organelli; str. 37 — przy opisie
ultrastruktury komorek E podane sg cechy dotyczace czeéci podstawnej i apikalnej komorek
niewidoczne na zdjeciu 9A, podobne braki pojawiaja sig¢ przy opisie pozostatych komorek tj. F,
B iR (str. 37 1 38); - str. 36 zdegenerowane mitochondria nie sa widoczne na zdjgciu 6A.
Fotografia 6A, umieszczona w tablicy 6, ktéra przedstawia ultrastrukturg nablonka jelita
Neocaridina davidi grupy eksperymentalnej Ni 1:2 wydaje si¢ identyczna z fragmentem
fotografii 2A ukazujacej ultrastrukture nablonka jelita Neocaridina davidi grupy kontrolnej —
jest powiekszeniem tego fragmentu. Prosz¢ o wyjasnienie tej kwestii.




3. Pewne trudnos$ci budzi interpretacja wynikow analiz histochemicznych tj. barwienia
metodg PAS, biekitem bromofenolowym oraz Sudanem Czarmym B, szczeg6lnie dotyczacych
watrobotrzustki. Opis wynikow tej czesci badan jest bardzo lakoniczny, a dokumentacja
fotograficzna pod wzgledem jakosci jest bardzo zréznicowana - czg§¢ zdje¢ przedstawia
uszkodzone fragmenty watrobotrzustki, na zdjeciach brak opiséw wskazujacych jednoznacznie
wynik reakcji. Czeé¢ z zabarwionych struktur koresponduje z pozycja i morfologia jadra
komérkowego. Prositabym o uzupelnienie tych informacji podczas publicznej obrony.

4. W Dyskusji podrozdzial 5.2. zawiera bardzo szczegdélowy opis komorek jelita
srodkowego skorupiakéw. Ten fragment mogitby by¢ albo catkowicie usunigty z pracy lub
znaczacg zredukowany. Nie ma w tej czesci odniesienia do uzyskanych wynikéw, a opis tych
komorek znajduje si¢ zaréwno we Wstepie oraz w Wynikach rozprawy.

5. W calej pracy Autorka skupia si¢ na apoptozie, autofagii i nekrozie, a nie wspomina o
innych dobrze juz opisanych rodzajach $mierci komorkowej. Podczas publicznej obrony
rozprawy doktorskiej chciatabym uzyska¢ od Doktorantki odpowiedzi na 2 pytania:

1) Czy wsérdd opisywanych zmian dostrzegalne sa symptomy lub podobienstwo do innych
typéw $mierci komorkowej?

2) W jaki sposdb Doktorantka zaplanowalaby dodatkowe badania, aby potwierdzi¢ lub
wykluczyé mozliwo$¢ eliminacji komorek rowniez w inny sposob niz zostalo to
udokumentowane?

Podsumowanie

Recenzowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego jakim
jest wykazanie zmian w strukturze komoérek nabtonka jelita srodkowego Neocaridina davidi
wywotanych pod wptywem chlorku niklu, a takze opisanie zmian regeneracyjnych powstatych
w komérkach po przywréceniu zwierzat poddanych wpltywowi niklu do czystej wody
akwariowej. Rozprawa prezentuje rOwniez ogolna wiedzg teoretyczna Doktorantki w
dyscyplinie nauk biologicznych na co wskazuje znajomos$¢ zagadniefi z wielu obszardéw takich
jak ekologia, systematyka, anatomia oraz szeroko pojeta cytofizjologia. Przedlozona do oceny
rozprawa doktorska potwierdza umiej¢tno§¢ Doktorantki w zakresie samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, w tym opanowanie odpowiedniego warsztatu metodologicznego.
Wskazuje na to umiejetno$é zaplanowania eksperymentu, jego realizacji oraz interpretacji
uzyskanych wynikéw, a takze napisania pracy naukowej. Wymienione w recenzji uwagi
krytyczne nie umniejszajg wartosci pracy.

Reasumujgc stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Anny Ostrézki pt.
Analiza zmian w strukturze i ultrastrukturze komorek nabtonka jelita S$rodkowego
stodkowodnej krewetki, Neocaridina davidi (Crustacea, Malacostraca) wywotanych obecnoscig
niklu w $rodowisku zycia” w pelni odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 Ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 18 lipca 2018 r. (Dz. U. 2023 poz. 742 z
pozn. zm.) i wnioskuj¢ do Rady Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony grodowiska
Wrydzialu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie Pani
mgr Anny Ostrozki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Wroctaw, 5. 09. 2023 r. W dﬂzyou}&k{l
Izabela Jedrzejowska



