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Recenzja rozprawy doktorskiej magister Natalii Jarosz

pt. “Organizacja i funkcjonowanie meskich zespoléw komérek plciowych podczas
spermatogenezy pijawek lekarskich z rodzaju Hirudo (Annelida, Clitellata)”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Piotra Swiatka

na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Jarosz wpisuje si¢ w nurt badan
nad strukturg gonad oraz przebiegiem gametogenezy zwierzat bezkregowych. Badania te
prowadzone byly pod opieka doswiadczonego w tej tematyce badawczej promotora Pana
Profesora Piotra Swigtka. Zasadniczym celem przedstawionej do oceny pracy doktorskiej byto

zweryﬁkowame i uzupelmeme wiedzy na temat spermatogenezy pijawek lekarskich z rodzaju
Hzrudo o .
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1. Znaczenie problematyki podjetej w recenzowanej rozprawie

Podjeta przez Doktorantke problematyka badawcza jest bardzo istotna nie tylko z perspektywy
poznania biologii rozwoju zwierzat, w tym zespotéw komérek plciowych, lecz takze z powodu
czgstego wykorzystywania cech struktury gonady do analiz filogenetycznych. Prace

_zawierajgce wyniki badan z obszaru evo-devo publikowane sa w czasopismach z dobrym i
bardzo dobrym wskaznikiem cytowan. Pijawki lekarskie to grupa zwierzgt bezkregowych,
ktére pod kqtem przebiegu spermatogenezy sa slabo poznane. Z powyzszych wzgledéw
uwazam wybor tematu pracy oraz materiatu do badan za uzasadnione.

2. Zastosowana metodyka badawcza (zalozenia, cele, hipotezy, metody), _
W rozdziale zatytwlowanym ,,Cele i metodyka badan” recenzowanej dysertacp doktorskiej
(strona 20) przedstawiono cel gléwny rozprawy: ktérym jest .zweryfikowanie i uzupeinienie
wiedzy na temat -spermatogenezy pijawek lekarskich z rodzaju Hirudo” oraz 4 cele
szczegOlowe:

1. Poznanie, analiza i poréwnanie przebiegu procesu spermatogenezy pijawek lekarskich z

rodzaju Hirudo.

2. Charakterystyka organizacji zespoléw komorek plciowych na poszezegélnych etapach

spermatogenezy.

3. Analiza organizacji cytoszkleletu mikrotubulamego i F-aktynowego w meskich zespotach

komérek plciowych. '




4. Analiza rozmieszczenia, konformacji i aktywno$ci mitochondriéw w meskich zespotach
komérek piciowych na poszezegolnych etapach procesu spermatogenezy.

Cel gtowny i cele szczegdtowe sg jasno sprecyzowane i adekwatne do tytutu pracy. Niedosyt
budzi brak pytan czy tez hipotez badawczych, chociaz w celu ogolnym ,,zweryfikowanie i
uzupelnienie wiedzy na temat spermatogenezy pijawek lekarskich z rodzaju Hirudo” pojawia
si¢ w domysle pytanie o ,,poprawnosé” wynikéw badan wczesniej uzyskanych. Celem
uzupelnienia zyczytabym sobie podczas publicznej obrony ustysze¢ od Doktorantki pytania
badawcze, na ktére uzyskata odpowiedzi prowadzgc swoje badania.
Do realizacji wyzej wymienionych celéw Doktorantka zaplanowata wykorzystanie szeregu
metod i narzedzi takich jak: mikroskopia Swietlna, skaningowa i transmisyjna mikroskopia
elektronowa, seryjna mikroskopia skaningowa powierzchni bloczka (SBEM) i rekonstrukcje
tréjwymiarowe, mikroskopia fluorescencyjna i konfokalna, badania molekularne (DNA
barcoding) oraz ‘analiza statystyczna wykorzystana do oszacowania liczby aktywnych i
. nieaktywnych mitochondriéw. Wybor metod badawczych nalezy uznaé za trafny i
umozliwiajacy osiagniecie zaplanowanych celéw.

Ocena poprawnosci struktury rozprawy (kolejno$¢ rozdziatéw, proporcje migdzy
Dposzczegolnymi rozdziatami), jezyk i formalna strona rozprawy :
Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska ma form¢ manuskryptu, ktory liczy tgcznie 87
stron. numerowanych; na ktérych zamieszczono 7 tabel oraz 7 wykresow. W II czesei pracy
zatytulowanej TABLICE znajduje si¢ 25 rycin. Doktorantka zataczylta plyte CD z cyfrowym
zapisem tekstu manuskryptu oraz dokumentacji fotograficznej dodatkowo zawierajacej 10
animacji. Tekst rozpi“awy zawiera typowe dla pracy naukowej rozdzialy: Wstep, Wyniki,
Dyskusje, Podsumowanie, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Literature. Dosé
nietypowy dla uktadu rozprawy doktorskiej jest rozdzial drugi zatytulowany ,,Cele i metodyka
badan”, w ktGrym zawarty jest cel pracy, material do badan oraz metody. Zazwyczaj cel pracy
umieszcza sig na koficu wstepu lub w osobnym rozdziale, a materiat i metody stanowia cze$é
oddzielng tekstu. '

Proporcje miedzy poszezegblnymi rozdziatami sg whasciwe.

. Praca napisana jest w sposob klarowny i $wiadczacy o opanowaniu techniki pisania prac
naukowych. Bledy edytorskie lub interpunkcyjne s znikome. Te ostatnie znalaztam gléwnie w
spisie literatury, ktory przygotowany jest do$¢ starannie lecz w niejednorodnym stylu. Na
przyktad Autorka niekonsekwentnie stosuje rozszerzone (np. pozycja 29, 53) lub skrécone (np.
w pozycji 109, 147, 151) nazwy czasopism. W spisie literatury nie znalaztam cytowanej na
stronie 10 manuskryptu pracy »Iworzydlo i in. 2014”,

. Szczegdltowa charakterystyka i ocena poszczegdlnych czesci rozprawy

We WSTEPIE ilustrowanym 6 rycinami Autorka przedstawita ogolng systematyke pijawek,
taksonomi¢ pijawek lekarskich, przytaczajgc migdzy innymi dane Swiadczace o
monofiletycznosci rodzaju Hirudo oraz koncepcje na temat pokrewiefistwa gatunkow pijawek z
rodzaju Hirudo. W dalszej czesci Wstepu Doktorantka opisata przebieg gametogenezy, stusznie
koncentrujge si¢ na spermatogenezie i przedstawiajgc w zwiezly sposob literature dotyczaca
spermatogenezy i struktury plemnikow pijawek lekarskich. Autorka przedstawita takze Sposob
powstawania zespoléw komorek pleiowych, struktury i funkeji mostkéw migdzykomérkowych
taczacych komérki plciowe w zespoly oraz réznorodng architekture zespotdw komorek




plciowych zaréwno zwierzat bezkrggowych jak i kregowych, w tym ssakéw. Podrozdzial
~Cytoszkielet”  zawiera podstawowe informacje o cytoszkielecie aktynowym i
mikrotubularnym oraz ich roli w spermatogenezie. Dla jasno$ci nazwatabym ten podrozdziat
mniej ogblnie np. ,,Cytoszkielet aktynowy i mikrotubularny w spermatogenezie”. Ostatni z
podrozdzialéw ,Konformacja mitochondriéw i ich aktywno$¢” prezentuje informacje o
aktualnym stanie wiedzy na temat roli i aktywnosci mitochondriéw.

Podsumowujac: Wstep dysertacji dobrze wprowadza czytelnika w tematyke pracy.

Rozdziat 2 ,.CELE I METODYKA BADAN” obejmuje Cele badan oraz Materiat do badas i
metody. Z tej czgsci pracy czytelnik dowiaduje sie, ze do badan wykorzystano 4 z 6 gatunkéw
pijawek z rodzaju Hirudo: 3 gatunki europejskie i jeden gatunek pijawki japofiskiej. W Tabeli I
(strona 22) w sposéb przejrzysty przedstawiono zastosowane metody badawcze dla
poszczegdlnych gatunkéw pijawek z podang liczbg osobnikdw wykorzystanych do analiz. Opis
zastosowanych technik badawczych jest poprawny, umozliwiajgcy powtérzenie wykonanych
analiz i uzyskanie poréwnywalnych wynikéw. Na uwage zashiguje zilustrowanie za pomocg 3
rycin (Ryc. 7-9) techniki seryjnej mikroskopii skaningowej powierzchni bloczka (SBEM) i
rekonstrukeji tréjwymiarowych.

W rozdziale 2 pominigty zostal opis analizy preparatéw catosciowych w mikroskopii
stereoskopowej, ktérych wyniki w postaci dokumentacji fotograficznej przedstawiono na
rycinach 11Bi 12. .

WYNIKI Doktorantka zdecydowala si¢ zaprezentowa¢ pod katem zastosowanych metod
badawczych. Taki sposéb omawiania wynikéw wprowadza do tekstu duzg przejrzystosé i
ulatwia czytelnikowi analize kolejnych 16 rycin (Ryciny 10-25) oraz 10 animacji.

Na podkreslenie zashiguje wysokiej jakosci starannie wyselekcjonowana dokumentacja
fotograficzna szczegélnie z TEM, mikroskopii konfokalnej i tréjwymiarowej rekonstrukcji.
Przy tak wiélokomérkdwych zespotach uzyskanie odpowiednich obrazéw wymagato od
Doktorantki ogromne;j pracy, starannosci i cierpliwosci.

W WYNIKACH Pani mgr Natalia Jarosz opisala rezultaty badan molekularnych weryfikujace
przynalezno$¢ gatunkowa badanych pijawek, organizacje ukladu rozrodczego, organizacje
meskich zespoléw komérek plciowych, liczbe komérek w tych, zespolach, ultrastrukture
kolejnych  pokolen meskich komérek plciowych, Srednice 1 dlugo$¢ mostkéw
migdzykomérkowych, cytoszkielet aktynowy, mikrotubularny oraz rozmieszczenie i aktywnosé
mitochondriéw realizujgc tym samym wyznaczone cele. Sposob prezentacji wynikow jest
“zwigzly i przejizysty, bez zbednych powtérzen.

DYSKUSJA jest wielowatkowa i obejmuje zagadnienia zwigzane bezposrednio z tematem
recenzowanej rozprawy. Sposob prowadzenia dyskusji jest dojrzaly.

W niektorych miejscach niedosyt budzi brak konkluzji lub wlasnych interpretacji Autorki. Na
przyktad Doktorantka kilkakrotnie podkresla fakt, ze w zadnym z przebadanych gatunkow
pijawek podobnie do innych siodelkowcéw nie zaobserwowano komérek somatycznych
otaczajgcych meskie komérki pleiowe. Otwarta pozostaje kwestia interpretacji tych wynikéw,
bioragc pod uwage, co Autorka podkresla w Dyskusji, ze taka sytuacja jest unikatowa w $wiecie
zwierzat. Prositabym Doktorantke o te interpretacje podczas publicznej obrony. Chcialabym tez
zada¢ Doktorantce 2 pytania:

1. Jak jest rola transferu mitochondriéw przez mostki miedzykomoérkowe pomiedzy

komoérkami a cytoforem.
2. wyjasnienie zmiany pozycji aparatu Golgiego w spermatydach wydluzajacych sig.




PODSUMOWANIE uzyskanych przez Doktorantke wynikéw zostalo przedstawione w postaci
7 poprawnie sformutowanych wnioskow.

Spis LITERATURY obejmuje 161 pozycji. Dobér cytowanych prac jest whasciwy i adekwatny
do omawianych zagadnien, przemawiajacy za dobrg znajomoscia tematu.

Rozprawe doktorska Pani mgr Natalii Jarosz oceniam bardzo wysoko. Doktorantka
zaplanowala i przeprowadzila eksperymenty przy uzyciu réznorodnych i dobrze dobranych
technik badawczych. Analiza otrzymanych wynik6w pozwolita na uzyskanie nowych danych,
ktore w sposéb kompleksowy opisuja strukture meskich zespoléw pleiowych podczas
spermatogenezy pijawek z rodzaju Hirudo.

Do najwazniejszych osiagnie¢ przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej
nalezy:

1. Wykazanie, ze spermatogeneza u badanych gatunkéw pijawek ma taki sam przebieg
2. Wrykazanie jednakowej struktury zespoléw komorek plciowych badanych gatunkéw
pijawek lekarskich
3. Okreélenie finalnej liczby komdrek w zespotach u 3 gatunkow europejskich pijawek
lekarskich
4. Zaplanowanie i wykonanie analizy rozmieszczenia mitochondriow w meskich
zespolach komoérek plciowych pijawek lekarskich z wykorzystaniem seryjnej
mikroskopit ‘skaningowej powierzchni bloczka i rekonstrukeji tréjwymiarowych.
“Efektem tej analizy jest wykazanie migdzy innymi obecnosci sieci mitochondrialnych
W cytoplazmze spermatogomow 1 spermatocytow .
:5. Wykazanie zmiennej aktywnosci energetycznej mitochondriow podczas kolejnych
etapow sperrnatogenezy
' 6. Opisanie zmian w strukturze cytoszkieletu aktynowego i mlkrotubulamego zespolow
+ komorek plciowych podczas kolejnych stadiow spermatogenezy pijawek lekarskich.

Uwagi krytyczne

. W WYNIKACH Podrozdziat 3.3. MIKROSKOPIA SWIETLNA Doktorantka klasyfikuje
kolejne generacje megsklch komérek pleiowych migdzy innymi w oparciu o liczbe i pozycje
mitochondriéw oraz obecno$é i pozycje akrosomu. Na rycinach 13 i 14 bardzo dobrze
widoczne sg regiony, w ktérych wyst@pujq struktury komoérkowe, natomiast z poziomu
: m1krosk0pu Swietlnego trudno je zidentyfikowaé. Rozumiem, ze zastosowane do
klasyfikacji komérek kryteria znajdujg uzasadnienie w 1dentyﬁkaq1 organelli z poziomu
innych technik np. TEM. Dlatego tez sugerowalabym raczej klasyfikacje komérek w
oparciu o wiecej niz jedng z wykorzystywanych metod.-

2. Str. 32 Stwierdzenie ,,Komérki plciowé obserwowane w obrebie jader nie wystepuja
indywidualnie tylko tworza zespoly...” jest niespéjne ze zdaniem widnicjacym na stronie
33 ,,Komorki piciowe sg polgczone w zespoty do stadium wydtuzonych spermatyd, kiedy to
pozne spermatydy tracg polgczenie z cytoforem i dojrzale plemniki nie tworzg juz zespotow
komérek plciowych i czgsto wystepuja w pakietach.” Zaktadam, ze niesp6jnosé ta jest
klasycznym przykladem skrétu myslowego.

3. Str. 40 Doktorantka omawiajac lokalizacje cytoszkieletu aktynowego wskazuje na rycine
21 E-H, podczas, gdy Rycina 21 w zalgczonej dokumentacji koficzy sie na zdjeciu F.

4. Str. 64 w tej czesci pracy pojawia sie niespojnosé. Doktorantka stwierdza, ze ,,Analiza
konformacji mitochondriéw pozwolita m. in. odpowiedzie¢ na istotne pytanie: W jaki



sposéb powstaje pojedyncze mitochondrium, ktére docelowo lokuje sie we wstawce
plemnikéw pijawek?” A w ponizszym akapicie kontynuuje ,Na podstawie niniejszych
badan nie udato si¢ w petni odpowiedzie¢ na postawione pytanie.”

Recenzowana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego jakim
jest organizacja i funkcjonowania meskich zespoléw piciowych podczas spermatogenezy
pijawek lekarskich z rodzaju Hirudo. Ponadto, wykazuje ogding wiedze teoretyczng

Doktorantki w dyscyplinie nauk biologicznych oraz potwierdza umiejetno$¢ Doktorantki w ™

zakresie samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, w tym opanowanie odpowiedniego
warsztatu metodologicznego.

- Reasumujgc stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Jarosz pt.
“Organizacja i funkcjonowanie meskich zespoléw komérek pleiowych podeczas
spermatogenezy pijawek lekarskich z rodzaju Hirudo (Annelida, Clitellata)” w pelni
odpowiada warunkom Ustawy o stopniach i tytule naukowym okreslone w artykule 13. 1
Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) w zwigzku z artykulem 179 ust. 1
Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.- Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669) i wnioskuj¢ do Rady Instytutu Biologii,
Biotechnologii i Ochrony Srodowiska Wydziatu Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Slqskiego
w Katowicach o dopuszczenie Pani mgr Natalii Jarosz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Doceniajac wysoki poziom pracy wnosz¢ réwniez o wyréznienie rozprawy

doktorskiej. . :

Wrocéaw’éz,E 8. 032()2] 7. dr hab. Izabela Jedrzejowska
i ' _ ' f/ .




