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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Ludmily Kolek pt. Wplyw aktywnosci ukladu
immunologicznego na sukces rozrodczy samcow karpia (Cyprinus carpio L.)
wykonanej w Zakladzie Ichtiobiologii i Gospodarki Rybackiej Polskiej Akademii
Nauk w Golyszu pod kierunkiem dr hab. inz. Andrzeja Pilarczyka, prof. PAN
(promotora) oraz dr Ilgiza Irnazarowa (promotora pomocniczego).

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska autorstwa Pani mgr Ludmity
Kolek zostala wykonana w Instytucie Nauk o Zwierzgtach Szkoly Glownej
Gospodarstwa Wiegjskiego w Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Andrzeja
Pilarczyka, oraz dr Ilgiza Irnazarowa z Polskiej Akademii Nauk, Zaktadu Ichtiobiologii
i Gospodarki Rybackiej w Golyszu.

Tematyka pracy obejmuje zagadnienia zwigzane z odpornoscia wrodzong, a
takze wplywem proceséw zapalnych na jako$¢ nasienia karpia, a co za tym idzie
zdolnosci do zaptodnienia.

Rozprawa doktorska ma typowy dla tego typu opracowan uklad. Liczy w
sumie 123 strony i jest w sposdb przejrzysty podzielona na klasyczne rozdzialy i
dodatkowo liczne podrozdzialy. Calos¢ konczy, zawarty na 13 stronach, bogaty wybodr
pi$miennictwa zwigzany $cisle z tematyka pracy. Nalezy podkresli¢, ze znaczna czgs¢
cytowanych prac pochodzi z ostatnich 10 lat co §wiadczy o bardzo dobrym rozeznaniu
Autorki w problematyce dotyczacej omawianych zagadnien. Warto podkresli¢ wlasciwg
proporcje poszczegélnych rozdziatow dysertacji. Zwracajg uwage zwlaszcza rozdzialy
,Wprowadzenie oraz Dyskusja wraz z Wnioskami”, ktore gcznie zajmuja 36 stron.
Podkreslam ten fakt, gdyz jest to ta czgé¢ dysertacji, gdzie najbardziej uwidacznia si¢
tworcza inwencja Autorki oraz znajomo$¢ aktualnego stanu wiedzy w zakresie
problematyki poruszanej w dysertacji. Na podkres$lenie zasluguje réwniez
zamieszczony w pracy na str. 11 - 12 wykaz uzytych skrétow co zwlaszcza z uwagi na
cytowanie prawie wylacznie publikacji i opracowan angielskojezycznych (tylko jedna
praca w j. polskim) bardzo ulatwia analiz¢ wynikéw. W tym konteks$cie, moim zdaniem
nalezalo by¢ konsekwentnym i zamiesci¢ roéwniez tlumaczenia angielskich skrotow
dotyczgcych parametrow nasienia np.: MOT, VCL, VAP itp. Wyniki uzyskane w pracy
zostaly bogato zilustrowane na 23 rysunkach i w postaci 7 tabel. Wartym podkreslenia



jest fakt opublikowania czesci uzyskanych wynikow dotyczgcych badan nad rola
zakazen pasozytem Trypanoplasma borreli na jako$¢ nasienia i reprodukcj¢ karpia.
Wiyniki tych badan opublikowano w cenionym czasopi$mie ,,Aquaculture”.

Pod wzgledem jezykowym rozprawe nalezy oceni¢ bardzo wysoko. Autorka
pisze poprawng polszczyzng, a takze biegle uzywa fachowych okreslen. Juz lektura
rozdzialu ,,Wprowadzenie” rodzi przekonanie o bieglej znajomos$ci tematu przez
Autorke, a sposdb prezentacji aktualnego stanu wiedzy w temacie i uzasadnienie
wybranego podejécia metodycznego dla osiggnigcia zakladanych celéw nie budzi
watpliwosci. Wartym podkreslenia jest wybor tematu pracy tj. badan nad wpltywem
aktywnos$ci ukladu immunologicznego ryb, w tym przypadku karpia, na sukces
rozrodczy tego gatunku, gdyz na ten temat jest ograniczona liczba publikacji. Obecna
praca przyczynia si¢ w znaczacym stopniu do wypelnienia tej luki. Chciatbym rowniez
zwréci¢ uwage na wyjatkowo staranne i oparte na dobrze dobrane;j literaturze naukowe;j
omodwienie zaleznosci pomiedzy ukladem immunologicznym a uktadem rozrodczym.
Autorka shlusznie zauwaza, ze nie istnieja jednolite wzorce reagowania ukladu
rozrodczego na infestacje pasozytnicze lecz to w jaki sposéb organizm ryby reaguje
zalezy od danego gatunku i moze si¢ diametralnie rézni¢. Swoje wnioski opiera na
starannie dobranej literaturze naukowej. Na uwage zasluguje rowniez omdwienie roli
stresu oksydacyjnego, a takze uktadu hormonalnego, co jest warte podkreslenia z uwagi
na sprzecznosci pojawiajgce si¢ w tym konteks$cie w badaniach wielu autorow. W
kontekscie gtownego tematu pracy warto jednak pamigtaé, ze obrona organizmu
gospodarza przed pasozytami, wirusami, bakteriami to co prawda bardzo wazna, ale nie
jedyna funkcja ukladu odporno$ciowego ryb w utrzymaniu fizjologii organizmu ryby.
Dotyczy to m.in. rozwoju szkieletu, mozgu, angiogenezy, regeneracji i naprawy tkanek,
w tym szczegOlnie skory, migsni szkieletowych i serca, nerek, watroby i mézgu. Tak
wigc odpowiednie uksztaltowanie skladowych ukladu immunologicznego ryby ma
bezposrednie przetozenie na poziom odpornosci wrodzonej czyli nieswoistej. Autorka
potwierdza t¢ prawd¢ juz w pierwszym wniosku podsumowujacym dysertacje,
stwierdzajac, ze, cyt. ,sila oddzialywania pasozyta 7. borreli zalezna jest od
indywidualnej efektywno$ci mechanizméw odpornosci wrodzonej lecz nie odpornosci
swoistej”.

Autorka jako cel gléwny pracy postanowila podja¢ probe wyjasnienia czy
aktywacja ukladu immunologicznego i roznice osobnicze w dzialaniu wybranych
mechanizméw odpornosci i produkcji 11 — ketotestosteronu maja wptyw na jakos¢
nasienia karpia i mogg zwigkszy¢ lub obnizy¢ jego konkurencyjnosé, oceniang jako
zdolno$¢ plemnikéw do zaptodnienia ikry. Strong metodyczna oceniam jako adekwatng
do realizacji zaplanowanego celu i umozliwiajgcg uzyskanie odpowiedzi odnosnie roli
uktadu immunologicznego samcoéw karpia w rozrodzie tego gatunku. Na szczeg6lne
podkreslenie zastuguje dobér metodyki badan, w tym zwlaszcza badania proteomiczne
(analiza LC-MS/MS), oraz analiza bioinformatyczna, ktére dostarczyly nowych danych



w aspekcie wplywu uktadu odpornosciowego na wyniki rozrodu karpia. W tym miejscu
nasuwa sie drobna uwaga dotyczaca opisu parametréw przy pozyskiwaniu wiciowcow
stosowanych nast¢pnie do zarazania ryb. Podawanie jedynie liczby obrotéw rotora
wir6wki i nazwy firmy (Heraeus) utrudnia ewentualne odtworzenie procedury przy
uzyciu innego sprzetu, a to m.in. jest celem opisu metodyki w publikacji. Zasadag jest
podawanie stosowanego przecigzenia ,g” (rcf) ewentualnie dokladniejszej
charakterystyki rotora.

Zwracam rowniez uwagg na nicjasne sformutowanie odnoszace si¢ do procedury
zakazania samcOw Karpi pasozytem Trypanoplasma borreli (str. 39). Wedlug opisu
zakazenie wykonano podajac dootrzewnowo 1 x 10° wiciowcéw/ml PBS czyli inaczej
stosujgc koncentracje 100 000 wiciowcow/ml PBS. Nie podano jednak ile mililitrow tej
zawiesiny wstrzykiwano rybom. Dlatego nalezy opis doprecyzowac.

Nalezy podkresli¢ dobry wybor Autorki, jesli chodzi o aparature zastosowang do
analizy proteomu plazmy nasienia. Polgczenie wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (LC) z tandemowg spektrometrig mas (MS/MS) pozwalana na identyfikacje¢
badanego zwigzku w oparciu 0 widmo masowe, co zapewnia wyjatkowa specyficznos¢
i umozliwia iloSciowe oznaczanie substancji nie do konca rozdzielonych
chromatograficznie. Bardzo duza selektywno$é tej metody umozliwia oznaczanie
wybranych substancji w zlozonych mieszaninach bez koniecznosci ich catkowitego
rozdziatu, przez co mozliwe jest szybsze przygotowanie probek do analizy.

Dyskusja. W tej czesci pracy Autorka poddata ocenie i porownala uzyskane
wyniki z danymi literaturowymi w sposdb przekonujacy z pewnym spojrzeniem
krytycznym.

Zastanawiajacy jest brak obecnosci pasozytdw az u 65% zakazonych ryb. Zakladajac,
ze stosowana metoda zakazania byta w pelni powtarzalna jedynym wytlumaczeniem
moze by¢ wyjatkowo wysoki poziom przeciwcial anty - Trypanoplasma borreli u ryb
uzytych w doswiadczeniu. Autorka podaje ze u 65% karpi pasozytéw nie wykryto.
Prawdopodobnie jednak u czesci ryb z tej puli pasozyty byly obecne ale intensywnos¢
tej inwazji byla na bardzo niskim poziomie uniemozliwiajgcym ich wykrycie
zastosowang metoda. Ta niedoskonalo$¢ moglaby zosta¢ pokonana, gdyby zastosowano
do diagnostyki dodatkowo np. metodg¢ PCR w czasie rzeczywistym. Poza tym wiadomo,
ze w przyrodzie u karpia pospolitego powszechnie wystgpuja zakazenia mieszane np.
Trypanoplasma borreli i Trypanoplasma carassii. Nie byloby w tym nic niezwyklego,
gdyby nie fakt, ze zakazenia tymi pasozytami majg rézne konsekwencje. Jak podaja
Joerink M. i wsp. (M. Joerink i wsp. Dev Comp Immunol, 31, 2007) karpie, ktére byly
wczesniej zarazone T. carassii, wykazywaly zwiekszong odpornos¢ na ponowne
zakazenie T. borreli. Co wiecej karpie zakazone jednoczesnie T. borreli i T. carassii
wykazywaly znacznie nizszy poziom parazytemii oraz tendencje do wyzszej
przezywalnosci, a takze wczesniejsza i wyzsza produkcje przeciwcial niz karpie
zakazone wylacznie T. borreli. Reasumujac, oparcie si¢ przy okreslaniu stopnia
parazytemii jedynie na liczeniu pasozytéw w komorze Burkera jest oczywiscie
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poprawne, jednak zastosowanie dodatkowo metody RT-PCR umozliwiloby bardziej
doktadne okreslenie rzeczywistego statusu immunologicznego ryb doswiadczalnych.

Pod wzgledem jezykowym rozprawe nalezy oceni¢ bardzo wysoko. Autorka
pisze poprawng polszczyzng, biegle postuguje si¢ okre§leniami fachowymi, a kazde
nowe pojecie wyjasnia, dodajac takze dla uniknigcia niejasnosci jego angielskoj¢zyczny
odpowiednik

Nie mam wiekszych uwag odnosnie tego rozdzialu. Uwazam, ze ostateczne
konkluzje sg uzasadnione. Autorka zauwazyla, ze wyniki przeprowadzonych badan nie
umozliwity wykazania negatywnego wptywu aktywacji ukladu immunologicznego
samcoéw karpia na sukces rozrodczy pomimo pogorszenia niektérych parametrow
jako$ciowych nasienia. Jak nastepnie stusznie konkluduje ten negatywny wplyw byt
,maskowany”, a raczej kompensowany nadmiarem plemnikow. Dlatego tez zgadzam
sic z Autorka, ze bardziej wartosciowe wyniki bylyby mozliwe do uzyskania gdyby
doswiadczenie przeprowadzono w warunkach tarla naturalnego.

Pomimo, generalnie bardzo pozytywnej oceny pracy Autorka nie ustrzegla si¢
drobnych potknigé, ktore nie zmieniajg tej opinii, ale z obowigzku recenzenta czujg¢ si¢
zobowigzany do zwrdcenia na ten fakt uwagi.

Autorka niekiedy wykazuje nadmierne upodobanie w zakresie stowotworstwa. W
zwigzku z tym sugeruj¢ unikanie sformutowania ,,zapasozycenie” — str. 29, 37, 38, 60,
108, lub zapasozycienie — str 95. Zamiast tego proponuj¢ np. (str.108 p.5) ,,W przypadku
inwazji pasozytniczej jej wieksze nasilenie koreluje dodatnio z liczbg plemnikéw z
uszkodzonym DNA”.

Sugeruje doprecyzowanie zdania ,,Wyniki opisane w tej pracy pokazuja, ze samce z
niskim poczatkowym poziomem przeciwcial majg tendencje do rozwijania wyzszej
odpowiedzi adaptacyjnej” (str 95) zamiast lakonicznego ,,i odwrotnie”. To jest jednak
praca naukowa, gdzie precyzja powinna by¢ oczywista.

Moim zdaniem nie powinno si¢ w pracy tej rangi jak niniejsza dysertacja uzywac
okreslen o charakterze zargonu. Przykladem jest pojawianie si¢ okreSlenia np.
LHfalkonow” str 43, 49. ..

Rowniez podobny charakter ma uzywanie okreslenia ,,ikrzynek™ zamiast ,,ikrzyc”.

Z kolei na str 103 — pierwszy akapit, sugeruj¢ zamiast ,,U samcow Z (iniekowanych
zymosanem) zamiane np. na ,,U samc6w, ktorym podano w iniekcji (lub zastrzyku)
zymosan”.

Nastepna uwaga ma charakter redakcyjny i dotyczy rysunkéw zalaczonych w pracy. W
przypadku niektérych np. 18, 19, 20 21 nalezalo je powigkszy¢ nawet kosztem
dodatkowych stron, gdyz w obecnym formacie sg nieczytelne ! (lupa tez nie do konca
zdaje egzamin). Jesli na stronie znajduje si¢ pojedynczy rysunek np. 22 A, 22 B czy 22
C to zadanie wydaje si¢ trudniejsze, chociaz przy odrobinie dobrej woli mozna bylo



przedstawione schematy nieco przeformatowaé to znaczy inaczej je rozmiescié
przestrzennie wykorzystujac dostgpne miejsce z jednoczesnym powiekszeniem.

Kolejna uwaga dotyczy sprawy uzywania przez Autorke dysertacji okreslenia
»kanoniczny”. Uwazam, Ze to okreSlenie jest zarezerwowane dla konserwatywnych
szlakéw sygnalowych ogdlnie przyjetych jako norma (uniwersalnych), co do ktérych
nie ma watpliwosci, ze niezaleznie od ukladu biologicznego czy tez pozycji w taficuchu
ewolucyjnym wygladajg podobnie. W tym konteks$cie uzywanie tego okreslenia dla np.
szlaku sygnalizacji CLEAR nie wydaje mi si¢ wlasciwe.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Na podstawie oceny przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej uwazam,
ze podjete w niej zadania zostaly zrealizowane. Rozprawa zawiera oryginalne
osiggniecia poznawcze. Autorka wykazala, ze potrafi zaplanowac¢ i zrealizowal w
spos6b modelowy zadanie badawcze, a takze wykaza¢ si¢ umiejetnosciami w zakresie
prowadzonych analiz teoretycznych i doswiadczalnych. Ponownie pragn¢ podkreslié
bardzo pozytywne wrazenie jakie pozostawia lektura ,.Dyskusji”. Nie pozostawia ona
najmniejszej watpliwosci o bardzo dobrym rozeznaniu Autorki w biezacym
pisSmiennictwie majacym zwigzek z tematem pracy.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze rozprawa Pani mgr Ludmily Kolek pt.”
Wplyw aktywno$ci ukladu immunologicznego na sukces rozrodczy samcoéw karpia
(Cyprinus carpio L.) spelnia warunki okre$lone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia
14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. Ustaw nr 65, poz. 595 z p6Zn. zm.). Wnioskuj¢ zatem o
dopuszczenie Pani mgr Ludmily Kolek do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, ze wzgledu na nowoczesny warsztat badawczy, konstruktywnie i
wyczerpujgco przedstawione opracowanie wlasnych wynikéw badan na tle aktualnego
pis$miennictwa, oraz wnikliwg dyskusje¢ sktadam wniosek o wyrdznienie pracy.

.......................................

/Michal Reichert/



