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Ocena pracy doktorskiej
mgr Natalii Kodzik pt. ,,Proteom ukladu rozrodeczego jesiotra syberyjskiego (Acipenser
baerii): charakterystyka profili bialkowych plemnikéw, plazmy nasienia, ikry i plynu

owaryjnego oraz zmian w wynika kriokonserwacji nasienia”

Ryby z rodziny jesiotrowatych wyrézniaja si¢ wyjatkowymi cechami biologicznymi, -
ktére czynia je interesujgcym obiektem badan zaréwno w kontekscie ewolucyjnym, jak
i praktycznym. Ze wzgledu na swoja wartos¢ w akwakulturze oraz kluczowa role w utrzymaniu
réznorodnosci biologicznej, gatunki te sa przedmiotem intensywnych dzialan zwigzanych
z ochrong i reprodukcjg. Wspodlczesna biologia rozrodu ryb koncentruje si¢ nie tylko
na zrozumieniu fizjologii tych organizméw, ale takze na zastosowaniu zaawansowanych metod
analizy molekularnej, takich jak proteomika, w celu identyfikacji proceséw warunkujacych
efektywne zaplodnienie i rozwdj zarodkéw.

Postep technologiczny umozliwia obecnie szczegotowe badanie skladu molekularnego
komorek rozrodczych i otaczajgcych je srodowisk, co ma istotne znaczenie zaréwno
dia biologii podstawowej, jak i zastosowan praktycznych, takich jak kriokonserwacja materialu
genetycznego. Zrozumienie mechanizméw zachodzacych na poziomie molekularnym jest
szczegoOlnie istotne w przypadku gatunkoéw, ktdrych biologia rozrodu odbiega od modeli
powszechnie stosowanych w badaniach naukowych.

W tym kontekscie badania prowadzone przez Doktorantke dotyczace charakterystyki
proteomu plemnikéw i ikry jesiotra syberyjskiego i otaczajacego je Srodowiska oraz poznanie
zmian proteomu plemnikéw w wyniku kriokonserwacji nasienia trafiajg w zapotrzebowanie
wspolczesnej biologii i weterynarii. Autorka zbadala proteom gamet, plazmy nasienia, ptynu
owaryjnego 1 jego zmiany w celu zrozumienia biochemicznych i fizjologicznych podstaw
funkcjonowania ukladu rozrodczego jesiotréw oraz poznania mechanizméw kriouszkodzen

plemnikéw w zaleznosci od zastosowanego krioprotektanta.




Podstawa formalng do wykonania recenzji pracy doktorskiej mgr Natalii Kodzik
jest uchwata Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie
z dnia 17 pazdziernika 2024 roku.

Przedstawiona rozprawa doktorska liczy 50 stron opisu badafi z pismiennictwem,
bez kopii opublikowanych prac stanowigcych cykl przedlozony do oceny, i oswiadczen
wszystkich autoréw niniejszych prac. Rozprawa zostata zrealizowana pod kierunkiem dr hab.
Marioli A. Dietrich, prof. Instytutu. Badania wykonano w ramach projektu badawczego
nr 2019/35/B/NZ9/03501 finansowanego z Narodowego Centrum Nauki.

Praca skiada si¢ ze spisu tresci, streszczenia w jgzyku polskim i jezyku angielskim,
wykazu skrotéw, zestawienia danych bibliograficznych publikacji, na podstawie ktorych
opracowano rozprawe, wstepu, hipotezy i celu badaf, spisu zastosowanych metod, wynikéw,
dyskusiji, podsumowanié, wnioskéw i bibliografii. W dalszej kolejnosci umieszczono kopie
caloéciowe opublikowanych prac oraz o$wiadczenia dotyczace udzialu autoréw
w ich przygotowanie. Z uwagi, ze s to nicodlaczne czgsci rozprawy doktorskiej,
rekomendowatabym aby ich strony byly réwniez ponumerowane.

Na rozprawe doktorska skladajg si¢ trzy oryginalne prace opublikowane
w renomowanych czasopismach z listy JCR: Aquaculture, BMC Genomics oraz Scientific
Reports. Laczny IF prac wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej to 11,7 i 420 punktow
MEiN. Prace zostaly opublikowane w roku 2023 oraz 2024 zespolowo. Doktorantka jest
w nich pierwszym autorem, a jej udziat by} wiodacy i pierwszoplanowy. Prace s spojne
tematycznie i dotycza tego samego zagadnienia.

Doktorantka w streszczeniu napisanym zaréwno w jezyku poiskim jak i angielskim
przedstawila syntetycznie i bardzo jasno uzyskane w doswiadczeniach wyniki.

W dziesieciostronicowym wstepie Doktorantka scharaktéryzowala gatunek
na ktérym pracowata i podkreslifa koniecznosé prac nad rozrodem jesiotra syberyjskiego.
Na poczatku skupila si¢ na specyfice biologii rozrodu ryb jesiotrowatych, opisujac
charakterystyke plazmy nasienia jesiotra, nastgpnie ikry i ptynu owaryjnego, a takze podjeta
temat dotyczacy kriokonserwacji nasienia ryb jesiotrowatych. Dodatkowo Autorka
przedstawila proteomiczne podejécie w badaniach bialek, ilustrujgc dwie strategie badan
w postaci graficznego schematu. Skupila si¢ takze na opisie badan proteomicznych plazmy
nasienia roznych zwierzat, a takze ptynu owaryjnego i ikry ryb i podkreslila luke w istniejacej
wiedzy dotyczacej tego zagadnienia u ryb jesiotrowatych. Ciekawym i nie do korica
poznanym zagadnieniem, na ktére zwraca uwage Autorka dysertacji jest takze zmiana

w skladzie bialek podczas kriokonserwacji nasienia ryb.




W tej czesci opracowania Autorka wykazuje si¢ bardzo dobrg znajomoscig tematu,
porusza si¢ bardzo swobodnie w zagadnieniach dotyczacych biologii rozrodu i potwierdza
bardzo dobra znajomos¢ pismiennictwa.

W dalszej kolejnosci Doktorantka zawarla trzy hipotezy badawcze oraz trzy zadania
badawcze, ktore bezposrednio odpowiadaly kazdej publikacji.

Zabraklo mi w tej czesci jasno zdefiniowanego celu badawczego, ktory byt w dalszej
kolejnosci okreslony jako ,,zamierzony cel badawczy”. Czytajacy pracg moze mie¢ watpliwosci
czy chodzi o charakterystyke bialek uktadu rozrodczego ryb jesiotrowatych w tym plemnikow,
plazmy nasienia, ikry i plynu owaryjnego, czy zrozumienie biochemicznych i fizjologicznych
podstaw funkcjonowania ukiadu rozrodczego u tych ryb i zrozumienia ich wzajemnych
interakcji podczas zaptodnienia, ktére rowniez bylo sformulowane jako cel.

W rozdziale ,,Spis‘zastosowanych metod” bardzo zwiezle i klarownie Doktorantka
wypisala zastosowang w kazdym doswiadczeniu, czyli w kazdej publikacji metode,
nie zwigkszajac bez potrzeby objetosci tej czgsci rozprawy doktorskiej. To co mogloby si¢
jednak w tym rozdziale pojawi¢ to potwierdzenie otrzymania stosownych opinii/zgéd
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierz¢tach.

Dobér metod oceny materialu nalezy uznaé za trafny, a liczba i wszechstronnos¢
badan i analiz proteomicznych oraz zastosowanie czulych i zaawansowanych metod
jest imponujgca. Opanowanie takiego warsztatu metodycznego jest godne podkreslenia
i pochwaty.

Omowienie wynikéw badan Auforka podzielita na trzy dzialy, skupiajace
si¢ na trzech artykulach. W tym rozdziale Doktorantka syntetycznie 1 zwigZle wyjasnila
uzyskane rezultaty.

W pierwszym artykule Doktorantka zidentyfikowala 665 biatek w plazmie nasienia
jesiotra syberyjskiego za pomoca dwoch strategii identyfikacji bialek, co stanowi najwickszy
katalog bialek plazmy nasienia ryb jesiotrowatych. Zbiér ten zostal zdeponowany w bazie
ProteomeXchange, co znaczaco zwicksza ich dostepnos¢ dla spolecznosci naukowej
i podkresla warto$¢ uzyskanych danych. Ten krok $wiadczy o wysokim poziomie
prowadzonych badaf przez Doktorantke¢ oraz ich zgodnosci z zasadami otwartej nauki.
Ponadto w omawianej pierwszej pracy Autorka przeprowadzila analiz¢ funkcjonalng
zidentyfikowanych bialek przy uzyciu programow IPA oraz ShinyGo, wykazujac, ze biatka
plazmy nasienia odgrywaja kluczowa rol¢ w odpowiedzi ostrej fazy, koagulacji, glikolizy
i glukoneogenezy oraz w regulacji metabolizmu lipidéw. Dodatkowo zidentyfikowane biatka
zwigzane byly z ruchem komérkowym, apoptoza, synteza i degradacija bialek oraz sygnalizacja
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i interakcja miedzykomorkows. Analiza wedlug kryterium procesy biologiczne” ujawnita
dominujacy udziat biatek plazmy nasienia w odpowiedzi immunologicznej, reakcji na stres
oraz procesach katabolicznych. Stwierdzono takze ich zaangazowanie w procesy rozrodcze, takie
jak spermatogeneza, zaplodnienie, reakcja akrosomalna, wigzanie z oslonkg jajowa oraz
ruchliwosé plemnikéw. Doktorantka rowniez podjela si¢ analizy poréwnawczej proteomu
plazmy nasienia jesiotra syberyjskiego z czlowiekiem oraz trzema gatunkami ryb, tj. czawycza,
sandaczem oraz pstragiem teczowym, ktéra wykazata biatka zar6wno wspoine jak i specyficzne
gatunkowo.

Drugi artykul pokazuje réinice w proteomie ikry i plynu owaryjnego. Autorka
zidentyfikowata 287 bialek specyficznych dla ikry, a 339 bialek unikalnych dla piynu
owaryjnego jesiotra syberyjskiego. Lacznie zidentyfikowata za pomocg spektrometrii mas LC-
MS/MS 565 biatek w ikrze oraz 617 bialek w plynie owaryjnym. Funkcjonalna analiza tych
bialek ujawnila ich zréznicowane role biologiczne. Bialka charakierystyczne dla plynu
owaryjnego byly powigzane z egzocytoza, odpowiedzia immunologiczng, regulacjg
cytoszkieletu aktynowego i metabolizmem cholesterolu. Z kolei biatka unikalne dla ikry
uczestniczyly w procesach metabolicznych, takich jak fosforylacja oksydacyjna i metabolizm
kwaséw thiszczowych, a takze ubikwitynacja i translacja bialek. Dodatkowo stwierdzono,
ze bialka ikry i plynu owaryjnego uczestniczg w kluczowych procesach rozrodczych, takich
jak zaplodnienie, dojrzewanie oocytoéw oraz mechanizmy zapobiegania polispermii.

W tej pracy Doktorantka podjeta sie takze walidacji otrzymanych wynikéw analizg
Western blot dla wybranych biatek, ktéra potwierdzila prawidlowos¢ wynikéw uzyskanych
przez LC-MS/MS. Podobnie, jak w pierwszej pracy, takze katalog bialek wyéte;pujacych
w ikrze i plynie owaryjnym jesiotra syberyjskiego zostal zdeponowany w bazie
ProteomeXchange. .

Bardzo waznym aspektem, wspomnianym na poczatku, ktéry nie zostal do tej pory
dobrze poznany, a ktérym zajela si¢ mgr Kodzik w trzeciej publikacji, bylo zbadanie zmian
w skladzie biatkowym plemnikéw oraz ptynu zewnatrzkomorkowego jesiotra syberyjskiego,
zachodzacych podczas procesu kriokonserwacji nasienia. Doktorantka zbadala proteom
nasienia jesiotra kriokonserwowanego 2z krioprotektantami: metanolem (MeOH)
lub dimetylosulfotlenkiem (DMSO). W tej publikacji mgr Kodzik prezentuje nie tylko
umiejetnos¢ przeprowadzania badan proteomicznych, ale takze oceny nasienia, a w tym
ruchliwosci plemnikéw z wykorzystaniem komputerowo wspomaganego analizatora CASA
(CEROS II), koncentracji i Zzywotnosci plemnikéw, plynnosci ich blon komérkowych (moim
zdaniem ocenila réwniez apoptoze w plemniach wykorzystujagc barwnik YO-PRO-1) i stresu
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oksydacyjnego plemnikéw za pomocg cytometru przeptywowego, oraz integralnosci akrosomu
pod mikroskopem fluorescencyjnym. Doktorantka sprawdzila dodatkowo zdolnos¢
zapladniajaca plemnikéw in vivo, przeprowadzajac procedurg zaplodnienia.

Kriokonserwacja nasiena jesiotra syberyjskiego z uzyciem DMSO w duzym stopniu
wplyneta na zmiany w poziomie biatek akrosomalnych oraz biatek kiuczowych dla rozpoznania
i wigzania plemnika do komérki jajowej. Zastosowanie tego krioprotektanta spowodowato
takze zmiany nukleoporyn, odpowiedzialnych za upakowanie chromatyny w trakcie
spermatogenezy, biogenezie witki i wydiuzaniu jadra komérkowego. Zmienily si¢ réwniez
biatka odpowiedziaine za strukture witki i centrosomu, co z kolei prowadzi do zaburzenia
procesu zaplodnienia, stabilizacji genomu, naruszenia integralnosci witki, metabolizmu
i wezesnego rozwoju zarodkowego. Z kolei drugi krioprotektant, metanol, wykazat specyficzny
wplyw na biatka zwiqzéne z funkcjonalnoscia mitochondriéw, w tym te zaangazowane
w produkcje energii oraz strukturg witki. Zauwazono réwniez zmiany w biatkach
uczestniczacych w metabolizmie lipidéw oraz odpowiedzi na stres oksydacyjny, co moze -
wyjasniaé zwigkszona podatnosé plemnikéw na uszkodzenia podczas kriokonserwacji.
Doktorantka zaobserwowala takze zmiany w biatkach zwigzanych z aksonemg plemnikéw,
co moze thumaczy¢ obnizong ruchliwos$é plemnikéw po procesie mrozenia. Podsumowujac,
mimo ze oba krioprotektanty wplywaja na strukturg i funkcjonalno$¢ plemnikéw, metanol
okazal sie bardziej efektywny, powodujac mniej istotne zaburzenia kluczowych procesow,
co czyni go lepszym wyborem w kriokonserwacji nasienia jesiotra syberyjskiego.

Rozdzial ,Dyskusja”, zawiera interpretacj¢ uzyskanych wynikéw i pokazuje,
ze Doktorantka jest bardzo dobrze zorientowana w omawianej problemaiyce. W mojej ocenie
wykorzystata najwazniejsze prace istotne dla analizy przeprowadzonych badafh. Duzym
wyzwaniem tej czesci rozprawy byla mnogos¢ uzyskanych wynikow. Autorka zdecydowata
sig na podzielenie dyskusji na podrozdzialy odpowiadajace wynikom, co nalezy uznac
za korzystne. Dodatkowo, po dyskusji rezultatéw, Doktorantka wskazuje ciekawe dalsze
kierunki badas w omawianej tematyce. Wskazuje to na duzg dojrzalosé naukowa Pani magister
oraz umiejetnosé formutowania istotnych pytan badawczych, co $wiadczy o jej zdolnosci
do krytycznej analizy wynikéw i planowania przyszlych projektéw naukowych. Nastepnie,
w oparciu o wyniki bada sformutowata: 4 wnioski do zadania badawczego nrl; 3 wnioski
do zadania badawczego nr 2 oraz 4 wnioski do zadania badawczego nr 3.

Opis prac stanowigcych rozprawe doktorska uzupehiony zostal o 102 pozycje
pismiennictwa. W dalszej kolejnosci Autorka przedstawia kopie publikacji stanowiacych
rozprawe oraz o$wiadczenia wspdlautoréw wyrazajacych zgode na wykorzystanie publikaciji
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do rozprawy doktorskiej Pani Natalii Kodzik. Z niniejszych o$wiadczen wynika, ze udziat
Doktorantki w przygotowaniu prac byl kluczowy, bowiem dotyczyl opracowania koncepcji
badafi, wykonywania badan laboratoryjnych, analizy i interpretacji wynikéw,
napisania/wspétudzialu w pisaniu manuskryptu. Obrazuje to umiejetnosé¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej Doktorantki.

Do szczegdlnych zalet przedlozonej pracy doktorskiej nalezy zaliczy¢ kilka istotnych
aspektow, ktére wyrdzniaja ja na tle innych rozpraw naukowych w tej dziedzinie.

Na szczegodlne uznanie zastuguje fakt, ze gtéwne wyniki badan zostaly opublikowane
w formie trzech wysokiej jakosci publikacji naukowych. Wszystkie artykuly wchodzace w
sktad cyklu pracy ukazaly si¢ w prestizowych czasopismach znajdujacych
si¢ na liscie Journal Citation Reports (JCR) i charakteryzujgcych sie wysokimi wskaznikami
impact factor, co potwiel;dza znaczenie i warto$¢ naukows przedstawionych wynikow.

Praca opiera si¢ na zastosowaniu zaawansowanej i nowoczesnej metodyki badan
proteomicznych, ktéra w wielu przypadkach zostala wykorzystana po raz pierwszy
w kontekscie badania specyfiki biologii jesiotrow. Wybdr tak nowatorskiego podejscia
metodologicznego swiadczy o duzej bieglosci doktorantki w stosowaniu zaawansowanych
narzedzi badawczych i umiejetnosci ich adaptacji do specyficznych celow badawczych.

Przedstawione wyniki wnosza oryginalny wkiad w rozwoj reprezentowanej dziedziny
wiedzy. Praca doktorska, dzigki swoim odkryciom i szczegdlowej analizie, stanowi nowatorski
element w badaniach z zakresu biologii rozrodu ryb. Wnioski wynikajace
z rozprawy nie tylko poszerzajg dotychczasows wiedzg, lecz takze otwierajg nowe kierunki
badafi oraz mozliwosci zastosowania jej wynikow w praktyce, co czyni jg istotnym
osiggni¢ciem na polu naukowym.

Na podkreslenie zasluguje pracowitos¢ Doktorantki oraz opan;)wanie przez nig tak
duzego warsztatu naukowego. Z kolei, wspomniane przeze mnie wczesniej uwagi nie wplywaja
na wartos$¢ merytoryczng pracy, a maja jedynie charakter porzadkowy.

Stwierdzam, Ze rozprawa doktorska mgr Natalii Kodzik odpowiada w peini wymogom
stawianym dysertacjom na stopien naukowy doktora, okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2023 r. poz. 742
ze zm.) i opiniuj¢ ja pozytywnie.

W oparciu o powyzszg oceng przedkladam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie o dopuszczenie mgr Natalii
Kodzik do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora. Jednoczesnie
uwzgledniajac wysokg jakos$¢ przeprowadzonych badan, ogrom pracy wilozonej przez
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Doktorantke w powstanie dysertacji, przydatno$¢ uzyskanych wynikéw zaréwno w celach
poznawczych jak i praktycznych, skladam wniosek o wyr6znienie wymienionej pracy.

Dr hab. Agnieszka Partyka, prof. UPWr
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