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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pani mgr Ganny Sych
pt. ,, Wplyw diety zawierajacej p-glukan na wybrane parametry systemu

odpornosciowego karpia (Cyprinus carpio L.)”

wykonanej w Zakladzie Ichtiobiologii i Gospodarki Rybackiej,
Polskiej Akademii Nauk w Golyszu
pod kierunkiem promotora dr hab. Andrzeja Pilarczyka, prof. PAN.

oraz dr llgiza Imazarow

Recenzje opracowano na zlecenie Instytutu Nauk o Zwierzgtach SGGW w Warszawie
(pismo nr INZ-41/2021 z dnia 22.04.2021 r.). Recenzja ma na celu ustalenie, czy rozprawa
doktorska Pani mgr Ganna Sych spetnia wymogi okre§lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. Nr. 65 poz. 595) z p6zniejszymi zmianami w brzmieniu z dnia 15 wrzesnia 2017 r.
(Dz.U. z 2017 r. poz. 1789), zgodnie z Art. 175. 1. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy

wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669).



B-glukany sa polisacharydami — polimerami D-glukozy potaczonych wigzaniami [3-
glikozydowymi (m.in. 1—3, 1—4, 1—6). Zwiazki te naturalnie wystepuja w tkankach roslin,
grzyboéw 1 mikroorganizméw. Udokumentowano ich wlasciwosci prozdrowotne oraz
wspomaganie uktadu immunologicznego. Z tego powodu sa dodawane do pasz dla zwierzat
jako dodatek wspomagajacy uktad odporno$ciowy. Ich podstawowy mechanizm dziatania
zwigzany jest z aktywacja makrofagéw, limfocytow T i uktadu dopetniacza. Komorki uktadu
odpornosciowego rozpoznaja B-glukany dzigki obecnos$ci receptoréw tj. receptor uktadu
dopetniacza 3 (CR-3 — bierze udzial w fagocytozie czgsteczek/komoérek wigzgcych sktadniki
dopetniacza), receptor dektyna-1 (BGR - hamuje wytwarzanie IL-12 i stymuluje wytwarzanie
IL-6 i IL-23 co promuje odpowiedz typu Th-17), receptory TLR-2/6 (poprzez aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NF-kB indukowana jest ekspresja mediatorow prozapalnych tj.
TNFa, IL-12), laktozyloceramid (LacCer, CDw17), receptory ,zmiatacze” (Scavenger
receptors). Liczne badania potwierdzity immunomodulujgce dziatanie B-glukanu u ryb. Jednak
dalsze badania dotyczace wptywu, skutecznosci i mechanizméw dziatania sg uzasadnione,

zwlaszcza w chowie stawowym i stanie zagrozenia patogenami.

Przedstawiona do oceny poprawiona praca doktorska mgr Ganny Sych zostata napisana
w jezyku polskim i ma typowy dla wickszosci prac eksperymentalnych uktad. Cato$¢ obejmuje
77 stron, na ktorych zamieszczono: Os$wiadczenie promotora pracy, O$wiadczenie autora
pracy, Streszczenie, Summary, Spis tresci, Wykaz skrotow, Wprowadzenie, Cel badan,
Materiat i metody, Wyniki badan, Dyskusje wynikow badan, Podsumowanie i wnioski oraz

PiSmiennictwo. W pracy uwzgledniono 174 pozycji literaturowych, 2 tabele i 15 rycin.

We wstepie Doktorantka przedstawita charakterystyke gatunku karp (Cyprinus carpio),
jego udomowienie, znaczenie dla akwakultury i posiadane zasoby genetyczne. Opisata uktad
odporno$ciowy ryb oraz $rodki i metody immunomodulacji. Ponadto, oOpisata
immunomodulacje ryb z wykorzystaniem B-glukanow. W tej czesci pracy Doktorantka nie
zacytowala wieloautorskiej pracy z 2013 roku, ktorej jest pierwszym i korespondencyjnym
wspotautorem:

Ganna Sych., Patrick Frost.,, llgiz Irnazarow (2013) Influence of p-glucan
(Macrogard®) on innate immunity of carp fry. Bull. Vet. Inst. Pulawy 57, 219-223.

Brak cytowania i informacji o wlasnej pracy jest szczeg6lnie niezrozumiaty poniewaz
wyniki dotyczace wptywu B-glukanu na poziom biatka catkowitego, aktywnosci lizozymu, a-
2-makroglobuliny 1 dopetniacza aktywowanego droga klasyczng u narybku karpia

2



(przedstawione w pracy doktorskiej w rozdziale 4.1.1,4.1.2, 4.1.3 1 4.1.4) umieszczone w wyzej
wymienionej publikacji, zostaly przedstawione w prezentowanej pracy doktorskiej. Wyzej
wymieniona publikacja zostala zacytowana w jednym miejscu dopiero w omowieniu wynikow
badan. Wstep pracy powinien zawiera¢ aktualny stan wiedzy na dany temat. Pomijanie wtasne;j
publikacji, ktora jest cieckawg i wartosciowa pozycja, jest niezrozumiate. Bardzo prosze
Doktorantke o wyttumaczenie dlaczego nie cytuje wlasnej pracy w rozdziale Wprowadzenie, a
w rozdziale Dyskusja zacytowata ja tylko raz, omawiajac wplyw glukanu na aktywno$¢ uktadu
dopetniacza w rozdziale 5.2. Omawiajac aktywno$¢ lizozymu, A2M i uktad dopetniacza w
rozdziale 5.1 Doktorantka nie wspomina, ze wyniki tej cze$ci pracy doktorskiej zostaty juz
opublikowane wczesniej.

Wraz z poprawiong rozprawa doktorska, ktora otrzymatem do recenzji, dotaczone
zostaty os$wiadczenia wspotautoréw pracy opublikowanej w 2013 roku. Wynika z nich, ze

Doktorantka ma w opublikowanej pracy wigkszosciowy udzial wynoszacy 70%.

Glownym celem badan analizowanej pracy doktorskiej jest okreslenie
immunomodulujagcego  wplywu pB-glukanu  na wybrane mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej karpi. Nalezy podkresli¢, ze rozprawa doktorska wpisuje si¢ w szeroki
kontekst badan prowadzonych w Zaktadzie Ichtiobiologii i Gospodarki Rybackiej w Gotyszu a
przedstawione badania zostaty dofinansowane ze $§rodkéw projektu UE ,,Training network on

protective immune modulation in warm water fish by feeding glucans” (NEMO).

W rozdziale Material i metody szczegétowo opisano materialy wykorzystane w
badaniach oraz metodyke prac doswiadczalnych. Doktorantka nie przedstawita informacji o
pozwoleniu Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen na Zwierzgtach. Uchwata NR 751/2010 z dnia
27 maja 2010 r. II Lokalnej komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierz¢tach w
Krakowie, wyrazajaca zgode na przeprowadzenie doswiadczen na zwierzetach (w zakresie
wniosku pt.: ,,Modulacja mechanizméw obronnych ryb cieptolubnych poprzez zastosowanie
glukanow — sie¢ badawczo szkoleniowa”) zostala dotaczona do pracy oddzielnie. Uwazam, ze
w poprawionej pracy informacja o pozwoleniu Komisji Etycznej powinna si¢ znalezé w
rozdziale Materiat i metody.

Na stronie 23 Doktorantka napisata ,,utrwalono do dalszych analiz po 25 ryb z kazdej
grupy doswiadczalnej”. Wczesniej jednak napisata, ze ryby byly podzielone na 2 grupy
(eksperymentalng i kontrolng) w 6 powtorzeniach kazda (12 akwariow). Mam pytanie, z

ktorych akwariéw pochodzity utrwalone do dalszych analiz ryby?



Wyniki badan zostaty przedstawione w sposob klarowny i syntetyczny. Brakuje jednak
ryciny przedstawiajacej wyniki badan zawartos$ci globulin w homogenacie narybku karpia. Do
wynikow tych Doktorantka odnosi si¢ w rozdziale Dyskusja piszac, ze ,,wzrost ilo$ci biatka byt
spowodowany gléwnie wzrostem frakcji globulinowej”. Opis metody badania zawartosci
globuliny w homogenacie narybku karpia zostat opisany w rozdziale Material i metody. WyniKi
badan zawarto$ci globuliny nie sg przedstawione w pracy doktorskiej a w opublikowanej pracy
Sych i wsp. (2013). Wydaje mi si¢, ze nalezato zacytowac prac¢ wlasng w wyzej wspomnianym
miejscu.

W przedstawionej pracy doktorskiej Doktorantka udowodnita, ze trzytygodniowe
zywienie ryb paszg zawierajaca f-glukan skutkowato istotnym wzrostem catkowitej zawartosci
biatka, poziomu lizozymu (w 5 i 6 w.p.h.), alfa-2-makroglobuliny (w 5 w.p.h) i aktywnosci
dopehiacza aktywowanego drogg klasyczng (w 6 w.p.h.). W pracy przedstawiono dynamike
ekspresji genow sktadnika C3 dopelniacza, czasteczki Clr/s i C4, C6, Bf, MBL (lektyna
wigzaca mannoze), MASP (proteazy serynowej zwiazanej z MBL) oraz wszystkich czterech
izoform A2M we wczesnych etapach rozwoju ontogenetycznego karpia. Doktorantka wykazata
istotne zwigkszenie ekspresji genéw A2M-1 i A2M-3, C1r/s (w 6 w.p.h.), C4 (w4 w.p.h.) i C6
(w 6 w.p.h.) oraz istotne zmniejszenie ekspresji genow proteazy serynowej zwigzanej z lektyng
wigzacg mannoze (MBL) (w 4, 516 w.p.h.).

Doktorantka wykazata, w tescie challenge z uzyciem bakterii Aeromonas salmonicida,
wzrost aktywnosci uktadu dopetniacza aktywowanego droga klasyczng oraz aktywnosci A2M
(obserwowano od 0,25 d.p.i. do 2 d.p.i.).

Badata rowniez poziom ekspresji genéw A2ZM (A2M-1, A2M-2, A2M-3 i A2M-4), gendow
dopetniacza C3, C1r/s, C4, C6, Bf, MBL i MASP, przy pomocy tancuchowej reakcji polimerazy
w czasie rzeczywistym. Wykazata, ze dodatek B-glukanu zwickszyt ekspresje genow A2M-1,
A2M-3, C1r/s, C4 i C6. Natomiast, ekspresja genu MASP ulegta zmniejszeniu.

Podsumowujac rozdziat Wyniki, pomimo uwag recenzenta, Autorka wykazata
umiejetnos¢ poprawnego 1 przekonywujacego przedstawienia uzyskanych przez siebie
wynikow. Zrobita to w sposob zwigzty i jasny dla czytelnika. Jest to najlepiej przygotowany

rozdzial rozprawy doktorskie;j.

Uzyskane wyniki podsumowata i oméwita w rozdziale Dyskusja, odnoszac je do

przedstawionych danych literaturowych.



W rozdziale Podsumowanie i Wnioski jest duzo powtorzen wynikow. Moim zdaniem
wnioski powinny by¢ napisane oddzielnie i nie powinny by¢ streszczeniem, powtdrzeniem i
podsumowaniem wynikow.

Bardzo lakonicznie przygotowane zostaty rozdziaty Streszczenie i Summary.

Z. obowiagzku recenzenta zwracam rowniez uwage na nieScistosci redakcyjne

dostrzezone w pracy.

Strona 9: piszac o pierwszym pdgatunku trzeba napisa¢ Cyprinus carpio carpio.

Strona 9: zdania ,,...karp wywodzi si¢ z basenu Morza Czarnego, Aralskiego i Kaspijskiego,
skad gatunek ten rozprzestrzenit si¢ na wschod docierajac do Syberii i Chin, a takze na wschod
do dorzecza Dunaju (Balon, 1974). Obecnie karpie wystepuja nie tylko w rzekach Europy i
Azji, ale roOwniez zostaly introdukowane do wod Australii 1 obu Ameryk” z rozdzialu 1.1
zatytulowanego Charakterystyka gatunku, zostaly powtorzone w prawie nie zmienionej formie,
na tej samej stronie, w rozdziale 1.1.1 zatytutowanym Udomowienie karpia.

Strona 10: Doktorantka napisata, ze ,,karpie osiggaja wielko$¢ od 30 cm do 1 m, rzadko do 1,5
m’” a powinno by¢ napisane, ze ,,najczesciej karpie osiggajg wielkos¢ od 30 cm do 1 m, rzadko
do1,5m”.

Strona 11: jest napisane ,,narzad w uktadu odpornosci nabytej”, ,,warstwa §luzu pokrywajacy
skrzela”

Strona 12: jest napisane ,,Wykrycie czynnikow zakaznych uruchomia wrodzong odpowiedz”.
Strona 12: wymieniajac skladniki odpowiedzi humoralnej, Doktorantka napisata na koncu
,»itd.” — nie do konca wiadomo co miata na mysli?

Strona 13: jest napisane ,,Z lizozymem asocjowane sa leukocyty”, oraz ,,w przewodzie
pokarmowym, §ledzionie, §luzie, surowice, skrzelach”.

Strona 13: publikacja napisana ,,Lavoll i wsp. 2007 — nie wiadomo czy chodzi o ,,Levoll i wsp.
2007a” czy ,,Levoll i wsp. 2007b” (zgodnie z tym co zostalo napisane w rozdziale
Pismiennictwo).

Strona 14: jest napisane ,,naturalne zabdjcy”, ,,wywolujac efekt wybuchu”.

Strona 15: jest napisane ,,surowica IgM u ryb doskonatokostnych jest uwazana za tetramer”.
Strona 15: wymieniajac gtoéwne sktadniki systemu immunologicznego, na koncu Doktorantka
napisata ,,itd.” — nie do konca wiadomo co miata na mysli.

Strona 16: jest napisane ,,$rodki chemiczne”, ,,czynniki odzywcze odzywcze”, ,,Sposrod calej

gammy...”.



Strona 17: jest napisane ,,in vitro”, ,,20011”, B limfocyty”.

Strona 19: jest napisane ,,... podawanie w sktadzie paszy B-glukanu podwyzsza odpornos¢ ...”.
Strona 20: jest napisane ,,Kiithlwein i wsp., (2013) wykazat ...”.

Strona 26: jest napisane ,,Kontrola negatywna to 3 x 10ul PBS + 125 ul M. lysodeikticus”.
Strona 27: praca Ellisa w Techniques in Fish Immunology powinna by¢ inaczej cytowana. Ellis,
A. E. (1990). Serum Antiproteases in fish. In Techniques in Fish Immunology (ed. Stolen, J.
S., Fletcher, T. C., Anderson, D. P., Robertson, B. S. and van Muiswinkel, W. B.), pp. 95-103.
SOS Publications, Fair Haven.

Strona 30: w tabeli 2 Doktorantka napisata ,,Onara D.F. et al. 2008” oraz Zhiping W. et al.
20087, co jest niezgodne z wcze$niej stosowanym zapisem.

Strona 32: jest napisane ,,0bnizyt si¢ do poziomu 5,3 — 5,4ug/ml (p<0,05)”.

Strona 51: jest napisane ,,w okresie pierwszych 2-6 tygodni zycia”.

Strona 53: jest napisane ,,podobnie jak przypadku wyzej omawianego lizozymu”.

Strona 54: jest napisane ,,... podobne wyniki zostang uzyskane w naturalnych srodowisku, w
warunkach produkcyjnych”.

Strona 55: jest napisane ,,... peptydami proteolitycznymi i ich inaktywacje”.

Strona 56: jest napisane ,, izoforma A2M-2 wykazywat si¢ ...”, ,,... aktywowany A2M indukuje
..., ,,pozwolily rowniez zbada¢ dynamike ekspresj¢ siedmiu genow ...”.

Strona 63: publikacja ,,American Public Health Association. 1998. Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater., Washington, D.C.: s. 1220’ jest ponownie cytowana
na stronie 75 ,,Standard methods for examination of water and wastewater. 1998. American
Public Health Association, 20th Edition, Washington DC”.

Strona 69: publikacja ,,Lee L.K., Lerner B.W. 2003. World of Microbiology and Immunology.
Gale Research Inc: 699 — nie zostata zacytowana w pracy doktorskie;.

Strona 72: publikacja ,,Pillermer L., Hutchinson M.C. 1945. The determination of the albumin
and globulin contents of human serum by methanol precipitation. Journal of Biological

Chemistry 158: 299-301” — nie zostata zacytowana w pracy doktorskie;j.
PiSmiennictwo powinno by¢ przygotowane wedlug tego samego schematu.
Przedstawiona do oceny poprawiona praca doktorska mgr Ganny Sych, pomimo

wyeksponowanych uwag krytycznych, stanowi opracowanie oryginalne, prezentujagce wyniki

badan na wysokim poziomie naukowym. Szczegélnie wysoko oceniam badania ekspresji



genow dopelniacza i wszystkich czterech izoform A2M we wczesnych etapach rozwoju karpia

zywionego pasza zawierajaca -glukan.

Podsumowanie

W mojej opinii Pani mgr Ganna Sych przedstawia bardzo ciekawe 1 warto§ciowe wyniki
wnoszace wklad do nauki. Rozprawa doktorska, pomimo uwag Kkrytycznych, jest
wartosciowym 1 oryginalnym dorobkiem Doktorantki. W mojej opinii Pani mgr Ganna Sych
osiggneta zamierzone cele, co wskazuje, ze jest w pelni przygotowana do samodzielnego
prowadzenia badan naukowych.

Recenzowana praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim w $wietle
przepisow z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz o stopniach
1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr. 65 poz. 595) z pdZzniejszymi zmianami w brzmieniu z dnia
15 wrze$nia 2017 r. (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789), zgodnie z Art. 175. 1. Ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018
poz. 1669).

Whioskuj¢ o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Ganny Sych do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

Lublin, 14 czerwca 2021 r. Dr hab. Leszek Guz, prof. ucz.



