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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Anny Ostrozki
pt. ,Analiza zmian w strukturze i ultrastrukturze komorek nabtonka jelita $rodkowego stodkowodnej
krewetki Neocaridina davidi (Crustacea, Malacostraca) wywotanych obecnoscig niklu w srodowisku

zycia”

Bioindykacja to metoda wykorzystujgca zywe organizmy (tzw. organizmy wskaznikowe) dla
okres$lenia stopnia zmian w srodowisku. Skorupiaki to jedne z czeéciej wykorzystywanych organizmow
wskaznikowych dla $rodowiska wodnego, gtownie w przypadku wéd morskich i oceanicznych. Stad,
szersze wykorzystanie skorupiakéw jako organizméw wskaznikowych dla wod stodkich wymaga badan
polegajgcych na okresleniu wrazliwosci potencjalnych gatunkéw wskaznikowych, obejmujgcych takze
gatunki wazne gospodarczo, na okreslone warunki panujace w wodach stodkich, w tym obecnos¢
czynnikdéw toksycznych, takich jak jony metali cigzkich. Podobnie jak u innych bezkregowcéw, u
skorupiakéw funkcje bariery pomiedzy $rodowiskiem zewnetrznym a ciatem zwierzecia, oprocz powtok
ciata, petni ukifad pokarmowy, w tym jego odcinek nazywany jelitem s$rodkowym. Jest ono
odpowiedzialne za miedzy innymi synteze i uwalnianie enzyméw trawiennych, wchianianie i
gromadzenie materiatéw zapasowych oraz detoksykacje. Stgd, okreslenie wplywu czynnikow
$rodowiska na funkcjonowanie komorek w obrebie jelita srodkowego to logiczny, ale takze niezbedny,
etap badan w poszukiwaniu gatunkéw skorupiakéw mozliwych do wykorzystania jako organizmy
wskaznikowe dla wod stodkich. Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy to istotny krok
prowadzacy do osiggniecia takiego celu. Rozprawa ta powstata pod opiekg prof. dr hab. Magdaleny
Rost-Roszkowskiej, w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska (Wydziat Nauk

Przyrodniczych Uniwersytetu Slgskiego w Katowicach).
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Rozprawa doktorska mgr Anny Ostrézki dotyczy okreslenia zmian jakosciowych i ilosciowych w
komérkach nabtonka jelita $rodkowego, czyli jelita oraz watrobotrzustki, stodkowodnej krewetki
Neocaridina davidi, powstatych w wyniku jej ekspozycji na jony niklu i po przeniesieniu do srodowiska
tych jonéw niezawierajgcych. Dlatego mgr Anna Ostrézka skoncentrowata sie na nastepujacych
zagadnieniach: (1) wyznaczenie stezenia jonow niklu w ciele zwierzat; (2) okreslenie zmian w
ultrastrukturze komoérek nabtonka jelita $rodkowego; (3) okreslenie zmian dotyczgcych materiatow
zapasowych w komorkach nablonka jelita srodkowego; (4) zbadanie poziomu autofagii i $mierci
komorkowej w komorkach nabtonka jelita sSrodkowego; (5) wyznaczenie poziomu stresu oksydacyjnego
i stanu funkcjonalnego mitochondriéw w komérkach nabtonka jelita Srodkowego i (6) okreslenie zmian
w przebiegu cyklu komoérkowego i namnazania komoérek nablonka jelita $rodkowego. W
przeprowadzonych badaniach mgr Anna Ostrézka zastosowata jakosciowe i ilosciowe metody
szacowania stanu strukturalnego i funkcjonalnego komoérek, obejmujgce mikroskopie S$Swieting,
transmisyjng mikroskopie elektronowa, mikroskopie konfokalng i cytometrie przeptywows. Nie ulega
zatem watpliwosci, ze opisane wyniki mgr Anna Ostrézka uzyskata dzieki pracochfonnym
eksperymentom, przeprowadzonym dla duzej liczby prébek materiatu badawczego. Co wigcej, istotnosce
statystyczna tych wynikéw zostata przez nig zweryfikowana. Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze mgr
Anna Ostrézka jest wspotautorkg pieciu prac eksperymentalnych opublikowanych w czasopismach z
listy JCR, w tym w jednej z tych prac jest pierwszg autorka, ktére stanowig bardzo dobre merytoryczne

i metodyczne przygotowanie do niniejszej rozprawy.

Na podstawie zawartego w rozprawie przedstawienia i opracowania wynikow, mozna
sformutowac nastepujgce wnioski:

1. W zastosowanym stezeniu jony niklu, w sposéb zalezny od czasu trwania ekspozycji i
,detoksykacji”, wywotujg zmiany degeneracyjne o réznym nasileniu, ktore przejawiajg sie
zmianami w strukturze badanych komoérek nabtonka jelita Srodowego i ich stanu
funkcjonalnego.

2. Na poziomie komérkowym dochodzi do zmian w przebiegu cyklu komérkowego, ostabienia
namnazania komorek oraz nasilenia autofagii i procesow $mierci komorkowej, a takze zmian
struktury organelli, w tym mitochondriéw.

3. Zmiany w strukturze mitochondriow wspotwystepujg ze zmianami ich stanu funkcjonalnego, w
tym poziomu potencjatu wewnetrznej btony mitochondriainej (Ay) i poziomu syntezy ATP oraz
nasileniem stresu oksydacyjnego.

4. W zastosowanym czasie trwania ,detoksykacji’, uruchomione przez jony niklu zmiany w obrebie
komoérek nabtonka jelita $srodkowego nie podlegajg catkowitej eliminaciji.

5. Krewetka N. davidi wykazuje wzgledng tolerancje na jony niklu, pod warunkiem kroétkiego czasu
ekspozycji i d%ugiego ,detoksykacji”, przy czym w przypadku nabtonka jelita srodkowego

silniejszy efekt cytotoksyczny obserwowany jest dla jelita.

Podsumowujac, wyniki uzyskane przez mgr Anne Ostrézke dostarczyly istotnych informacii
dotyczacych wrazliwosci krewetki N. davidi na jony niklu oraz zmian komérkowych w obszarze nabtonka
jelita srodkowego, stanowigcych odpowiedz na ekspozycje i ,detoksykacje”. Zatem, przyczyniajg sie

one do zwiekszenia wiedzy dotyczacej komérkowych podstaw toksycznego dziatania niklu, co ma
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kluczowe znaczenie dla petnego wyjasnienia podstaw wrazliwosci tego gatunku krewetki na jony niklu,
takze w kontekscie jego wykorzystania jako gatunku wskaznikowego dla woéd stodkich.

Rozprawa doktorska mgr Anny Ostrozki dos¢ nietypowo skiada sie z dwoch czesci. Czesc
pierwsza ma klasyczng forme i obejmuje Spis tresci, Wstep, Cele pracy i hipotezy badawcze, Materiaty
i Metody, Wyniki (bez rysunkéw), Dyskusje, Podsumowanie, Whioski i Streszczenie (w jezyku polskim i
angielskim) oraz Bibliografie obejmujgcg 322 pozycjil. Cze$¢ druga to 36 rysunkéw ilustrujgcych
otrzymane wyniki. Pozytywnie oceniam merytoryczng zawartos¢ pracy, jednak musze zaznaczyc, ze
zawiera ona biedy redakcyjne i jezykowe oraz niestety niescistosci i niezrecznosci terminologiczne. Za
najbardziej istotne usterki uznaje: (1) Dyskusja: liczne powtdrzenia informacji oraz brak wykorzystania
nowszej literatury przy omawianiu proceséw $mierci komoérkowej (np. DOI: 10.1038/s41418-017-0012-
4), a takze przedstawianie autofagii jako procesu z zasady degeneracyjnego; (2) Wyniki i Dyskusja:
pomijanie typu omawianych komérek; o ile jest to zrozumiate w przypadku jelita, informacja ta bardzo
by sie przydata w przypadku watrobotrzustki, w ktérej poza komérkami typu E, wystepujg jeszcze trzy
inne typy komorek; (3) Wyniki: Fig. 16-19 sg bardzo nieczytelne, a ich zawartos¢ wydaje si¢ byc
niezgodna z przedstawionym w tekscie opisem; (4) niescistosci i niezrecznosci terminologiczne w
tekécie, wynikajgce takze z tlumaczenia z jezyka angielskiego: np. ,aktywacja gromadzenia
reaktywnych form tlenu” (str. 19), opis analizy statystycznej (str. 32), ,Wzrasta liczba zdegenerowanych
mitochondriow, ktore sg rozdete i majg skrécone grzebienie i jasng elektronowo cytoplazme” (str. 36),
,nekroza mitochondriow” (str. 60), ,aktywacja mitochondriéw zaleznych od ROS” (str. 66), ,Potencjat
transbtonowy mitochondrium jest wiec wywotany rozproszeniem gradientu protonoéw” — w kontekscie
syntezy ATP (str. 68), ,zmieniajac strukture enzymu klirensowego ROS hamujgc jego aktywnos¢” i
,apoptoza mitochondriéw” (str. 69), ,"integralnie zaburzone na skutek apoptozy btony komorkowe" (str.
82), W przypadku inicjacji wewnatrzopochodnej, gdzie inicjacja jest niezalezna od biatek btony
komérkowej, a sygnat pochodzi z biatkowych czynnikow wewnatrzkomérkowych (powstajacych na
skutek aktywnosci w obrebie mitochondriéw) na skutek wzrostu ROS, ktory przyczynia si¢ do degradaciji
DNA i prowadzi do apoptozy.” (str. 87), ,Zmiany transbionowego potencjatu mitochondrialnego
wystepujg prawie rownoczesnie we wszystkich mitochondriach w obrebie danej komorki (Marzo i inni,

1998) (str. 90); (5) Bibliografia: wykorzystanie podrecznikéw akademickich.

Bytabym takze wdzieczna za uzyskanie odpowiedzi na nastepujgce pytania:

1. W tabeli 4, przedstawiajgcej liczbe osobnikéw wykorzystanych w poszczegoinych
eksperymentach, uwzgledniono liczbe samic i samcéw. Dlaczego zatem pominieto kryterium
ptci przy omawianiu wynikow?

2. Dlaczego przy prezentacji wynikéw pominieto kwestie $miertelnosci w poszczegodinych
wariantach eksperymentalnych? Jesli planowano wskaza¢ zmiany degeneracyjne, czy to
oznacza, ze badano tylko osobniki o ostabionej zywotnosci i/lub martwe?

3. Jak mozna wyjaséni¢ zwiekszong zawartos¢ jonéw niklu w wariancie Ni:2.1? Czy w analizie
stezenia jonow niklu gromadzonego w krewetkach uwzgledniano zywotno$¢ osobnikow?

4. Jak mozna wyja$ni¢ brak obecnosci komoérek péznoapoptotycznych w analizie ultrastrukturainej
(w przypadku wczesnoapoptotycznych jest to zrozumiate)? | jak mozna wyjasnic wyzszy poziom
apoptozy w komarkach watrobotrzustki osobnikéw kontrolnych w poréwnaniu z komorkami jelita

osobnikéw kontrolnych?
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5. W jaki sposob, wykorzystujgc zestaw ,Annexin V-FITC apoptosis detection”, odrézniano
nekroze od apoptozy?

6. W jaki sposdéb mozna byloby wyttumaczy¢ niezgodnosé wynikow dotyczgcych stresu
oksydacyjnego i spadku Ay w analizowanych komérkach?

7. Dlaczego badano gromadzenie materiatéw zapasowych w komérkach D jelita, skoro komorki te
nie gromadzg tych materiatéw? | na jakie rezerwy energetyczne wskazuje doktorantka w p. 2
Whnioskow?

8. Czy na podstawie wynikow dotyczacych zmian w rozktadzie procentowym poszczegéinych faz
cyklu komoérkowego i poziomu biatka Ki67 mozna wnioskowac o roli komoérek typu E w

regeneracji nabtonka jelita i watrobotrzustki?

Wymienione powyzej uwagi i pytania nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy
doktorskiej mgr Anny Ostrozki i majg wylacznie na celu przedyskutowanie uzyskanych wynikéw i
gtebsze ich zrozumienie. Uzyskane wyniki dotycza waznych aspektéw wrazliwosci krewetki Neocaridina
davidi na jony niklu, w tym zachodzacych w komoérkach nabtonka jelita Srodkowego zmian
degeneracyjnych i mozliwych mechanizméw cytoprotekcyjnych, uruchamianych po wyeliminowaniu
ekspozycji na jony niklu. Uzyskane wyniki sg punktem wyjscia dla waznych ustaleri dotyczgcych
wykorzystania tego gatunku krewetki jako gatunku wskaznikowego.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Anny Ostrézki jest Swiadectwem jej wiedzy i
umiejetnosci przeprowadzania badan naukowych przy wykorzystaniu nowoczesnych metod
eksperymentalnych, uzasadniajgcym ubieganie sie o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne. Dostarczona dokumentacja potwierdza, ze mgr
Anna Ostrézka ma umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej i przedyskutowania
uzyskanych wynikéw. Co wiecej, rozprawa doktorska mgr Anny Ostrozki stanowi oryginaine rozwigzanie
problemu naukowego, jakim jest wyjasnienie komorkowych mechanizméw lezgcych u podioza
wrazliwosci krewetki Neocaridina davidi na jony niklu. W zwigzku z tym, niniejsza rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym

i nauce. Zatem, wnosze o dopuszczenie mgr Anny Ostrézki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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