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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Natalii Kodzik pt.: ,,Proteom ukladu rozrodczego
jesiotra syberyjskiego (Acipenser baerii): charakterystyka profili bialkowych
plemnikow, plazmy nasienia, ikry i ptynu owaryjnego oraz zmian w wyniku

kriokonserwacji nasienia”

Ocena zostala sporzadzona w zwigzku z powolaniem mnie przez Rade Naukowa Instytutu Rozrodu
Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie w dniu 17 pazdziernika 2024 r. na recenzenta rozprawy
doktorskiej mgr Natalii Kodzik pt.: ,Proteom ukladu rozrodczego jesiotra syberyjskiego
(Acipenser baerii): charakterystyka profili bialkowych plemnikéw, plazmy nasienia, ikry i plynu

owaryjnego oraz zmian w wyniku kriokonserwacji nasienia”.

I. Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Pani mgr Natalia Kodzik przygotowala rozprawe doktorska dotyczaca analizy wybranych
fragmentéw proteomu ukladu rozrodczego jesiotra syberyjskiego (Acipenser  baerii)
z uwzglednieniem charakterystyki profili biatkowych plemnikéw, plazmy nasienia, ikry i plynu
owaryjnego oraz zmian w wyniku kriokonserwacji nasienia. Swoja prace doktorskg realizowata pod
opiekg Pani dr hab. Marioli A. Dietrich, prof. Instytutu — wybitnej specjalistki z zakresu biologii

i fizjologii rozrodu zwierzat oraz biologii gamet i zarodka.



Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi cykl trzech opublikowanych oryginalnych
artykutéw naukowych, tematycznie zwigzanych ze soba. Publikacje naukowe, stanowigce rozprawe
doktorska zostaly wydane w latach 2023-2024. Wszystkie prace zostaly opublikowane
w czasopismach z listy MNiSW (sumaryczna liczba punktéw MNiSW, zgodnie z rokiem wydania,
wynosi 420; IF=13,70). We wszystkich publikacjach mgr Natalia Kodzik jest pierwszym autorem,
natomiast role autora korespondujacego pelni promotor rozprawy doktorskiej — dr hab. Mariola A.
Dietrich, co wskazuje na nadzdr merytoryczny nad badaniami naukowymi oraz sprawowanie $cistej
kontroli nad publikowanymi wynikami badan. Wklad indywidualny doktorantki w powstanie
wymienionych publikacji naukowych (biorac pod uwage réwniez realizacje prac badawczych),
gtéwnie polegal na: pobieraniu materialu biologicznego, przygotowaniu materialu do analiz,
wspoludziale w ekstrakeji biatek z materialu biologicznego, cytometrycznej analizie zywotnosci,
koncentracji plemnikéw oraz integralnosci akrosomu, wykonaniu elektroforezy 2D-DIGE,
identyfikacji bialek przy uzyciu spektrometrii mas MALDI-TOF/TOF, wykonaniu analiz
bioinformatycznych, wspotudziale w analizie statystycznej, wspotudziale w interpretacji wynikow,
wizualizacji uzyskanych wynikéw, przygotowaniu manuskryptu oraz udziale w czynnosciach
zwigzanych z procesem publikacji.

Recenzowana rozprawa doktorska obejmuje charakterystyke cyklu prac badawczych,
przedstawiong na 49 stronach maszynopisu, uwzgledniajgcg Streszczenie w jezyku polskim
i angielskim oraz nastepujace rozdziaty: 1) Wstep; 2) Hipoteza i cele badawcze; 3) Spis zastosowanych
metod; 4) Wyniki; 5) Dyskusja; 6) Podsumowanie; 7) Wnioski; 8) Bibliografia. Ponadto,
przedstawiona do recenzji praca doktorska zawiera 9) Publikacje wraz z oéwiaﬂczeniami autoréw, co
stanowi najwazniejszy element pracy doktorskiej.

Prezentowana rozprawa doktorska jest poprawna pod wzgledem formalnym; zawiera wszystkie

wymagane elementy, ktore syntetycznie i w sposob bardzo uporzadkowany charakteryzujg zakres



badawczy. Publikacje zamieszczone w rozdziale ,Bibliografia” zostaly dobrane odpowiednio

i stanowig material Zrodtowy zwigzany z obszarem badawczym prezentowanym przez doktorantke.

IT Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Tematyka pracy doktorskiej obejmuje zagadnienia zwigzane z charakterystyka proteomu gamet
(plemnikéw i ikry) jesiotra syberyjskiego i otaczajacego je $rodowiska (plazmy nasienia i ptynu
owaryjnego) oraz zmian proteomu plemnikéw w wyniku kriokonserwacji nasienia, w celu
zrozumienia biochemicznych 1 fizjologicznych podstaw funkcjonowania ukladu rozrodczego
jesiotréw oraz poznania mechanizméw kriouszkodzefi plemnikéw w zaleznosci od zastosowanego
krioprotektanta.

W rozdziale ,,Wstep” Pani mgr Natalia Kodzik nakresla tto obszaru badawczego, ktory stanowit
podstawe jej doktoratu. Rozpoczynajac od ogoélnej charakterystyki ryb jesiotrowatych, doktorantka
przedstawia gatunek jesiotra syberyjskiego, skupiajac si¢ gléwnie na specyfice biologii rozrodu tego
gatunku oraz charakterystyce nasienia, ikry i plunu owaryjnego. W kolejnych fragmentach tego
rozdzialu, doktorantka wprowadza czytelnika w zagadnienia dotyczace proteomicznej analizy biatek
oraz komplekséw biatkowych nasienia, ikry i ptynu owaryjnego ryb jesiotrowatych. Opisuje réwniez
kriokonserwacje nasienia ryb jesiotrowatych wraz z jego analiza proteomiczna. Wszystkie
wymienione powyzej zagadnienia s opisane w sposob zrozumialy dla czytelnika i zawieraja
najwazniejsze informacje charakteryzujace obszar badawczy przedstawionej do recenzji dysertacji
doktorskiej.

Kolejnym elementem pracy doktorskiej jest rozdzial ,Hipoteza i cele badawcze”, w ktérym
doktorantka bardzo precyzyjnie okreslila trzy hipotezy badawcze oraz zaplanowata cele badawcze,
ktore powigzala z nastepujacymi zadaniami badawczymi:

1. Charakterystyka profilu bialkowego oraz komplekséw biatkowych plazmy nasienia jesiotra

syberyjskiego — Publikacja PI



2. Poréwnanie proteomu ikry i ptynu owaryjnego jesiotra syberyjskiego — Publikacja P II

3. Analiza proteomiczna zmian w profilu bialkowym nasienia jesiotra syberyjskiego po
kriokonserwacji z uzyciem MeOH i DMSO jako krioprotektantéw — Publikacja P III
Osiagnigcie zamierzonych celow zostalo zwienczone opublikowaniem 3 ponizej
wymienionych publikacji naukowych, w ktérych doktorantka zawarta unikatowe wyniki
swoich prac badawczych:

¢ Kodzik N, Ciereszko A, Szczepkowski M, Karol H, Judycka S, Malinowska A, Swiderska B,
Dietrich MA. Comprehensive proteomic characterization and functional annotation of
Siberian sturgeon ~ seminal plasma proteins, Aquaculture. 2023; 568, 739326,
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2023.739326. IF: 4.4; MEiN: 140 pkt.

® Kodzik N, Ciereszko A, Szczepkowska B, Malinowska A, Dietrich MA. Comparative

proteomic analysis of the ovarian fluid and eggs of Siberian sturgeon. BMC Genomics. 2024;
25(1):451. doi: 10.1186/312864-024-10309-y. IF: 3.5; MEiN: 140 pkt.

o Kodzik N, Ciereszko A, Judycka S, Stowinska M, Szczepkowska B, Swiderska B, Dietrich
MA. Cryoprotectant-specific alterations in the proteome of Siberian sturgeon spermatozoa
induced by cryopreservation. Scientific Reports. 2024; 14(1):17707. doi:10.1038/s41598-
024-68395-7. IF: 3.5; MEiN: 140 pkt

Rozdziat 3. ,,Spis zastosowanych metod” zostal podzielony na trzy czesci, zwigzane z trzema
do$wiadczeniami (bezposrednio powigzanymi z publikacjami doktorskimi). Rozdzial ten zawiera
wykaz zaawansowanych metod badawczych, stosowanych przez doktorantke w trakcie realizacji
badan dotyczacych pracy doktorskiej. Zakres zastosowanych metod analitycznych,
bioinformatycznych i statystycznych jest imponujacy i $wiadczy o dobrej znajomosei zagadnien oraz
zaawansowanych umiejetnosciach analitycznych mgr Natalii Kodzik. Graficzne przedstawienie
doswiadczen przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej wskazuje na dobrze zaplanowane prace

badawcze, ktére tworza spdjng catosé.



W rozdziale ,,Spis zastosowanych metod”, doktorantka nie uwzglednita metodyki badawczej, co nie
jest bledem, poniewaz metodyka badawcza zostata dokladnie opisana w publikacjach, stanowigcych
dysertacje doktorska. Uznaje, ze brak metodyki jest zwigzany z forma przygotowania rozprawy
doktorskiej, obowigzujgcg w jednostee, w ktorej doktorantka realizowata prace doktorska.

Wszystkie prace eksperymentalne byly prowadzone przy wspdtpracy z Zaktadem Hodowli Ryb
jesiotrowatych w Pieczarkach, Instytutu Rybactwa Srédlqdowego im. Stanistawa Sakowicza PIB
w Olsztynie, gdzie znajduja si¢ stada mateczne ryb jesiotrowatych. Cze$¢é analityczna (analizy
laboratoryjne, bioinformatyczne oraz statystyczne) doktoratu byla realizowana przez doktorantke
w Zakladzie Biologii Gamet i Zarodka Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN
w Olsztynie, pod kierunkiem Pani promotor dr hab. Marioli A. Dietrich, prof. Instytutu, o czym
$wiadczg informacje zawarte w publikacjach naukowych oraz w dotaczonych oswiadczeniach.

W rozdziale ,,Wyniki”, doktorantka przedstawila w sposob syntetyczny wyniki badan, ktére
zostaly szczegotowo opisane w publikacjach naukowych. Wyniki badan zostaly scharakteryzowane
w trzech podrozdzialach, nawigzujac do zaplanowanych zadan badawczych. Biorac pod uwage
unikatowos¢ badan, warto podkreslic, iz zawarte w niniejszej pracy doktorskiej badania sg pierwszymi,
ktoére szczegdlowo charakteryzujg profile bialkowe plemnikéw, plazmy nasienia, ikry i ptynu
owaryjnego jesiotra syberyjskiego. Dodatkowo badania te charakteryzuja zmiany zachodzgce
w wyniku kriokonserwacji nasienia tego gatunku jesiotra. W trakcie szeroko zakrojonych prac
analitycznych, doktorantka wykazala, ze biatka plazmy nasienia odgrywaja istotng role w procesach
immunologicznych, metabolizmie, transporcie za posrednictwem pecherzykow
zewnatrzkomodrkowych oraz proteolizie. Ponadto doktorantka zidentyfikowata biatka zaangazowane
w procesy rozrodcze (uwzgledniajac spermatogenezg, zaptodnienie, reakcje akrosomalng i ruchliwosé
plemnikow) oraz wytypowata cztery kompleksy biatkowe w plazmie nasienia jesiotra. W trakcie badan
zwigzanych z analizg proteomiczng plynu owaryjnego, kandydatka wykazalta znaczacy udzial bialek

wlaczonych w procesy odpornosciowe, metabolizm cholesterolu oraz regulacje cytoszkieletu



aktynowego. Wykazala réwniez zaangazowanie bialek ikry w szlaki metaboliczne, na przyktad:
fosforylacje oksydacyjng i metabolizm kwasdéw thuszczowych, ubikwitynacje biatek i translacje.
W trakcie eksperymentéw dotyczacych kriokonserwacji nasienia z wykorzystaniem dwoch réznych
krioprotektantéw, doktorantka wykazala, ze plemniki kriokonserwowane w DMSO charakteryzowaty
si¢ odmiennym profilem bialkowym oraz wplywaly na nizszy odsetek wylegu w poréwnaniu do
plemnikow kriokonserwowanych z MeOH.
Uzyskane w ramach niniejszej pracy doktorskiej wyniki badan poszerzaja wiedze na temat
mechanizméw molekularnych zachodzacych w ukladzie rozrodczym samic i samcdéw jesiotra
syberyjskiego. Ponadto stanowia nowg wiedze na temat zaburzei wynikajacych z kriokonserwacji
nasienia przy zastosowaniu wybranych krioprotektantow.

Rozdziat ,Dyskusja” charakteryzuje uzyskane wyniki badan oraz ich unikatowosé
w pordwnaniu do podobnych badan prowadzonych na innych gatunkach ryb. W rozdziale tym, autorka
opisuje ogélny stan wiedzy w obszarze badawczym, zbieznym z realizowang pracg doktorska.
Dodatkowo, opisuje najwazniejsze swoje osiagnigcia, wsrdd ktorych mozna wyrdznié: 1) najwickszy
opisany proteom plazmy nasienia dla ryb jesiotrowatych, zlozony z 665 biatek; 2) zidentyfikowanie w
plazmie nasienia bialek wiazacych ryboflawing (R{BP) oraz RBP4, ktére wczesdniej nie byly
identyfikowane u innych gatunkéw ryb; 3) zidentyfikowanie w plazmie nasienia 70 biatek zwigzanych,
miedzy innymi, z nastgpujacymi procesami rozrodczymi: spermatogeneza, zaptodnienie, wigzanie
plemnika z oslonkg przejrzystg, ruchliwo$¢ plemnikdéw i in.; 4) scharakteryzowanie i opisanie
kompleksow biatkowych wystepujacych w plazmie nasienia jesiotra syberyjskiego; 35)
scharakteryzowanie sktadu bialkowego plynu owaryjnego i ikry; 6) wskazanie na podobienstwo sktadu
biatkowego plynu owaryjnego i plazmy nasienia jesiotra syberyjskiego; 7) zidentyfikowanie zmian
proteomu nasienia jesiotra syberyjskiego poddanego kriokonserwacji z uzyciem MEOH i DMSO.
Ponadto doktorantka wskazuje na potrzebe rozszerzenia badan, na przyklad w zakresie izolacji

egzosomoOw z plazmy nasienia jesiotra wraz z ich proteomiczng i funkcjonalng charakterystyka.



Doktorantka wskazuje réwniez na potrzebe przeprowadzenia badan ukierunkowanych na szczegoétowsg
charakterystyke kompleksow biatkowych w celu zrozumienia interakcji biatko-biatko oraz poznania
funkeji i regulacji biatek plazmy nasienia w procesach rozrodezych ryb jesiotrowatych.

Zwienczeniem uzyskanych wynikow badan, zrealizowanych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej, jest 11 wnioskoOw powigzanych z realizowanymi zadaniami badawczymi, ktore
potwierdzaja unikatowo$¢ i waznos¢ prezentowanych badan naukowych.

Rozdzial ,,Bibliografia” zawiera 102 pozycje literaturowe dobrane odpowiednio do obszaru
badawczego w zakresie przygotowanej pracy doktorskiej.

Drobne bledy, wymagajace korekty, dostrzegtam w cytowaniu pismiennictwa; zauwazylam
réwniez pozycje literaturowe, ktore nie zostaly zacytowane. Ponizej przedstawiam wspomniane
uchybienia:

- str. 13 — jest Ginzburg i in. 1968; w spisie literatury jest Ginzburg 1968;

- str. 131 15 — jest Jamieson i in. 1991; w spisie literatury jest Jamieson 1991;

- str. 13 — jest Psenicka i Ciereszko, 2018; brak w spisie literatury;

- str. 14 — jest Ciereszko i in., 1994; brak w spisie literatury;

- str. 14 —jest Sun i in. 2015; brak w spisie literatury;

- str. 31 — jest Adami i in. 2020; brak w spisie literatury.
Ponadto w tekscie brakuje cytacji nastgpujacych pozycji literaturowych, zamieszczonych
w Bibliografii: Sun i Zhang 2015, Rahi i in. 2020.
Przytoczone powyzej uwagi maja charakter korektorski i w niczym nie umniejszajg wysokiej wartosci
naukowej niniejszej rozprawy doktorskie;j. |

Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Natalii Kodzik stanowi
oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego, a uzyskane wyniki badah wnosza nowg
wiedzg, ktéra moze by¢é wykorzystana do optymalizacji technologii rozrodu ryb jesiotrowatych.

Rozprawa doktorska przygotowana jest starannie, a zastosowane liczne metody badawcze $wiadczg



o bardzo dobrym opanowaniu nowoczesnych analiz laboratoryjnych, wskazujgc jednoczesnie na
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Uzyskane wyniki wnosza wiele nowych
informacji o charakterze poznawczym i praktycznym, ktére mogg by¢é wykorzystane w badaniach
eksperymentalnych i pracach gospodarczych, zwigzanych z rozrodem ryb jesiotrowatych w warunkach
kontrolowanych.

Biorac pod uwage wartos¢ merytoryczng pracy, jej oryginalnosé oraz walory poznawcze
i utylitarne oswiadczam, iz praca pt.: ,Proteom ukladu rozrodczego jesiotra syberyjskiego
(Acipenser baerii): charakterystyka profili bialkowych plemnikéw, plazmy nasienia, ikry i plynu
owaryjnego oraz zmian w wyniku kriokonserwacji nasienia” prezentuje ogélng wiedze
teoretyczng kandydatki w dyscyplinie zootechnika i rybactwo oraz umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukewej. Jednoczesnie stwierdzam, Ze niniejsza praca doktorska w pelni
odpowiada wymogom stawianym rozprawom doktorskim, zgodnie z aktualnie obowiazujgcymi
zapisami ustawy okre§lonymi w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.), w zwiazku z czym opiniuje ja pozytywnie
i przedkladam Radzie Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo Instytutu Rozrodu
Zwierzat i Badan Zywno$ci Pan w Olsztynie wniosek o dopuszczenie mgr Natalii Kodzik do
kolejnych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na zastosowanie bardzo zaawansowanych technik eksperymentalnych
i analitycznych w niniejszej pracy doktorskiej oraz uzyskanie istotnych wynikéw naukowych,

wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Natalii Kodzik.
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