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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Natalii Jarosz pt.: ,,Organizacja i funkcjonowanie me¢skich
zespolow komorek plciowych podczas spermatogenezy pijawek lekarskich
z rodzaju Hirudo (Annelida, Clitellata)”
wykonanej pod kierunkiem Pana prof. dr hab. Piotra Swiatka

Zainteresowanie pijawkami lekarskimi w ostatnich latach wzroslo z uwagi na
wykorzystywanie ich w hirudoterapii, ktéra powrécila do praktyk lekarskich. Pijawki sg takze
bardzo interesujgcym obiektem badan taksonomicznych dotyczacych cech morfologicznych,
genetycznych oraz biologii poszczegdlnych taksonoéw, a ich klasyfikacja ciagle jest
weryfikowana. W mojej opinii tematyka pracy ocenianej rozprawy doktorskie] traktujaca
0 procesie spermatogenezy pijawek z czterech gatunkow rodzaju Hirwudo, a mianowicie
H. verbana, H. orientalis | H nipponia, bardzo dobrze wpisuje si¢ w nurt tych nowoczesnych
badan. Ponadto, nadmierna eksploatacja dzikich populacji H medicinalis w Europie
doprowadzita do zmmniejszenia ich liczebnosci. W Polsce, gatunek ten obj¢ty jest ochrong
czeSciowa, a w polskiej czerwone] ksiedze zwierzat, zostal zaliczony do gatunkéw wysokiego
ryzyka, narazonych na wyginigcie. Pozostale trzy gatunki pijawek lekarskich, ktérych dotyczg
badania, nic wystgpuja naturalnie w Polsce, sa dostgpne z hodowli prowadzonych gldwnie
w celach terapeutycznych.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zawiera 87 stron, 34 strony tablic
zawierajacych 25 rycin oraz 10 animac)i nagranych na plycie CD przedstawiajacych ryciny 24
i 25. Rozprawa doktorska mgr Natalii Jarosz ma uktad wlasciwy pracom naukowym i zawiera
rozdzialy takie jak: wstep, cele 1 metodyke badan, wyniki, dyskusj¢, podsumowanie
z wnioskami, streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, literature oraz tablice z rycinami.

Prace doktorskg rozpoczyna Wsrep, skladajacy sie z szesciu podrozdzialdw, w ktérym
Autorka wnikliwie analizuje problemy badawcze dotyczace systematyki i filogenezy pijawek,
w tym pijawek lekarskich z rodzaju Hirudo. Dowiadujemy si¢ o krotkiej historii badan
taksonomicznych pijawek lekarskich, o zaleznosciach filogenetycznych badanych gatunkow

oraz o metodach, ktdre dotychczas stosowano w klasyfikacji pijawek. Nastgpnie wprowadza do




procesu gametogenezy u pierscienic, charakteryzujae szczegélnie etapy zwiazane z tworzeniem
sie zespolow komodrek plciowych, ich rodzaje i struktur¢ oraz role cytoszkieletu
i mitochondriow podczas spermatogenezy. Wstgp napisany jest w sposdb jasny, zrozumialym
i zwieztvm jezykiem.

Cele pracy obejmowaly zweryfikowanie 1 uzupelmienie wiedzy na temat
spermatogenezy pijawek lekarskich z rodzaju Hirudo, ze szczegdlnym uwzglednieniem
organizacji cytoszkieletu aktynowego 1 mikrotubulamego oraz przestrzennej organizacji
i aktywnosci mitochondriow. Przedstawione zostaly w sposob klarowny co utatwia $ledzenie
czytajacemu czesci badawczej. Troche zaskakujace jest, ze Cele pracy zostaly wlaczone do
rozdziatu Metodyka badar a nie, jak zazwycza), do Wsigpu.

W podrozdziale Material do badar i metody Autorka opisala sposob pozyskania
czterech gatunkow pijawek lekarskich do badan. W Tabeli 1 w sposob bardzo czytelny
zaprezentowala zastosowane metody i liczbe badanych osobnikdw. Nastepnie zwigzle ale z
uwzglednieniem wszystkich szczegdtow pozwalajacych na zrozumienie i powtorzenie
przeprowadzonych zadan badawczych opisala zastosowane metody mikroskopowe
1 molekularmne. W celu identyfikacji gatunkowej, pijawki poddano badaniom molekularnym
(barcoding DNA, z zastosowaniem sekwencji mitochondrialnej oksydazy cytochromowe;
COI). Proces spermatogenezy opisano stosujac mikroskopie swietlng 1 fluorescencyjng oraz
transmisyjng i skaningowa mikroskopie elektronows. Poza tym zastosowano metode SBEM
(seryjna mikroskopia skaningowa powierzchni bloczka) oraz rekonstrukcje tréjwymiarowe
komorek plciowych. Zadziwiajaco w metodach dotyczacych analiz mikroskopowych Autorka
nie zacytowala zadnej pracy, co nalezy rozumied, ze metody s3 je} whlasnymi. Wydaje mi si¢
jednak, ze zostaly wypracowane przez zespol Pana prof. Swiatka, ktéry z powodzeniem je
stosuje i opisuje w wielu swoich znakomitych publikacjach. Poza tym w rozdziale 2.2.4.1.1
' Analiza statystyczna (strona 27), pierwszy akapit, wedlug mnie, nie dotyczy badan
statystycznych tylko sposobu zliczania mitochondridéw aktywnych i nieaktywnych przy
pomocy wybranych programéw (ImageJ i Imaris). W mojej opinii przedstawiony opis sposobu
liczenia mitochondridow przy pomocy wymienionych programéw nie do konca jest zrozumiaty.
Dobrze byloby .pokazaé przyktadowe zrzuty ekranu prezentujace serie ,,wysegmentowanych
komorek i cytoforu” oraz .zsumowane obrazy dla dwoch kanaléw™ z segmentowanymi
obicktami. Poza tym, w opisie badan molekularnych sformutowanie ,,mate kawatki skéry...”

(strona 28) lepiej zastgpi¢ ,,mate kawatki powiok ciata™; pojecie ,,skéra” dotyezy tylko zwierzat

kregowych, natomiast u zwierzat bezkregowych, w jezyku polskim, nie wystepuje.




Uzyskane przez Doktorantke wyniki zostaly bardzo starannie udokumentowane
i zaprezentowane na dobrej jakosci rycinach. Na szczegdlng uwage zastuguja trojwymiarowe
rekonstrukcje zespotow komorek plciowych podezas spermatogenezy, ktore przestrzennie
odwzorowujg rzeczywiste wozenie tych komorek wzglgdem sicbie. W mojej ocenie istotnym
wynikiem jest dokonana weryfikacja przynaleznosci gatunkowej H. orientalis w oparciu
o badania molekulame - sekwencje COL. W sumie sposrdd pieciu analizowanych osobnikow
az cztery okazaly si¢ H. medicinalis. Do tej czesci pracy mam pytanie. Czy w zwigzku
z podobienstwem morfologicznym gatunkéw: H. medicinalis 1 H. orientalis i doniesieniami
naukowymi o mozliwosci krzyzowaniu sie tych dwoch (a nawet trzech, lacznie z H. verbana)
gatunkow w warunkach laboratoryjnych istnicje prawdopodobienstwo wystgpowania
mieszancOw? Jakkolwiek zasiegi wystepowania . medicinalis i H orientalis w Europie nie
zachodza na siebie wigc krzyzowanie si¢ w naturze nie jest mozliwe. To jednak gatunki te sa
hodowane w celach hirudoterapii stad wydaje si¢ mozliwe ich nielegalne przedostanie si¢ do
srodowiska naturalnego. Natomiast zasi¢gi H. medicinalis 1 H. verbana w pewnym stopniu
nakladaja sig¢, wiec teoretycznie mozliwe jest ich krzyzowanie si¢ w naturze tak jak
potwierdzily to badania laboratoryjne. Nadmienie jeszcze, ze H. verbana nie wystepuje ,,na
terenie zachodniej Europy” (strona 8, Wstep) jak podaje Doktorantka, tylko na terenie
potudniowej Europy, czasami nazywana jest pijawka $rédziemnomorska. Wiadomo tez, ze
gatunek ten charakteryzuje si¢ duzym zroznicowaniem ubarwienia ciala; Kutschera (2012)
wyroznia trzy wzory takiego ubarwienia.

W mojej opinii brakuje w Merodach | Wynikach opisu dotyczacego budowy zewngtrznej
pijawek, natomiast w Dyskusji Autorka podkresla, ,ze w toku niniejszych badan
zaobserwowano, ze ubarwienie i wzory kolorystyczne ciala pijawek czgsto réznia si¢, np.
odcieniem, lub rozmieszczeniem wzoru od tych opisywanych w pracach innych autorow™.
Proponyje. aby uzupeini¢ Metody 1 Wyniki o opis cech dotyczacych ubarwienia ciala; takie
zestawienie w polaczeniu z molekularng identytikacja przynaleznosei gatunkowej sa bardzo
cenne i moglyby zapoczgtkowal zebranie danych o roznych wzorach ubarwienia
poszczegolnych gatunkow pijawek lekarskich. Z czystej ciekawosci zapytuje, dlaczego
fotografie pijawek H. verbana, H medicinalis. 1 H. orientalis (Ryciny 2 A, B 1 C) ni¢ s3
autorstwa wlasnego tylko zostaly zacytowane, za Petrauskiene i in. 20097

W dalszej czgséci Wynikow Autorka postugujac sie mikroskopig $wietlng 1 elektronowa
dokladnie charakteryzuje kolejne stadia spermatogenezy, a opisy dopelniaja bardzo dobrej
jakosci elektronogramy. Podaje srednice i dtugo$¢ mostkéw miedzykomorkowych, mimo, ze

w Metodach nie ma informacji o sposobie ich pomiaru; krétki opis znajduje si¢ w Wynikach.
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Brakuje tez zastosowania testu statystycznego, ktory pozwoliltby okresli¢, czy uzyskane roznice
byly istotne statystycznie. W mojej opinii szczegdlnie interesujagce wyniki uzyskane przez
Pania mgr Natalie Jarosz dotycza cytoszkieletu oraz rozmieszezenia i aktywnosci
mitochondriow. Dane te sa bardzo nowatorskie, przedstawione bardzo szeroko 1 wnikliwie,
zarOwno w postaci rycin uzyskanych przy pomocy mikroskopii fluorescencyjnej, jak
i rekonstrukcji trojwymiarowe) oraz tabel i wykreséw, w ktorych pokazano wyniki
przeprowadzonych analiz statystycznych. Doceniam ogrom wlozonej pracy aby uzyska¢ takie
dane przy zastosowaniu technik laboratoryjnych, mikroskopowych i wizualizacji. Dzieki tej
zmudne] pracy Autorka wykazata m. in., Ze mitochondria, ktére poczatkowo tworza sieé,
w spermatydach formuja pojedyncze mitochondrium, a ich aktywnosé zmienia sie wraz
z zachodzgcymi podcezas spermatogenezy procesami (podziatami komorkowymi).

Dyskusja, obejmujaca 18 stron tekstu, poprowadzona jest w sposob bardzo klarowny;
napisana jest prostym, zrozumiatym jezykiem dlatego czyta sie jg z zainteresowaniem. Pani
mgr Natalia Jarosz wykazala si¢ znajomoscig specjalistycznej literatury jak i umiejetnoscia
krytyczne) oceny uzyskanych wynikow na tle dost¢pnego pismiennictwa. Autorka, krok po
kroku, bardzo wnikliwie analizuje otrzymane wyniki dotyczace przynaleznosci gatunkowej
badanych osobnikéw wskazujac na réznice w ich identyfikacji uzyskane na podstawie analiz
morfologicznych 1 molekularnych. Opisuje rowniez tworzenie si¢ i budowe zespolow komorek
plciowych podczas spermatogenezy u pijawek lekarskich na tle innych gatunkow pijawek
i skaposzczetow. Na szczegolng uwage, w mojej ocenie, zastuguja podrozdzialy Dyskusji
dotyczace cytoszkieletu mikrotubularmego oraz konformacji mitochondriow i ich aktywnosci.
Tym bardziej, ze nadal malo wiadomo na temat roli aktywnoéci mitochondriow w procesach,
ktore obejmujg zmiany funkcji metabolicznej, np. podczas spermatogenezy. Pijawki moga stac
sie¢ dobrym modelem badawczym w kontynowaniu tych badan.

Po przeczytaniu Dyskusji mam kilka pytan, ktore wynikajg z zainteresowania tematem.
Jakie sg funkcje cytoforu? Czy cytofor mozna uznaé za funkcjonalny odpowiednik komoérek
Sertolego u innych zwierzat? W pracy pojawiajg si¢ informacje na temat funkgcji jakie pelni
cytotfor ale s3 to informacje raczej rozproszone zardwno we Wsigpie jak i w Dyskusji. Prosze
takze o zaproponowanie wyjasnienia dlaczego mitochondria tworza sie¢ podczas
spermatogenezy pijawek. Poza tym, czy obserwowano w komorkach plciowych jakie$
symptomy degeneracji komérkowe)?

Uzyskane przez mgr Natalie Jarosz wyniki badan przedyskutowane z danymi

dostepnymi w pracach innych autorow pozwolily na sformulowanie siedmiu wnioskow.




Uwazam, ze s3 one waznymi osiagnieciami Doktorantki, stanowiacymi Jej oryginalny wktad
w wiedze biologiczna na temat spermatogenezy pijawek.

W pracy wykorzystano 161 pozycji specjalistycznego pismiennictwa, w zdecydowanej
wigkszoscl angloj¢zycznego, aktualnego, zacytowanego i umiej¢tnie wykorzystanego.

Podsumowujac, do najwazniejszych osiagnie¢ Doktorantki mozna zaliczy¢:

- weryfikacjg przynaleznosci gatunkowej H. orientalis | H. nipponia,

- opisanie przebiegu procesu spermatogenezy i porownanie jej u czterech gatunkow pijawek
z rodzaju Hirudo,

- szczegbtowe okreslenie rozmieszezenia cytoszkieletu mikrotubularnego 1 aktynowego
w cystach podczas kolejnych etapow spermatogenezy,

- wykazanie, ze mitochondria podczas spermatogenezy pijawek lekarskich tworza sie¢
a nastepnie pojedyncze organellum, ktore najprawdopodobniej jest skondensowana sieciag
mitochondrialng;

- udowodnienie, ze aktywno$¢ mitochondridow w komérkach pleciowych .wykazuje zmienno$é
Zwigzang z przebiegiem procesu spermatogenezy.

Po zapoznaniu si¢ z trescig rozprawy doktorskiej jestem przekonana, ze Pani mgr
Natalia Jarosz jest naukowcem zdolnym do planowania i prowadzenia badan, a takze
prawidlowej interpretacji uzyskanych wynikow. Posiada wiedze 1 umiejetnosci niezbedne do
uzyskania stopnia doktora nauk biologicznych. Cheiatabym podkresli¢, ze wskazane w recenzji
uwagi moga by¢ przydatne przy przygotowywaniu pracy do druku i nie majg wpltywu na
wysoka merytoryczng warto$é ocenianej pracy doktorskiej.

Podsumowujgc uwazam, Ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia warunki
okreslone w art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku (Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce
(Dz. U. z 2018r). Na tej podstawie skladam wniosek do Rady Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Wydzialu Nauk Przyrodniczych, Uniwersytetu

Slaskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr Natalii Jarosz do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.
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