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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Natalii Kodzik pt. ,,Proteom ukladu rozrodczego jesiotra
syberyjskiego (Acipenser baerii): charakterystyka profili biatkowych plemnikéw, plazmy
nasienia, ikry i plynu owaryjnego oraz zmian w wyniku kriokonserwacji nasienia”
wykonanej w Zakladzie Biologii Gamet i Zarodka Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie,

pod kierunkiem dr hab. Marioli A. Dietrich, profesor Instytutu.

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Dyrekiora Instytutu Rozrodu Zwierzgt
i Badan Zywnosci PAN w Olsziynie z dnia 29.10.2024, zgodnie z uchwalg Rady Naukowej
Instytuty, podjetg w driu 17.10.2024 r.

Opis merytoryczny rozprawy

Oceniana rozprawa doktorska dotyczy poglebionej charakterystyki bialek
ukladu rozrodezego jesiotra syberyjskiego (plemnikéw, plazmy nasienia, ikry, plynu
owaryjnego) oraz zmian zachodzacych w nasieniu tego gatunku po zastosowaniu
kriokonserwacji. Uzyskane wyniki poszerzaja wiedz¢ na temat biochemicznych i
fizjologicznych podstaw funkeji ukladu rozrodezego ryb jesiotrowatych, ktére naleza do
gatunkéw narazonych na wyginigcie.

W ciggu ostatnich dwudziestu lat poglowie ryb jesiotrowatych znaczaco zmalato w
wyniku klusownictwa, nadmiernej eksploatacji (kawior, wysokiej jakosci mieso), degradacji
miejsc rozrodu, kurczenia sie naturalnych siedlisk dla miodych stadiéw rozwojowych, czy
zanieczyszczenia $rodowiska wodnego (przyklad z naszego podworka - w wyniku katastrofy
ekologiczne] w Odrze zginely jesiotry, ktore eksperci od kilkudziesieciu lat prébuja
przywroci¢ do naszych rzek).

Obecnie jesiotry stanowig jedna z najcenniejszych 1 najbardziej zagrozonych

wyginieciem grup zwierzat na swiecie. Zmniejszanie si¢ liczebnosci ich naturalnych populacji




stymuluje dynamiczny rozwdj akwakultury jesiotréw notowany w ostatnich kilkudziesigeiu
latach. Rozwd] ten wiaze sie z rosnacym popytem na kawior, pozyskiwany najezescie] z
jesiotra syberyjskiego i rosyjskiego (nb. Polska jest najwigkszym producentem kawioru w
Europie i drugim na $wiecie), czy potrzeba produkcji materiatu zarybieniowego do celow
restytucji zagrozonych wyginieciem gatunkow.

Biorac pod uwage znaczenie gospodarcze jesiotrow i fakt, Ze sa to zwierzeta reliktowe
o szczegblnych cechach rozrodu, badanie ich gamet wnosi nowe clementy do wiedzy
podstawowej jak i do praktyki kontrolowanego rozrodu, ktora to wiedza jest niezbgdna do
dalszego rozwoju hodowli tych gatunkow. Ryby jesiotrowate, charakteryzuja sie unikalnymi,
w pordwnaniu z rybami doskonatokostaymi (7Teleostei), cechami procesu dojrzewania
plciowego i rozrodu: plemniki jesiotrowatych posiadajg akrosom, proces dojrzewania spermy
zachodzi poza jadrem, podezas przejscia nasienia przez nerki do przewoddw Wolffa, a
plemniki charakteryzuje dhugi okres ruchliwosci po ich aktywacji. W osfonce jajowej znajduja
sie liczne mikropyle, a bruzdkowanie jaj ma charakter holoblastyczny.

Wykonana przez Doktorantke szczegolowa charakterystyka profili biatkowych
plemnikow, plazmy nasienia, ikry, a takze plynu owaryjnego jesiotra syberyjskiego
przedstawia kompleksowe podejscie do zagadnienia rozrodu tego gatunku, w ktérym bierze
sic pod uwage gamety obu pici (zaréwno jakos¢ nasienia i jakos$¢ ikry wplywaja na
skutecznoéé zaplodnienia) i ich otaczajace $rodowisko (plazma nasienia, plyn owaryjny).
Doktorantka badala takze zmiany zachodzgce w proteomie nasienia poddanego
kriokonserwacji.

Plyn nasienny jesiotra ma specyficzny biochemiczny sklad, a poniewaz tworzy
optymalne $rodowisko dla plemnikéw. znajomos¢ kompozycji tworzgeych go bialek moze
byé wykorzystana dla doskonalenia techniki rozrodu, konserwacji nasienia i zaplodnienia u
tego gatunku. Krioprezerwacja nasienia pozwalajaca na ochrong zasoboéw genetycznych
populacji dziko zyjacych, czy hodowlanych, stwarza mozliwos¢ utrzymania zmiennosci
genetycznej populacji i gatunkow.

Dane pochodzace z praktyki wylegarniczej pokazujg, ze standardowe parametry
jakosci nasienia kriokonserwowanego (ruchliwos¢, Zywotnosé), wyrazone procentem wylegu,
zaleza od wielu czynnikéw, w tym od rodzaju zastosowanego krioprotektanta. Zagadnienie to
badane juz bylo u sterleta w oparciu m. in. o niewielka liczbe zidentyfikowanych biatek w
proteomie spermy u tego gatunku. Dlatego tez zrozumienie mechanizmu kriouszkodzen
plemnikéw nastgpujacych w procesie kriokonserwacji wymaga poglebionej analizy skladu
biatek zaréwno w nasieniu jak i plazmie nasienia. Nie trzeba podkreslac jakie znaczenie majg
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takie badania dla zachowania roéznorodnosci genetycznej, programow restytucji i
kontrolowanego rozrodu w hodowli ryb jesiotrowatych. Tak wigc tematyka pracy doktorskiej
Pani mgr Kodzik doskonale wpisuje si¢ w proces kompleksowego poznawania zagadnien
majacych zarowno walor badan podstawowych: zrozumienie biochemicznych i
fizjologicznych podstaw funkcjonowania uktadu rozrodczego jesiotréw u obu pici (proteom
gamet, plazmy nasienia, ptynu owaryjnego) oraz badan o znaczeniu aplikacyjnym w
akwakulturze (doskonalenie metod krioprezerwacji nasienia uzywanego w kontrolowanym
rozrodzie).

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Kodzik przygotowana zostata na podstawie

trzech oryginalnych prac naukowych, opublikowanych w 2023 1 2024 roku:

1. 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. Aquacuiture. 2023;568:739326.
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2023.739326.

2. 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. https://doi.org/10.1186/512864-024-10309-y.

3. 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. Scienfific Reports. 2024; 14, 17707.

https://dot.org/10.1038/541568-024-68395-7,

Warto podkreslié, ze wszystkie prace skitadajgce sig na cykl zostaly opublikowane w
renomowanych czasopismach indeksowanych w bazie JCR (sumaryczna wartos¢
wspdlczynnika IF tych prac to 11.7, a suma punktéw MEIN wynosi 420). Czasopisma zostaly
dobrze dobrane pod wzglgdem profilu naukowego, a wymienione, wysokie wartosci
parametréw naukometrycznych tych czasopism wskazujg na to, ze prace przeszly rzeteine
recenzje dopuszczajgce je do publikacji. W mojej ocenie prezentujg wysokg naukowg
wartosé.

We wszystkich publikacjach skiadajacych sic na cykl, bedacy podstawg rozprawy,
Doktorantka jest pierwszym autorem. Zgodnie z Jej o$wiadczeniem miata istotny wkiad w
tworzenie tych publikacji, ktory wyraza si¢ udzialem w pobieraniu materiatu biologicznego
do badan, jego przygotowaniem do analiz, cytometryczng analiza Zywotnosci plemnikow,

3




koncentracji plemnikéw, analiza integralnodci akrosomu, wykonaniem dwoch typow
elektroforezy, identyfikacja bialek przy zastosowaniu spektrometrii mas, wykonaniem analiz
bioinformatycznych, wspétudzialem w interpretacji wynikéw, wizualizacji wynikow,
przygotowaniem manuskryptu pracy jak tez uczestniczeniem w czynnosciach prowadzacych
do opublikowania prac.

Biorac pod uwage wymdg oceny indywidualnego wkiadu Doktorantki w powstanie
publikacji, uwzgledniajac pisemne o$wiadczenia ztozone przez wszystkich wspdtautorow
opublikowanych prac potwierdzajace istotng rol¢ Doktorantki przy planowaniu,
wykonywaniu i cato§ciowym opracowaniu otrzymanych wynikow badafn oceniam, Ze
indywidualny, twoérczy wklad Pani mgr Natalii Kodzik w zakresic wykonanej pracy
koncepcyjnej, eksperymentalnej i edytorskiej jest wystarczajacy do uznania Jej za autora
przedlozonej rozprawy doktorskiej.

Ukfad rozprawy doktorskiej Pani mgr Natalii Kodzik jest zgodny z normami
przyjetymi dla tego typu opracowan. Recenzowana rozprawa doktorska (50 stron) sktada si¢ z
wielu rozdziatéw, z ktoérych poczatkowe (az do rozdziatu Wstep) to: zrédio finansowania
badah (projekt badawczy NCN), streszczenie w jezyku polskim, streszczenie w jezyku
angielskim, wykaz stosowanych skrotow, wreszcie zestawienie publikacji, ktore wchodzg w
sktad rozprawy doktorskiej. Zasadnicze rozdziaty rozprawy to: Wsigp, Hipoteza i cele
badawcze, Spis zastosowanych metod, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie, Whnioski,
Bibliografia oraz kopie oryginalnych prac badawczych i publikacje wraz z oswiadczeniami
Autorow.

Tlo naukowe przedstawione jest w rozdziale Wsfgp. Na pierwszych 6. stronach tego
rozdziahu zaprezentowany jest badany gatunek, czyli jesiotr syberyjski, na tle podgromady ryb
Chrzestnokostnych (Chondroster), z uwzglednieniem specyficznych cech biologii rozrodu
tego gatunku (unikalne cechy budowy uktadu rozrodczego i dojrzewania gamet u obu plci
oraz rozrodu). W kolejnych podrozdzialach scharakteryzowana jest plazma nasienia (pod
wzgledem skiadu, cisnienia osmotycznego, zawartosci sktadnikéw mineralnych, enzymow),
ikra (ostonki, mikropyle, rodzaj bruzdkowania) i plyn owaryjny (sklad biochemiczny,
zawarto$é jonéw, stezenie biatka, wplyw na ruchliwos¢ plemnikow). Zarys stosowanych
metod kriokonserwacji nasienia ryb jesiotrowatych przybliza stosowane krioprotektanty w
nawigzaniu do uszkodzen kriogenicznych wystepujgcych w warunkach zamrazania i
rozmrazania nasienia.

W dalszej czesci rozdzialu Wstep Doktorantka definiuje proteomike i wyjasnia

strategie analiz jakosciowych stosowanych w celu uzyskania katalogu biatek w badanej
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prébie. Podrozdziat ten ma charakter metodyczny, o skomplikowanej, szczegolowej trescl,
ktéra zobrazowano graficznie na zalaczonym rysunku nr 1. W kolejnych podrozdziatach
Wstepu analizowana jest rola komplekséw biatkowych, ktérych funkcja w plazmie nasienia
ryb nie jest dotychczas poznana. Autorka w dalszym ciagu rozdziatu przedstawia dostgpne,
nieliczne dane literaturowe dotvczace analizy proteomicznej nasienia roznych gatunkow
jesiotréw i bardzo ograniczong ilo$¢ badan odnosnic proteomu ikry i plynu owaryjnego
jesiotrow. Ostatni podrozdziat traktuje o wplywie kriokonserwacji na profil biatkowy
plemnikéw kilku gatunkéw ryb (karpia, okonia morskiego, pstraga teczowego i sterleta).
Danych na temat wplywu kriokonserwacji na biatka plemnikow jesiotra syberyjskiego w
dostepnej literaturze brak.

Na tle przegladu literatury Doktorantka przedstawila trzy hipotezy badaweze, do
zweryfikowania ktérych sformulowala zadania badawcze, realizowane w publikacjach
stanowigcych rozprawe doktorska.

1. charakterystyka profilu biatkowego oraz komplekséw bialkowych plazmy nasienia jesiotra
syberyjskiego (publikacja 1)

2. poréwnanie proteomu ikry i piynu owaryjnego jesiotra syberyjskiego (publikacja 2)

3. analiza proteomiczna zmian w profilu biatkowym nasienia jesiotra syberyjskiego po

konserwacji z uzyciem metanolu i DMSO jako krioprotektantéw (publikacja 3)

Rozdzial Spis zastosowanych metod obejmuje zestawienie metod uzytych w
doswiadczeniach, opisanych w kazdej z trzech publikacji oraz schemat wszystkich
doswiadezen przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej; przedstawiony zostal na
rysunku 2. W tym miejscu podkreslic nalezy ogromng ilos$¢ technik, ktére opanowata
Doktorantka. Sa to najnowoczeéniejsze metody analizy proteomu stosowane w Zespole
Biologii Gamet i Zarodka, ktére pozwalajg na réwnoczesna analize setek bialek
uczestniczacych w  réznych szlakach biochemicznych zachodzacych w  komérkach.
Zastosowanie tych metod stworzylo ogromne mozliwosei, dobrze wykorzystane przez
Doktorantke, dla charakterystyki bialek nasienia, plazmy nasienia, ikry i ptynu owaryjnego
jesiotra syberyjskiego.

Rodzial Wyniki - w kazdej z publikacji stanowigcych element cyklu omowione sa
oddzielnie. Biatka zidentyfikowane w plazmie nasienia jesiotra syberyjskiego, w ikrze i
plynie owaryjnym zostaly zdeponowane w bazie ProteomeXchange

Wnioski wyplywajace z wynikéw uzyskanych w poszezeg6inych publikacjach:




Publikacja I: biatka plazmy nasienia jesiotra syberyjskiego chronig plemniki i tkanki uktadu
rozrodczego przed drobnoustrojami i stresem. W plazmie nasienia jesiotra zidentyfikowano
14 specyficznych biatek zwiazanych z funkcjg uktadu immunologicznego, kiérych istnienia
nie wykazano dotychczas w plazmie nasienia innych gatunkéw ryb. Gléwne bialka
uczestnicza w metabolizmie lipidéw, podtrzymuja ruchliwos¢ 1 zywotnos¢ plemnikow oraz
wspomagaja integracje blon. 70 zidentyfikowanych biatek uczestniczy w spermatogenezie,
zaplodnieniu i reakcji akrosomalnej plemnikéw. Kompleksy biatkowe w plazmie nasienia
wspomagaja funkcjonowanie nasienia.

Publikacja 2: biatka ikry jesiotra syberyjskiego sa wazne dla homeostazy i prawidtowego
rozwoju zarodka. Biatka w plynie owaryjnym uczestnicza w procesach odpornosciowych,
detoksykacji komérkowej, ochrony przed stresem oksydacyjnym, metabolizmie cholesterolu,
regulujg strukture cytoszkieletu aktynowego, waznego dla ochrony i rozwoju oocytow.
Podobienstwo skladu bialek wykazane w ptynie owaryjnym i plazmie nasienia wskazuje na
10, ze obydwa plyny petnig zasadnicza role w ochronie 1 rozwoju gamet u obu plci.

Publikacja 3: kriokonserwacja nasienia jesiotra syberyjskiego oddziatuje negatywnie na
ruchliwosé, zywotnoéé, integralnosé akrosomu i prowadzi do istotnych zmian w proteomie;
zmiany w bialkach wywotane stosowaniem DMSO jako krioprotektanta obnizajg zdolnos¢
zaptadniajgca plemnikéw, destabilizujg genom i powoduja zaburzenia we wezesnym etapie
rozwoju zarodkowego.

Podsumowanie wynikéw uzyskanych przez Doktorantke:

Badania opublikowane w ramach ocenianej pracy doktorskiej dostarczajg nowych danych na
temat biologii rozrodu jesiotréw. Doktorantka po raz pierwszy dokonala szczegdélowej,
poglebionej charakterystyki proteomicznej bialek ukladu rozrodezego jesiotra syberyjskiego.
Polaczenie dwodch komplementarnych strategii badan proteomicznych pozwolilo na
zidentyfikowanie 665 biatek w plazmie nasienia jesiotra syberyjskiego. 69 z nich jest
zwiazanych bezposrednio z rozrodem: spermatogeneza, zaptodnieniem, reakcja akrosomalna,
czy ruchliwoscig plemnikéw. W plynie owaryjnym i ikrze jesiotrow wykrytych zostalo
odpowiednio 617 i 565 bialek. W plazmie nasienia Doktorantka wykazata obecnos¢ czterech
komplekséw biatkowych, ktorych funkeja nie jest jeszcze poznana.

Kompleksowe, zaawansowane badania proteomiczne prowadzone przez Doktorantkg
maja duzy potencjat aplikacyjny i mogg by¢ wykorzystane zardwno do znalezienia markeréw
jakosci nasienia jak tez udoskonalenia metod jego przechowywania. Z wezesniej
prowadzonych w Zespole Biologii Nasienia badaf wynika. ze w wyniku kriokonserwacji

nasienia karpia nastepuja uszkodzenia pewnych struktur plemnikow, a szlaki metaboliczne
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ulegajg zaburzeniom w czasie tego procesu. Tak wiec zidentyfikowane biatka potencjalnych
markeréw bialkowych przydatnosci nasienia jesiotréw do mrozenia mogg stuzyC
doskonaleniu technik jego kriokonserwacji. Réwniez zmiany w proteomie zachodzace
podczas starzenia si¢ ikry pozwola okreslic jej przydamodci w kontrolowanym rozrodzie.
Wyniki badan Pani mgr Kodzik pokazaty, ze stosowane dotad standardowe parametry jakosci
nasienia nie s3 wystarczajgce do okreslenia zdolnosci zapladniajacej kriokonserwowanych
plemnikow, co daje nowe mozliwosci optymalizacji techniki ich zamrazania dzigki
zastosowaniu badan proteomicznych. Doktorantka wykazala tez, Ze metanol jest
najskuteczniejszym krioprotektantem w procesie mrozenia nasienia, ktére to odkrycie ma
duze znaczenie zardwno dla praktyki hodowlanej, ale takze w pracach nad zachowaniem
réznorodnodei genetycznej zagrozonych gatunkow.

Na podkreslenie zastuguje znakomita strona graficzna opublikowanych prac,
zilustrowanych merytorycznie, doskonatymi i czytelnymi schematami, rysunkami, tabelami,
wykresami 1 diagramami, ulatwiajacymi interpretacje przedstawionych wynikéw.
Doktorantika wykazala sie takze znajomoscia najnowszego pismiennictwa z zakresu tematyki
prowadzonych badan.

W trakcie lektury publikacji nie znalaztam elementdw problematycznych. Prace maja
jasno postawione cele, szczegdlowo opisane i przedyskutowane wyniki. Ich warto$¢ zostata
potwierdzona przez recenzentéw powolanych przez redakcje czasopism naukowych, w
ktoryeh sie te prace ukazaly. Z pelnym przekonaniem stwierdzam tez, Zze przedstawiona do
oceny praca doktorska, oparta na wspomnianych trzech publikacjach, prezentuje wysoki
poziom naukowy, napisana jest przejrzyscie, cho¢ Doktorantka nie ustrzegla sig kilku
niezgrabnych, wedtug mnie, sformulowan w tekscie pracy, ktore nie majg zadnego wptywu na

jej wartosé, wiec nie przytaczam ich brzmienia, a wspominam o nich tylko dla tzw. porzadku.

W mojej opinii oceniana praca zastuguje na wyréznienie. Badania Doktorantki zostaty
przeprowadzone na jesiotrze syberyjskim, gatunku istotnym dia $rodowiska i akwakultury.
Badania proteomiczne doprowadzity do zidentyfikowania bialek obecnych zaréwno w
gametach jak tez i plynach otaczajacego je srodowiska (plazma nasienia, plyn owaryjny).
Fakt, ze dotycza one obu plci ma niebagatelne znaczenie dla praktyki rybackiej. Efekt
koticowy dzialan prowadzonych, czy to w celu zwigkszenia produkeji danego gatunku w
warunkach hodowli ¢zy ochrony w warunkach zagrozenia bytu w $rodowisku naturalnym, to
wypadkowa jakosci nasienia i ikry, a jako$¢ tychze zalezy w duzym stopniu od $rodowiska
zewnetrznego gamet (plazmy nasienia czy plynu owaryjnego). Dlatego kompleksowos¢ badaft
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Doktorantki ma szczegblne znaczenie dla zwigkszenia wydajnodci zaptodnienia, jakosci
dhugookresowo przechowywanego nasienia, znalezienia potencjalnych markerow jakosci
gamet oraz przydatnosci nasienia do kriokonserwacji. Poznanie mechanizmu kriouszkodzen
plemnikéw daje szansg opracowania skuteczniejszych metod kriokonserwacji plemnikow ryb
jesiotrowatych, a najprawdopodobniej takze innych gatunkéw, waznych dla akwakultury.
Poznanie sktadu bialek wystepujacych w plazmie nasienia stwarza tez potencjalng mozliwosé
diagnozowania zaburzen w rozrodzie ryb. W przysztych badaniach istotne bgdzie wyjasnienie
funkcji tych nowoodkrytych biatek w rozrodzie jesiotrow.

Podsumowujac swdj wniosek o wyroznienie pracy Pani magister Kodzik chciatabym

zapytaé o jej naukowe plany na najblizsza przysztosé!

Whiosek koncowy
Przedstawiona mi do oceny rozprawa Pani mgr Natalii Kodzik, zatytulowana , Proteom
ukfadu rozrodezego jesiotra syberyjskiego (Acipenser baerii). charakterystyka profili
biatkowych plemnikéw, plazmy nasienia, ikry i ptynu owaryjnego oraz zmian w wyniku
kriokonserwacji nasienia” speinia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim, o
ktoérych mowa w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2023r poz. 743 ze zm.), dlatego tez wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr
Natalii Kodzik do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Jednoczednie, ze wzgledu na
bardzo wysokg warto§é merytoryczng rozprawy i oryginalno$¢ uzyskanych wynikéw

wnioskuje o wyréznienie pracy.

Closllbecy
Krakow 27.11.2024 Prof. dr hab{’ﬁ/ﬁros%awa Sokotowska-Mikotajczyk
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