MUZEUM I INSTYTUT ZOOLOGII
M [Z POLSKIE] AKADEMII NAUK

1819

dr hab. inz. Anna Katarzyna Wronska, prof. MilZ
Muzeum i Instytut Zoologii PAN

ul. Twarda 51/55, 00-818 Warszawa
awronska@miiz.waw.pl

Warszawa, dnia 28.08.2026 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Hanny Gorol

pt. ,,Ocena zmian wybranych parametrow cytotoksycznosci w nablonku jelita
srodkowego Neocaridina davidi (Crustacea, Malacostraca) wywolanych obecnoscia
bisfenolu A”

wykonanej w Instytucie Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Wydziatu Nauk
Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach

pod kierunkiem prof. dr hab. Magdaleny Rost-Roszkowskiej

1. Znaczenie tematyki i uzasadnienie podjecia badan

Recenzowana rozprawa dotyczy oceny cytotoksycznego dziatania bisfenolu A (BPA) na
nablonek jelita srodkowego stodkowodnej krewetki Neocaridina davidi. Tematyka ta wpisuje
si¢ w istotny 1 wcigz aktualny nurt badan ekotoksykologicznych dotyczacych wpltywu
antropogenicznych zanieczyszczen srodowiska wodnego na organizmy wodne. Na szczego6lne
podkreslenie zastuguje przyjete przez Doktorantke holistyczne podejscie badawcze,
obejmujace jednoczesnie poziom ultrastrukturalny, komorkowy i molekularny, a takze dwa
rozne narzady tworzace jelito srodkowe (jelito oraz watrobotrzustke), co pozwolito uzyskac
znacznie pehiejszy obraz proceséw cytotoksycznych niz w typowych, jednowymiarowych
badaniach tego typu.

Podjeta tematyka ma rowniez wymiar aplikacyjny - N. davidi jest gatunkiem szeroko
wykorzystywanym w akwarystyce 1 hodowli, a uzyskane wyniki moga mie¢ znaczenie dla
oceny ryzyka srodowiskowego zwiagzanego z obecnoscia BPA w wodach powierzchniowych.

2. Charakter rozprawy i ocena formalna cyklu publikacji

Rozprawa zostata przygotowana w formie cyklu dwéch powigzanych tematycznie publikacji
oryginalnych (Gorol i in. 2025, Gorol i in. 2026), opublikowanych w czasopismie The



European Zoological Journal (IF: 1,4 kazda; taczny IF = 2,8; taczna liczba punktow MNiSW =
280), opatrzonych obszernym autoreferatem w jezyku polskim. Doktorantka jest pierwsza
autorka obu prac, co jednoznacznie wskazuje na jej wiodaca role w realizacji badan i
przygotowaniu publikacji. Cato$¢ rozprawy liczy 103 strony, a sam autoreferat obejmuje
strony 5-43.

Struktura autoreferatu jest przejrzysta i logiczna, a poszczegélne elementy rozprawy
(wprowadzenie, cele, hipotezy, metody, wyniki, wnioski) tworzg spojna, dobrze zorganizowang
catos¢, co utatwia ocen¢ merytoryczng przedstawionych badan.

3. Struktura rozprawy i jej podstawy merytoryczne

Autoreferat rozprawy ma przejrzysta, klasyczng strukture, obejmujaca kolejno: streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, wykaz prac naukowych wchodzacych w skiad cykKlu,
wprowadzenie teoretyczne, cele 1 hipotezy badawcze, materiaty 1 metody, wyniki 1 dyskusje,
whnioski oraz spis literatury (111 pozycji). Poszczegolne czgséci pozostajg ze soba w logicznym
zwigzku, a zachowane proporcje migdzy nimi (obszerne, dobrze udokumentowane
wprowadzenie prowadzace czytelnika od ogdlnej charakterystyki zanieczyszczenia srodowiska
bisfenolem A, poprzez mechanizmy cytotoksycznosci, az po szczegdtowa charakterystyke

modelu badawczego) tworzg spdjne uzasadnienie dla podjetych badan.

Na podkreslenie zastuguje precyzyjne sformutowanie pigciu celow szczegoétowych oraz osmiu
jasno zdefiniowanych hipotez badawczych (H1-H8), ktore sg konsekwentnie przywolywane
zarOwno w rozdziale wynikow i dyskusji, jak 1 we wnioskach - taki uktad istotnie utatwia ocene
stopnia realizacji zatozonych celéw badawczych. Warto rdwniez zwrdci¢ uwage na sposob
skonstruowania rozdziatu ,,Wyniki 1 dyskusja”, ktory odpowiada kolejnosci obu publikacji
wchodzacych w sktad cyklu i pozwala przesledzi¢ logiczng progresje badan - od zmian
ultrastrukturalnych i wskaznikéw proliferacji (praca 1), po mechanizmy $mierci komorkowe;,
stres oksydacyjny 1 zmiany potencjalu mitochondrialnego (praca 2). Taka konstrukcja jasno
pokazuje, w jaki sposob druga publikacja poglebia i uzupelnia wyniki pierwszej, i $wiadczy o
dojrzatym warsztacie naukowym Doktorantki.

4. Metodyka badan i wklad wlasny Doktorantki

Zakres zastosowanych metod nalezy oceni¢ jako bardzo szeroki i w pelni adekwatny do
ztozonosci podjetego problemu badawczego. Doktorantka wykorzystata metody jakosciowe
(mikroskopia $wietlna z barwieniami histochemicznymi, transmisyjna mikroskopia
elektronowa, mikroskopia konfokalna z wykorzystaniem czterech ro6znych sond
fluorescencyjnych: LysoTracker Red, BODIPY, JC-1, ThiolTracker Violet) oraz ilosciowe
(cytometria przeplywowa z uzyciem siedmiu roznych zestawdéw odczynnikow MUSE,
obejmujagcych m.in. analize¢ cyklu komodrkowego, proliferacji, apoptozy/nekrozy, stresu
oksydacyjnego, uszkodzen DNA i aktywacji biatka Bcl-2). Tak szeroki 1 zroznicowany warsztat
metodyczny na etapie doktoratu zastluguje na wysoka oceng.



Prawidtowo dobrano réowniez metodyke statystyczng - zastosowano testy Shapiro-Wilka i

Levene’a do oceny zalozen rozkladu i jednorodnosci wariancji, a nastgpnie jedno- |
wielokierunkowa analiz¢ wariancji (ANOVA/MANOVA) z testem post-hoc Tukeya, z
uwzglednieniem interakcji mie¢dzy czynnikami (rodzaj narzadu, stezenie BPA, czas

ekspozycji). Takie podejscie jest w peini adekwatne do ztozonego, trojczynnikowego uktadu
eksperymentalnego zastosowanego w pracy.

5. Najwazniejsze mocne strony pracy

Wielopoziomowe, zintegrowane podejscie badawcze - rzadko spotykane na etapie
doktoratu pofaczenie analiz ultrastrukturalnych, histochemicznych, mikroskopii

konfokalnej i cytometrii przeptywowej w ramach jednego spdjnego projektu badawczego.

Przejrzysta struktura hipotez badawczych - osiem precyzyjnie sformutowanych hipotez,
konsekwentnie zweryfikowanych i podsumowanych we wnioskach.

Biologicznie istotne, nietrywialne wnioski - m.in. wykazanie, ze watrobotrzustka jest
narzadem mniej wrazliwym na dziatanie BPA niz jelito, identyfikacja autofagii (w tym
lipofagii) jako mechanizmu ochronnego oraz wykazanie dominujacej roli nekrozy, a nie

apoptozy, w procesach degeneracyjnych wywotanych BPA.

Logiczna progresja cyklu publikacji - pierwsza praca ustala zmiany ultrastrukturalne, cykl
komorkowy i proliferacjg, druga poglgbia mechanizm na poziomie molekularnym
(apoptoza/nekroza, stres oksydacyjny, uszkodzenia DNA, potencjat mitochondrialny).

Wartosciowy wkitad w rozwdj N. davidi jako modelu badawczego - uzyskane wyniki
wpisuja si¢ w spdjng lini¢ badawczg Zespotu 1 rozszerzaja dotychczasowag wiedze o
odpowiedzi jelita srodkowego skorupiakoéw na czynniki stresowe o nowy, istotny
srodowiskowo ksenobiotyk.

Publikacja wynikdw w uznanym, indeksowanym czasopismie z listy JCR, z wiodagcym
(pierwszym) autorstwem Doktorantki w obu pracach wchodzacych w sktad cyklu.

6. Uwagi szczegolowe i kwestie dyskusyjne

Cykl publikacji obejmuje dwie prace opublikowane w tym samym czasopi$mie, o
zblizonym projekcie badawczym i1 czesciowo pokrywajacym si¢ zespole wspotautorow.
Prosze¢ o komentarz Doktorantki, czy planowane jest rozszerzenie tej linii badawczej o
publikacje w innych czasopismach lub o inne modele/narzady, co pozwolitoby na szersze

zweryfikowanie uzyskanych wynikow.

Warunki utrzymania grupy kontrolnej r6znity si¢ od warunkoéw grup eksperymentalnych -
podczas gdy zwierzeta eksponowane na BPA trzymano pojedynczo w pojemnikach o
pojemnosci 0,5 1, grupe kontrolng stanowity osobniki pochodzace z ciaglej hodowli w

akwarium o pojemnosci 105 1. Sama izolacja w niewielkiej objetosci moze stanowic



dodatkowy czynnik stresowy dla zwierzat. Dodatkowo w schemacie eksperymentu (Tab.
3) przewidziano jedng wspolng grupe¢ kontrolng dla wszystkich trzech punktow czasowych
(24, 48172 h), co przy analizie parametrow wrazliwych na czas trwania eksperymentu (np.
poziom ROS, GSH, potencjat mitochondrialny) utrudnia jednoznaczne rozdzielenie efektu
BPA od efektu samego czasu przebywania zwierzecia w warunkach eksperymentalnych.

Proszg¢ o odniesienie si¢ do tej kwestii.

W autoreferacie ani w zadnej z prac wchodzacych w skiad cyklu nie podano danych
dotyczacych $miertelnosci zwierzat w poszczegolnych grupach eksperymentalnych.
Informacja ta bylaby istotna dla potwierdzenia, ze zastosowane stezenia BPA 1 czasy
ekspozycji miescity si¢ w zakresie subletalnym, a obserwowane zmiany nie sg obarczone

efektem doboru, czyli przezyciem jedynie najbardziej odpornych osobnikdw.

W opisie metod pojawia si¢ drobna niespdjnos¢ dotyczaca sposobu znieczulania zwierzat
przed sekcja - autoreferat (str. 15) podaje, ze osobniki znieczulano chloroformem lub CO2,
podczas gdy w publikacji Gorol i in. (2026) wymieniono wylacznie CO2. Poniewaz
chloroform moze wptywac na funkcje mitochondriéw, a wérdd analizowanych parametrow
cytotoksycznosci znajdujg si¢ miedzy innymi potencjat btony mitochondrialnej (JC-1) oraz
poziom ROS, prosze o wyjasnienie, ktérag metod¢ faktycznie zastosowano i czy sposob

znieczulania byl jednolity we wszystkich grupach badawczych.

W autoreferacie zabrakto osobnego podrozdziatlu poswieconego ograniczeniom
przeprowadzonych badan (np. rdznice migdzy warunkami laboratoryjnymi a
srodowiskowymi, brak danych o przezywalnos$ci, wzroscie czy rozrodzie na poziomie
catego organizmu). Tego rodzaju refleksja krytyczna wzmocnitaby dojrzatos¢ naukowsa
dyskusji, tym bardziej ze sama Doktorantka we wstepie stusznie wskazuje na deficyt badan
taczacych poziom komoérkowy z poziomem organizmalnym/populacyjnym - warto, aby ten
watek domkneta explicite w podsumowaniu.

Rozdziat ,,Wyniki 1 dyskusja” ma w duzej mierze charakter opisowy - w tekscie
autoreferatu brakuje konkretnych warto$ci statystycznych (p, F) ilustrujacych sile i
istotno$¢ opisywanych efektow, co utrudnia czytelnikowi samodzielng ocen¢ mocy
poszczegdlnych obserwacji bez siggania do pelnych publikacji.

Cze$¢ zastosowanych zestawow cytometrycznych (Muse Ki67, Muse Bcel-2 Activation
Dual Detection Kit, Muse Multi-Color DNA Damage Kit) opiera si¢ na przeciwciatach
opracowanych pierwotnie dla biatek ssaczych. Biatko Ki-67, bialka z rodziny Bcl-2 oraz
szlak ATM/yYH2A.X nalezag do stosunkowo dobrze konserwowanych ewolucyjnie
elementow maszynerii komorkowej, co moze czgsciowo uzasadnia¢ zastosowanie takich
zestawOw rowniez u skorupiakéw, jednak dystans filogenetyczny migdzy ssakami a
Crustacea pozostaje znaczny. Prosz¢ o komentarz, czy przeprowadzono jakakolwiek
walidacj¢ reaktywnosci krzyzowej tych przeciwciat u N. davidi (np. Western blot, kontrola
izotypowa).



* Hipoteza H7 zaktada istnienie wyraznej zalezno$ci pomi¢dzy zmianami zachodzacymi na
terenie komorek i organelli a stezeniem ROS oraz enzyméw antyoksydacyjnych, jednak w
pracy nie przedstawiono analizy korelacji ani regresji miedzy tymi parametrami - wniosek
o takiej zalezno$ci opiera si¢ na wspotwystepowaniu opisowym. Prosze o komentarz, czy
taka analiza iloSciowa byla mozliwa lub jest planowana w celu bezposredniego
potwierdzenia H7.

* We wniosku 5. mowa jest ogdlnie o ,,aktywnosci systemu antyoksydacyjnego” pod
wpltywem BPA, tymczasem w ramach przeprowadzonych badan oznaczono wylacznie
poziom zredukowanego glutationu (GSH), a wi¢c jednego, nieenzymatycznego elementu
tego systemu. Warto doprecyzowa¢ sformutowanie wnioskéw, tak aby odpowiadaty one
doktadnie zakresowi uzyskanych danych - sama Doktorantka trafnie zauwaza zreszta w
dyskusji (str. 30), ze ocena enzymow antyoksydacyjnych (katalazy, peroksydazy,

dysmutazy ponadtlenkowej) pozostaje kierunkiem dalszych badan.

7. Uwagi redakcyjne i techniczne

Ponizsze, czysto techniczne usterki w Zaden sposdb nie umniejszaja wysokiej wartosci

merytorycznej pracy, warto je jednak skorygowaé w ostatecznej wersji dokumentu:

* W streszczeniu polskim (str. 1) zdanie ,,Jednowarstwowy nabtonek jelita sklada si¢ z
komorek E oraz z r6znicujacych si¢ komorek: fibrylarnych/wtdknistych (F), resorpcyjnych
(R), a takze spichrzowych/magazynujacych (B)” opisuje w rzeczywistosci budowe
watrobotrzustki, a nie jelita - potwierdza to poprawne sformutowanie w wersji angielskiej

b

(,,Its single-layer epithelium consists of...”, odnoszace si¢ do ,,The hepatopancreas™).

Warto skorygowac to przeoczenie w ostatecznej wersji dokumentu.

* W opisie wynikéw TEM (str. 21 autoreferatu) pojawia si¢ oznaczenie grupy ,,5In25”, ktore
nie wystepuje w przyjetym schemacie nazewnictwa grup eksperymentalnych (Tab. 3) -
prawdopodobnie powinno to by¢ ,,5In24”. Warto skorygowac t¢ niescisto$§¢ w ostateczne;j
wersji dokumentu.

* We wstepie (str. 8) nazwisko Promotorki zostalo raz biednie zapisane jako ,,Roszt-
Roszkowska” zamiast ,,Rost-Roszkowska”.

* W opisie metod (zar6wno w autoreferacie, jak i w tek$cie opublikowanej pracy Gorol i in.
2026) trzykrotnie pozostaly niewyczyszczone fragmenty linkow w formacie ,,chrome-

b

extension://...” (pozostalos¢ po kopiowaniu adresow protokotéw producenta z
rozszerzenia przegladarki). Jest to drobne niedopatrzenie redakcyjne, ktore nie wptywa na

warto$¢ merytoryczng pracy, warto je jednak skorygowacé przy kolejnych publikacjach.

» Zalaczone o$wiadczenia wspdtautoréw publikacji okreslajag wktad poszczegdlnych osob
wylgcznie w sposdb opisowy, bez podania wartoSci procentowej - jest to zgodne z
obowigzujacym na Uniwersytecie Slaskim wzorem dokumentu (Zatacznik nr 9/10 do



pisma okolnego nr 2 Prorektora ds. nauki i finanséw z dnia 19 lutego 2024 r.) i nie stanowi
zadnego uchybienia formalnego. Warto jednak zaznaczyé, ze uzupelnienie tych
oSwiadczen o wartosci procentowe jeszcze wyrazniej podkreslaloby wiodaca role
Doktorantki w powstaniu obu prac, co i tak jasno wynika z ich opisowe;j tresci.

* Rozdzialy ,,0SWIADCZENIA AUTOROW PUBLIKACJI WCHODZACYCH W
SKEAD ROZPRAWY DOKTORSKIEJ” (str. 87) oraz ,,DODATKOWE OSIAGNIECIA
NAUKOWE?” (str. 100) zostaty oznaczone tym samym numerem VI, co widoczne jest
réwniez w spisie tresci.

* Na str. 25 znajduje si¢ niedokonczone zdanie: ,,...przez co nie wchodzi ona w faz¢ S 1
(Trzcinska 2003)”.

« W teks$cie wystegpuje kilka drobnych literoéwek, np. ,nadajeatym” (str. 12),
,watrobotrzustka”/,,watrobotrzustki” zapisane bez polskiego znaku diakrytycznego (str.
21), ,.fibryllarne” (str. 21), ,,Muse Milticaspase Kit” zamiast ,,Muse MultiCaspase Kit” (str.
30), ,,STANOWIACEGO” w spisie tresci oraz na str. 44, a takze btgdnie potaczony znak
,»\Studies” na poczatku akapitu w Abstract (str. 3).

» W teksScie pojawiaja si¢ drobne niespdjnosci w formie cytowan, np. ,,Aaser 2024” zapisane
jako cytowanie jednoautorskie, mimo ze w spisie literatury jest to praca dwuautorska, ,,Gao
2025” cytowane bez ,,i in.”, mimo ze w spisie literatury jest to praca dwunastu autorow,
odwrotnie ,,D’Arcy 1 in. 20197, ktore sugeruje wieloautorstwo, cho¢ w spisie literatury to
praca jednoautorska, a takze ,,Combelles 2009” i ,,Combelles i in. 2009 uzyte zamiennie
w obrebie jednego akapitu oraz bledy w zapisie nazwisk: ,,Johnson i Giuilivi 2005~
(powinno by¢ Giulivi) 1,,Drége” zamiast ,,Droge”.

8. Dodatkowy dorobek naukowy i aktywno$¢ Doktorantki

Poza publikacjami wchodzacymi w sktad cyklu, na uznanie zastuguje aktywno$¢ naukowa i
popularyzatorska Doktorantki. Prezentowata wyniki swoich badan w formie posteréw na trzech
konferencjach migdzynarodowych (Heidelberg, Niemcy, 2019; Katowice, Polska, 2024; Stara
Lesnd, Stowacja, 2025), uczestniczyta ponadto w warsztatach i1 kursach zagranicznych
(Walencja, Barcelona) oraz krajowych (Warszawa), zdobywajac cenne umiejetnosci
praktyczne, a takze jest cztonkinig European Society of Human Reproduction and Embryology
(ESHRE). Odbyta rowniez staz zagraniczny pod opieka dr. Richarda Galajdy na University of
Veterinary Medicine and Pharmacy w Koszycach. Doktorantka angazowala si¢ ponadto w
dziatalno$¢ popularyzatorska (m.in. warsztaty w ramach Nocy Biologéw oraz Slaskiego
Festiwalu Nauki).

Ta wszechstronna aktywno$¢ §wiadczy o dojrzatosci naukowej 1 dobrym przygotowaniu
Doktorantki do dalszej kariery badawczej. W dalszym rozwoju naukowym rekomendowatabym
rozwazenie odbycia dhuzszych, kilku- lub kilkunastotygodniowych stazy badawczych w



o$rodkach zagranicznych, co pozwolitoby na jeszcze pehliejsze wykorzystanie potencjalu

migdzynarodowej wspotpracy nawigzanej juz podczas realizowanych badan.

9. Podsumowanie i wniosek koncowy

Mimo przedstawionych uwag krytycznych, majgcych gléwnie charakter pytan i sugestii do
dalszej dyskusji, oceniam rozprawe doktorskg mgr Hanny Gorol bardzo wysoko. Praca stanowi
warto$ciowe, oryginalne osiggni¢cie naukowe, oparte na szerokim i nowoczesnym warsztacie
metodycznym, wnoszace istotne dane do wiedzy o mechanizmach cytotoksycznos$ci bisfenolu
A u stodkowodnych skorupiakow. Lektura rozprawy nie pozostawia watpliwosci, ze
Doktorantka posiada gruntowng wiedz¢ teoretyczng w zakresie dyscypliny nauki biologiczne
oraz umiejetno$¢ samodzielnego planowania, realizacji i interpretacji ztozonych badan
naukowych.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo 0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r.
poz. 1571). W szczegolnosci rozprawa prezentuje ogolng wiedze teoretyczng Doktorantki w
dyscyplinie nauki biologiczne oraz jej umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej (art. 187 ust. 1), a przedstawione w niej wyniki stanowig oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego (art. 187 ust. 2). Przyje¢ta forma spdjnego tematycznie cyklu dwoch
opublikowanych artykuléw naukowych, opatrzonego obszernym autoreferatem, jest zgodna z
dopuszczalng forma rozprawy doktorskiej okreslong w art. 187 ust. 3 ww. ustawy. W zwiazku
z tym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr Hanny Gorol do dalszych etapéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych 1 przyrodniczych,
w dyscyplinie nauki biologiczne.

dr hab. inz. Anna Wronska



