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Recenzja

Rozprawy doktorskiej Pani lek. wet. l1zabeli Krawczyk - Mar¢ pt.: ,, Badania
rozmieszczenia oligodendrocytow i obecnosci w nich zelaza w mézgowiu szynszyli malej

(Chinchilla lanigera)”’.

Pani lek. wet. Izabela Krawczyk-Mar¢ wykonata pracg w Katedrze Nauk Morfologicznych,
w Zaktadzie Histologii i Embriologii, Wydziatu Medycznego, Uniwersytetu w Rzeszowie

pod kierunkiem Pana prof. dr hab. n. med. Stanistawa Orkisza.

Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska obejmuje dobrze zaplanowane i wykonane
badania laboratoryjne, w ktorych Autorka analizowata rozmieszczenie oraz obecno$é zelaza
w oligodendrocytach szynszyli matej (Chinchilla lanigera). Badania przeprowadzono w
obszarach stabo i mocno zmielinizowanych mézgowia Do badan wybrano: kore mozgowa,
hipokamp, istote szarg okotowodociggows, cialo modzelowate oraz torebke wewngtrzna.
Dos$wiadczenia przeprowadzono pod katem dystrybucji oligodendrocytow w wybranych

obszarach osrodkowego ukladu nerwowego, histochemicznej analizy obecnosci w nich



zelaza,  immunodetekcji zasadowego biatka mieliny (MBP) oraz analizy wybranych
parametrow morfometrycznych komorek. Oligodendrocyty nalezag do  unikalnego typu
neurogleju. Sa to mate komorki, ktére zazwyczaj uktadaja si¢ wzdluz widkien nerwowych,
wytwarzajac ich ostonki mielinowe w osrodkowym uktadzie nerwowym. Na ogot przylegaja
do neuronéw, szczegolnie w istocie szarej. Dopiero stosunkowo niedawno zaczeto je badac i
szczegolowo poznawac. Niezwykle istotne, w kontek$cie chordb neurodegeneracyjnych i
roznorodnych zaburzen neurologicznych, jest ich rola w procesie mielinizacji oraz
zarzadzanie gospodarkg zelaza. Wykazano bowiem degeneracje lub utrate oligodendrocytow,
zaburzenia w poziomie biatek budujacych ostonke¢ mielinowa czy tez zaburzenia homeostazy
zelaza w takich chorobach jak mi.in.: choroba Alzheimera, stwardnienie rozsiane czy
stwardnienie zanikowe boczne. Podj¢cie badan byto wigc bardzo wazne, gdyz do tej pory
oligodendrocyty badano gtownie u szczura i myszy za$ nieliczne doniesienia dotyczg tej
tematyki u ludzi i innych zwierzat nielaboratoryjnych. Szynszyla, obecnie zwierze
hodowlane, fermowe i towarzyszace, znana jest szczegdlnie z unikalnych cech okrywy
wlosowej. Brak jest jednak badan, w odniesieniu do tego gatunku, na temat rozmieszczenia
oligodendrocytow, ich morfologii oraz dystrybucji zelaza. Dlatego tez podjecie badan
uwazam za celowe i bardzo uzasadnione.

Doktorantka w swojej pracy wykazata nierdbwnomierne rozmieszczenie
oligodendrocytow w korze mozgowe;j, istocie szarej wodociggowej oraz hipokampie. Badane
komorki wystgpowaly parami albo jako pojedyncze oligodendrocyty w poblizu naczyn
krwiono$nych oraz neronéw. W hipokampie najwieksza ich gesto$¢ obserwowala w polach
CA2 i CA3. Odmienne wulozenie, Autorka Dysertacji, odnotowata w obszarach mocno
zmielinizowanych tj. torebce wewnetrznej oraz ciele modzelowatym, gdzie oligodendrocyty
utozone byly w charakterystyczne rzgdy. Co ciekawe, zaobserwowata czterokrotnie wigksza niz
w obszarach sltabo zmielinizowanych, gesto$¢ oligodendrocytow w obszarach mocno
zmielinizowanych. Réwnoczes$nie,  zastosowane przez Doktorantk¢ metody, potwierdzity
podobng dystrybucje badanych komorek gleju w wybranych obszarach mézgowia szynszyli
matej. Z kolei analiza poréwnawcza oligodendrocytow u samic i samcOw szynszyli malej
wykazata, ze w obszarach stabo 1 mocno zmielinizowanych moézgowia u samcéw i samic badane
komorki  nie wykazywaly roznic morfometrycznych. Doktorantka wykazata w swoich
badaniach obecnos$¢ zelazopozytywnych oligodendrocytéw, ktore posiadaty, jak czytamy w
dyskusji, brazowy produkt reakcji histochemicznej w cytoplazmie i wypustkach (szkoda, ze
we whnioskach ten aspekt badan tj. dotyczacy dystrybucji zelaza nie zostal ujety).

Jednocze$nie tlumaczy i interpretuje uzyskane wyniki wskazujac, ze ,,umiejscowienie



zelazopozytywnych oligodendrocytéw przy naczyniach krwionos$nych, swiadczy¢ moze o ich
roli w dystrybucji tego pierwiastka w mézgowiu u szynszyli natomiast oligodendrocyty, ktore
zlokalizowane sg przy neuronach, moga by¢ zrédlem zelaza niezbgdnego dla proceséw
metabolicznych neuronéw’’. W mojej opinii, sluszno$¢ postawionych wnioskow  oraz
wzbogacenie pracy o nowe i cenne doniesienia, mogtyby jednoznacznie potwierdzi¢ badania
na poziomie mikroskopii elektronowej z wykorzystaniem techniki mikroanalizy rentgenowskiej
(EDX) czy spektroskopii strat energii elektronéw (EELS). Ocena dystrybucji zelaza na poziomie
ultrastrukturalnym skojarzona z wynikami uzyskanymi na poziomie mikroskopii $wietlnej
umozliwitaby uzyskanie doktadnej komorkowej i regionalnej dystrybucji zelaza w badanych
komorkach i obszarach moézgowia szynszyli malej. Cickawe bylo zastosowanie barwienia
immunohistochemicznego z uzyciem przeciwcial przeciwko zasadowemu biatku mieliny. Cenne
byloby jednak, wykonanie dodatkowych testow okreslajacych poziom ekspresji tego biatka w
badanych rejonach osrodkowego uktadu nerwowego, na przyktad metoda Western Blot, co
dostarczytoby dodatkowych, precyzyjnych informacji, a by¢ moze wykazatoby réznice ilosciowe

nie tylko pomigedzy obszarami badawczymi ale tez pomigdzy samcami i samicami.

Nalezy mie¢ nadziej¢, ze Doktorantka podejmie prob¢ wyjasnienia i uzupetnienia powyzszych

problemoéw badawczych w swojej dalszej pracy naukowe;.

Ocena struktury pracy

Rozprawa doktorska lek. weterynarii 1zabeli Krawczyk-Mar¢ ma form¢ wydruku komputerowego
i liczy 94 strony. Napisana jest poprawnym jezykiem polskim. Tekst pracy zilustrowany jest 9
tabelami, 40 fotografiami oraz 7 wykresami. Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich i
zawiera wstep, cel pracy, dane o materiale i metodyce badan, omdéwienie wynikow, dyskusje,
wnioski. Spis pi$miennictwa liczy 151 pozycji , z ktérych 92 obejmuje okres ostatnich 10 lat.
Prace¢ rozpoczyna czytelny Spis tresci. We Wstepie, liczacym 21 stron, Doktorantka
scharakteryzowata oraz podsumowata dotychczasowa wiedz¢ o roznych typach komorek
glejowych osrodkowego uktadu nerwowego w tym wiedzg dotyczaca astrocytow, mikrogleju,
ependymocytow i oligodendrocytow. W przystepny i jasny sposob przedstawila proces
mielinizacji oraz zwigzek oligodendrocytow z gospodarka i homeostaza zelaza. Doktorantka
umiejetnie cytowala piSmiennictwo i krytycznie je dobrata do wiedzy teoretycznej dotyczacej
omawianych zagadnien. Nie ustrzegla si¢ jednak bledu. Zabrakto mi bowiem informacji, w tym
rozdziale pracy, na temat budowy hipokampa, kory mozgowej, istoty szarej

okotowodociggowej, ciata modzelowatego oraz torebki wewngtrznej jako badanych struktur



mozgowia. Te informacje znalazty sie¢ natomiast w metodyce. Nieliczne bledy interpunkcyjne
oraz edytorskie, ktore pojawily si¢ w tym rozdziale, nie umniejszajg warto$ci pracy:
-organele zamiast organelle (str.10),

-po 60. dniu jest kropka a nie powinno jej by¢ (str. 16),

-transferyna - zamiast transferryna - nalezatoby ujednolici¢ (str. 20 i 21)

- wewnatrzkomoérkowej zamiast wewnatrzkomorkowej (str. 21),

- fosfodiestraza - zamiast fosfodiesteraza (str. 21)

Przedstawione po Wstepie cele zostaly jasno sformutowane.

W Materiatach i Metodach, Doktorantka opisata material badawczy, szczegoétowe
procedury badawcze, techniki wykorzystane do badan oraz, co moim zdaniem jest
niefortunne, obszary mézgowia, w ktorych badano oligodendrocyty (te informacje powinny
by¢ zamieszczone we wstepie). Metodyka zostala trafnie dobrana do postawionych celow.
Nie znalaztam jednak, w tym rozdziale, odniesien do literatury w przypadku wszystkich
metod. Doktorantka nie opisala w jaki sposob byty u$miercane zwierzgta. Mojg watpliwos¢
budzi tez grubos$¢ skrawkow uzyskiwana na mikrotomie rotacyjnym tj. 20 um, zwlaszcza, ze
zdjecia uzyskane przez Dysertantke sa bardzo dobrej jako$ci. Brakuje roéwniez informacji
dotyczacych ilosci skrawkow, ilosci komodrek nerwowych oraz liczby powtdrzen
analizowanych preparatow. Nie jest jasne jak liczono gesto$§¢ komorek. Doktorantka nie
podata nazwy uzytego testu statystycznego. W metodach znalaztam braki dotyczace czaséw
utrwalania, ptukania czy inkubacji a w metodzie opisujacej reakcje immunohistochemiczng
znalazto si¢ niewlasciwe sformulowanie: przeciwciato pierwotne i wtorne - raczej powinno
by¢ przeciwciato pierwszo- i drugorzedowe.

Wyniki zostaly opracowane starannie i dokladnie. Liczne fotografie (bardzo dobrej
jakosci), tabele oraz wykresy utatwiaja ich zrozumienie i przeanalizowanie. Opis wynikow jest
jasny 1 przystepny. Znalaztam kilka drobnych uchybien. Nalezaloby ujednolici¢ wielko$¢
czcionki na zdjegciach, doda¢ tytuly osi Y wraz z jednostkami i ich dokladno$ciami oraz
uzupehi¢ wykresy o wartosci odchylenia standardowego.

W  Dyskusji Doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki z danymi literaturowymi,
zachowujac odpowiedni stopien Krytycyzmu. Autorka wykazata si¢ bardzo dobrg znajomoscia
problemow zwigzanych z tematyka pracy. Wnioski, podsumowujace uzyskane dane, zostaly
jasno sformutowane i odpowiadajg wyznaczonym celom, cho¢ brakuje mi wniosku dotyczacego
dystrybucji zelaza w badanych komoérkach w rdéznych rejonach mozgowia szynszyli matej. Prace
konczy Streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim. Bogate pismiennictwo jest aktualne oraz

prawidlowo dobrane i zacytowane.



Podsumowujac, Autorka wykazata umiejetnosé samodzielnego rozwiazywania probleméw
badawczych, dobre stosowanie i opanowanie technik badawczych oraz znajomos¢ literatury.
Uzyskane przez Doktorantke wyniki stanowig Jej oryginalne osiagnigcie i dostarczaja nowych
informacji ~ dotyczacych oligodendrocytéw u szynszyli matej jak réwniez uzupetniaja i
poszerzaja wiedze ogdlna  dotyczaca morfologii, dystrybucji oraz zawarto$ci zelaza w
oligodendrocytach  osrodkowego ukladu nerwowego. Przedstawione uwagi krytyczne nie
umniejszajg wartosci merytorycznej pracy.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani Izabeli Krawczyk-
Mar¢ pod tytutem ,, Badania rozmieszczenia oligodendrocytow i obecno$ci w nich zelaza
w mozgowiu szynszyli malej (Chinchilla lanigera)’® odpowiada warunkom okreslonym w
art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2013 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 64, poz. 595, ze zm.) 1 wnosz¢ o dopuszczenie

Kandydatki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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