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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Anny OstrézKi pt.: ,,Analiza zmian w strukturze
i ultrastrukturze komérek nablonka jelita srodkowego stodkowodnej krewetki,
Neocaridina davidi (Crustacea, Malacostraca)
wywolanych obecnoscig niklu w $srodowisku zycia”
wykonanej pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Magdaleny Rost-Roszkowskiej

Nikiel jest metalem powszechnie wystepujacym w srodowisku naturalnym. Zaliczany
do mikroelementéw odgrywajacych wiele waznych funkcji w organizmach zaréwno zwierzat
jak i cztowieka, m. in. jako skiadnik enzymoéw, wazny w przemianie biatek, wegglowodanow
i thuszczy. Jednoczesnie powszechnie wiadomo. ze jest pierwiastkiem alergennym a niektore
zwiazki niklu wykazujg dziatanie rakotwoéreze. Do srodowiska moze uwolni¢ si¢ ze zrodet
naturalnych oraz wskutek dzialalnoséei czlowieka. Nikiel tatwo akumuluje si¢ w roslinach
i zwierzetach dlatego wazne jest monitorowanie jego zawartosei w organizmach modelowych.
Ponadto, istotnym problemem jest ocena wpltywu podwyzszonych zawartosci niklu na
funkcjonowanie organizméw oraz mozliwosci ich ewentualnego samooczyszczania. Sposrod
organizmow wodnych dobrymi modelami sg skorupiaki, m.in. krewetki, ktére w dodatku majg
znaczenie hodowlane. Takim gatunkiem jest, wybrana jako model w przedstawionej do oceny
rozprawy doktorskiej Neocaridina davidi, stodkowodna krewetka pochodzaca z Azji,
hodowana powszechnie w wielu odmianach barwnych jako gatunek ozdobny. Jako tkanke
badawczg wybrano nabtonek jelita srodkowego, ktory jak stusznie podkreslita pan1 mgr Anna
Ostrozka, jest odpowiedzialny za kontakt ze srodowiskiem zewnetrz®ym i w zwigzku z tym
pelni funkcje bariery pomiedzy srodowiskiem zewngtrznym a cialem zwierzgcia.

W mojej opinii tematyka pracy ocenianej rozprawy doktorskiej traktujaca
o zmianach w nablonku jelita srodkowego krewetki wywolanych obecnoscig niklu bardzo

dobrze wpisuje sie w nurt wspotczesnych badan dotyczacych wplywu metali cigzkich na

wybrane narzady réznych gatunkéw zwierzat, ktore z powodzeniem prowadzone sa przez
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l zespol Pani prof. Magdaleny Rost-Roszkowskiej.
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l Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawarta zostala na 139 stronach (tzw.
|

czes$¢ pierwsza pracy). Czes¢ druga obejmujaca 42 strony zawiera 36 rycin, w tym schemat

eksperymentu, 20 rycin obejmujacych fotografie ultrastruktury i histochemii oraz 15 rycin
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z tabelami. Przyjety uklad pracy nie jest tatwy dla czytajgcego poniewaz zmusza do ciaglego
wertowania stron w poszukiwaniu tabeli czy ryciny. Zdecydowanie byloby lepiej gdyby praca
stanowila jednosé tekstowo-graficzng!

Rozprawa doktorska mgr Anny Ostrozki ma uklad wlasciwy pracom naukowym
i zawiera rozdzialy takie jak: wstep. cele i hipotezy badawcze, materiaty 1 metody, wyniki,
dyskusje, podsumowanie i wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz literatureg.

Prac¢ doktorska rozpoczyna Wstep, skladajacy si¢ z trzech podrozdziatow, w ktorym
Autorka wyjasnia dlaczego jako model do swoich badan wybrata jelito srodkowe krewetki
i nikiel jako metal ciezki. Dokladnie opisuje budowe i rol¢ jelita srodkowego skorupiakow,
ze szczegolnym uwzglednieniem N. davidi podsumowujac i zestawiajac najistotniejsze
informacje w bardzo uzytecznych Tabelach 1 i 2. W ostatnim podrozdziale Wstgpu
dowiadujemy si¢ o znaczeniu biologicznym i toksykologicznym niklu. Wstgp napisany jest
w sposob jasny, zrozumialym i zwigzlym jgzykiem. Zdziwito mnie jednak brak we Wstepie
chociazby krotkiej informacji o badanym gatunku - krewetce N. davidi, jej wystgpowaniu,
biologii, cechach charakterystycznych. Informacje te zostaly zawarte dopiero w rozdziale
3. Materialy i Metody, w podrozdziale 3.1.1. Charakterystyka biologii Neocaridina davidi.
W mojej opinii informacje o biologii badanego gatunku powinny znalez¢ si¢ w rozdziale Wszep,
co znacznie ulatwiloby przyswojenie dokladnych informacji o budowie poszczegolnych
komérek jelita srodkowego. Tym bardziej. ze intormacje dotyczace dokladnego opisu budowy
i funkcji komorek budujacych jelito srodkowe N. davidi pojawiaja si¢ takze w Dyskusji
(podrozdzial 5.2. Budowa jelita $rodkowego u skorupiakéw) i w duzym stopniu sa
powtorzeniem ze Wstgpu.

Cele pracy zawarte zostaly jako cel ogolny obejmujgcy cyt.: ,opisanie zmian
w komorkach nabtonka jelita oraz watrobotrzustki stodkowodnej krewetki Neocaridina davidi
(Crustacea, Malacostraca) powstatych w wyniku ekspozycji zwie?zqt na nikiel, a takze
przeanalizowanie zmian regeneracyjnych, ktore moga pojawi¢ si¢ na skutek ponownego
hodowania zwierzat w wodzie czystej po wczesniejsze) ekspozycji na metal” oraz szesc,
w mojej opinii nadmiernie rozbudowanych celow szczegotowych. Cel szczegédtowy numer
3 wymaga doprecyzowania jakie .,zmiany w mitochondriach™ Autorka miala na mysli -
domyslam sie, ze chodzitlo o analiz¢ aktywnych i nieaktywnych mitochondriéw. Ponadto,

w tresci celu 5. czytamy ¢yt.. ,,zanalizowanie [...] zmian mitochondnalnych”, co wymaga

doprecyzowania o jakie zmiany chodzi?




Doktorantka postawila sobie za cel zweryfikowanie szesciu hipotez badawczych, ktore
okreslita jako hipotezy zerowe i alternatywne; mysle, Ze jest to juz zapomniana sztuka stawiania
hipotez i uwazam, ze zastuguje na podkreslenie.

W rozdziale Materiafy i Metody Autorka opisata sposéb pozyskania krewetki, warunki
jej hodowli, biologie gatunku i przebieg eksperymentu. Eksperyment polegal na hodowli, przez
tydzien lub dwa, krewetki N. davidi w wodzie z dedatkiem niklu, w st¢zeniu okreslonym
eksperymentalnie. Kolejne dwa warianty eksperymentalne polegaly na hodowl: krewetek
(tydzien lub dwa) w wodzie z dodatkiem niklu a nastepnie hodowli w takim samym okresie
w wodzie czystej. W ten sposob otrzymano szes¢ grup eksperymentalnych i grupe kontrolna.
Opis eksperymentu jest prosty i jasny. nie budzi watpliwoscl zastosowana dawka niklu, czas
przetrzymywania zwierzat w wodzie z dodatkiem niklu i bez. W dalszej czgsci tego rozdziatu
Doktorantka opisata metody uzyte do okreslenia wplywu niklu na zmiany w jelicie srodkowym
krewetki, W Tabeli 4 w sposdb bardzo czytelny zaprezentowala liczbg badanych osobnikow
w kazdej metodzie. Nastepnie, zwigzle ale z uwzglednieniem wszystkich etapéw
pozwalajacych na zrozumienie i powtdrzenie przeprowadzonych badan opisata zastosowane
metody mikroskopowe, histochemiczne i molekularne dzielac je na metody jakosciowe
i ilosciowe. Z opisu zastosowanych metod wynika, ze Autorka rozumie je doskonale
i umiejetnie si¢ nimi postuguje. W odniesieniu do opisu zastosowanych metod mam jednak
kilka pytan, ktorych odpowiedzi pozwolityby na pelne zrozumienie wszystkich szczegotow:
1. Z ktérego fragmentu jelita wykonano skrawki pofcienkie 1 czy. zdaniem Autorki, wybrany
fragment mégl mie¢ wplyw na uzyskane wyniki? 2. lle preparatow wykonano z kazdego
osobnika? 3. Ile powtdrzen wykonano w odniesieniu do kazdej metody ilosciowej? Poza tym,
w opisie metody w podrozdziale 3.3.5.6 Muse Cell Cycle Kit wkradt si¢ blad poniewaz opis
ten dotyczyt zapewne analizy cyklu komérkowego a nie analizy aktywnych i nieaktywnych
mitochondridw (strona 31 maszynopisu). N

Uzyskane przez Doktorantke wyniki zostaly bardzo starannie udokumentowane
1 zaprezentowane na dobrej jakoscei rycinach, szczegdlnie elektronogramach przedstawiajacych
zmiany w ultrastrukturze nabltonka jelita. Na poczatku rozdzialu Wyniki podano zawartosci
niklu w ciele N. davidi. Prosze o wyjasnienie, co oznacza okreslenie ,,Oznaczenie [, Oznaczenie
I i Oznaczenie 111" w tabeli 5?; w opisie metody nie podano liczby dokonanych oznaczen oraz
czy kazdorazowo wykonano pomiar na 15 osobnikach? Rozumiem, ze wynikéw dotyczacych

zawartosci niklu w ciele nie poddano analizie statystycznej, dlaczego? Ulatwiloby to opis

i interpretacje.




W dalszej czesci Wynikéw, w oparciu o bardzo dobrej jakosci elektronogramy
Doktorantka dokladnie charakteryzuje zmiany w ultrastrukturze komorek jelita N. davidi
wywolane obecnoscia niklu w wodzie, a nastgpnie zmiany, ktore zaszly po przeniesieniu
zwierzat do czystej wody. Nastepnie, dokladnie analizuje uzyskane wyniki ilosciowe
zobrazowane licznymi dobrze je dokumentujacymi i opisanymi wykresami.

W mojej opinii, wszystkie uzyskane przez Pania mgr Anng Ostrozke wyniki sa
merytorycznie bardzo wazne. Za szczegolnie interesujgce uwazam te, ktdre dotycza aktywacji
procesOw degeneracyjnych, w tym autofagii, apoptozy i nekrozy. Dane te sg bardzo
nowatorskie, przedstawione bardzo szeroko i wnikliwie, zaréwno w postaci rycin uzyskanych
przy pomocy mikroskopii elektronowej, fluorescencyjnej, jak i tabel oraz wykreséw, w ktérych
pokazano wyniki przeprowadzonych analiz statystycznych. Doceniam ogrom wlozonej pracy
aby uzyska¢ takie dane przy zastosowaniu technik mikroskopowych i laboratoryjnych. Dzigki
tej zmudnej pracy Autorka wykazata m. in., ze dominujgcy udzial w degeneracji nabtonkéw
miala nekroza a zmiany te byly intensywniejsze w jelicie, co najprawdopodobniej zwigzane jest
z funkcja detoksykacyjna watrobotrzustki.

Ogolnie, rozdzial Wyniki opisany jest do$é¢ sprawnie i klarownie. Mam jednak kilka
uwag, ktore, by¢ moze ulatwia pracg¢ nad przygotowaniem tekstu pracy do druku. Pierwsza
uwaga, dotyczy réznych okresien uzywanych przez Autorke w odniesieniu do przywrocenia
krewetek do czyste] wody (takie okreslenie jest w opisie eksperymentu, w MM). W Wynikach
i w Dyskusji te¢ sama czynno$é Autorka nazywa: ,przywroceniem zwierzat do srodowiska
nieskazonego™ lub ,,oczyszczaniem” (na przyktad w opisach rycin przedstawiajgcych wykresy).
Uzycie slowa ,,oczyszczanie” moze mylnie sugerowac zastosowanie srodkéw oczyszezajgcych,
usuwajacych nikiel z wody lub z ciala zwierzat. Ponadto, w catej pracy Doktorantka czesto nie
stosuje zasady, ze liczby od 1 do 9, lepiej napisa¢ stownie i jesli trzeba nalezy odmieni¢ przez
przypadki, np. zamiast ..po okresach 1 oraz 2 tygodniu™ (strona 52), powinnismy zapisa¢: po
jednym oraz dwdéch tygodniach, co ulatwia czytanie i rozumienie tekstu.

Z ogo6lnych uwag, dotyczacych tresci calej rozprawy doktorskiej mam jeszcze jedna:
przed nazwa lacinska gatunku nalezy poda¢ nazwe polska jesli takowa istnieje; czasami
podawano bledng lub nie podawano wcale dla znanych w Polsce gatunkdéw, np. racicznica
zmienna Dreissena polymorpha (strona 50; poza tym jest to gatunek zaréwno stodkowodny jak
i morski a nie tylko stodkowodny), krab welnistoszczypey Eriocheir sinensis (strona 95), rak
blotny to Pontastacus (Astacus) leptodactylus a nie Scylla serrata czyli krab blotny (strona 68),
rak luizjanski Procambarus clarkii (strona 54); bledne jest okreslenie ,,skorupiaki z rodziny

Balanus improvisus” (strona 7), bo to jest nazwa gatunku, nie rodziny.
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W wynikach nie znalazlam danych dotyczacych przezywalnosci krewetek podczas
przeprowadzonych eksperymentéw, prosz¢ Doktorantk¢ o wyjasnienie ile osobnikow przezylo
poszczegdlne etapy eksperymentu.

Rozdzial Dyskusja, obejmuje az 50 (!) stron tekstu. Jest bardzo dluga i w wielu
miejscach ,przegadana”. Podkreslam jednak, ze tak dlugi tekst wynagradza jego tresc
merytoryczna. Zawiera. bardzo dokladne i wnikliwe wyjasnienia wszystkich uzyskanych
wynikéw i ich umiejetne przedyskutowanie. Pani mgr Anna Ostrézka wykazala sig
umiejetnoscig krytycznej oceny uzyskanych wynikow na tle dost¢pnego, dobrze Jej znanego
specjalistycznego pismiennictwa, Z duza dojrzaloscia naukowg bardzo wnikliwie
przeanalizowala otrzymane wyniki, faczac je w logiczng calo$¢ opisywanych proceséw, np.
apoptozy, autofagii i nekrozy. Dyskusja poprowadzona jest w bardzo logiczny sposob. od
dokladnego wytlumaczenia zastosowanej w badaniu dawki niklu i dlugosci trwania
eksperymentu, przez opisanie doktadnej budowy jelita skorupiakow, nastepnie charakterystyke
zmian degeneracyjnych powstalych w nablonku jelita pod wplywem niklu zaréwno na
poziomie histologicznym, ultrastrukturalym i histochemicznym jak réwniez zmian
aktywujacych procesy $mierci komorkowej. w tym wzrost poziomu reaktywnych form tlenu,
ktore polaczono z analizg aktywnosci mitochondrialnej w komorkach nablonka jelita. Ten
logiczny cigg myslowy zastosowala Autorka rowniez do wyjasnienia zmian w jelicie
i watrobotrzustce po przywroceniu N. davidi do czystej wody.

Po zapoznaniu si¢ z trescig Dyskusji mam kilka pytan, ktore wynikaja z zainteresowania
tematem. Czy badano (w ramach innych prac) albo zaplanowano badania wptywu niklu na inne
narzagdy, np. gonady lub na inne procesy Zyciowe, np. rozmnazanie? Czy nikiel uzyty
w badaniach wplywal na wielkos¢ narzadow? Na ile uzyskane przez Autork¢ wyniki mozna
wykorzysta¢ w hodowli krewetek, ktore jak wiadomo, bardzo cz¢sto prowadzi sig w obecnosci
metali cigzkich, ktdre kumulujg si¢ w ciele tych zwierzat?

Po Dyskusji Autorka umiescita, krotki rozdzial Podsumowanie, ktory jasno i zwiczle
opisuje i wyjasnia przebieg i rol¢ zachodzacych w jelicie krewetki procesow wywotanych
skazeniem $rodowiska niklem oraz po przywroceniu do wody czystej. Do rozdzialu tego
Doktorantka dotgczyla dwie tabele (Tab. 7 i 8), ktdre doskonale obrazuja wszystkie
analizowane parametry, zaréwno jakosciowe, jak i ilosciowe.

Uzyskane przez mgr Anne Ostrozke wyniki badan przedyskutowane z danymi
dostepnymi w pracach innych autoréw pozwolity na sformutowanie siedmiu wnioskow.
Uwazam, Ze sg one waznymi osiagnieciami Doktorantki, stanowigcymi Jej oryginalny wkiad

w nauki biologiczne w zakresie wptywu metali cigzkich - na przykladzie niklu, na budowg
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i procesy zachodzace w przewodach pokarmowych (jelicie srodkowym) bezkrggowcow
wodnych, na przykladzie krewetki N. davidi.

W pracy umiejetnie wykorzystano 322 (!) pozycje specjalistycznego pismiennictwa,
w zdecydowanej wigkszosci anglojezycznego, aktualnego, w wigkszosci opublikowanego
w ostatnich latach.

Podsumowujac, do najwazniejszych naukowych osiagnig¢ Doktorantki mozna zaliczy¢:
- szczegblowe opisanie zmian ultrastrukturalnych w nablonku jelita i watrobotrzustki
wywolanych obecnoscia niklu w $rodowisku,

- wykazanie, ze obecnos$é¢ niklu w wodzie wplywa na aktywacj¢ procesow autofagii, apoptozy
i nekrozy,

- udowodnienie, ze przywrdocenie hodowli stodkowodnej krewetki do wody czystej po
uprzedniej ekspozycji na nikiel wplywa na procesy regeneracyjne w jelicie i watrobotrzustce,
- wykazanie, ze obecno$¢ niklu w $rodowisku zycia krewetek wplywa na aktywacje
gromadzenia reaktywnych form tlenu, zmiany struktury i funkcji mitochondriéw oraz
zatrzymanie cyklu komoérkowego.

Po zapoznaniu si¢ z trescig rozprawy doktorskiej jestem przekonana, ze zawiera ona
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego dotyczacego wptywu niklu na zmiany w budowie
jelita sSrodkowego stodkowodnej krewetki N. davidi, a Pani mgr Anna Ostrozka jest naukowcem
zdolnym do samodzielnego planowania i prowadzenia badan, a takze prawidlowej interpretacji
uzyskanych wynikow. Posiada wiedze i umieje¢tnosci niezbgdne do uzyskania stopnia doktora
nauk biologicznych. Chcialabym podkresli¢, ze wskazane w recenzji uwagi moga by¢
przydatne przy przygotowywaniu pracy do druku i nie maja wptywu na wysokg merytoryczng
wartos$¢ ocenianej pracy doktorskiej.

Podsumowujgc uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce
(Dz. U. 2023, poz. 742 ze zm.). Na tej podstawie skladam wniosek do Rady Instytutu
Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Wydzialu Nauk Przyrodniczych,
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr Anny Ostrézki do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.
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