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1. Charakterystyka ogdlna rozprawy i znaczenie podjetej tematyki

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. lIwony Polak poswiecona jest wielopoziomowej
analizie mechanizméw molekularnych warunkujgcych przezycie pasozytniczego nicienia Anisakis
simplex sensu stricto (s. s.) w organizmie zywiciela, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli glukozy jako
kluczowego substratu metabolicznego oraz czynnika modulujagcego ekspresje gendw, biatek
i transporteréow cukréw. Praca koncentruje sie na dwéch istotnych z punktu widzenia patogenezy
i epidemiologii stadiach rozwojowych — larwach L3 i L4 — i obejmuje analize transkryptomiczng,
proteomiczng, charakterystyke transporteréw glukozy oraz badania biochemiczne metabolizmu
weglowodandw.

Rozprawa liczy 91 stron i zostata oparta na dwdch oryginalnych artykutach naukowych
opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej (BMC Genomics, Frontiers), o tgcznym IF 9,0
i tgcznej liczbie 240 punktéw MEIN, co Swiadczy o wysokim poziomie merytorycznym
przedstawionych badan. Ponadto tematyka badan odpowiada aktualnym potrzebom nauk
biomedycznych i moze mieé w przysztosci znaczenie aplikacyjne — zaréwno w diagnostyce chordb
odzwierzecych, jak i w poszukiwaniu nowych celéw terapeutycznych.

Pod wzgledem zakresu zastosowanych technik badawczych — RNA-seq, analiza alternatywnego
splicingu, proteomika LC-MS/MS, modelowanie strukturalne, analizy in vitro i in silico
transporteréw cukréow oraz biochemiczna ocena metabolizmu glukozy, trehalozy i glikogenu — praca
ma charakter wyraznie interdyscyplinarny i nowoczesny. Tak szerokie zastosowanie podejscia
,multi-omics” w badaniach nad pasozytniczym nicieniem morskiego Srodowiska jest rzadkoscig
i zastuguje na podkreslenie.

Tematyka ma istotne znaczenie naukowe i potencjalnie aplikacyjne — zarédwno w kontekscie
zrozumienia biologii pasozytéw i ich strategii metabolicznych w warunkach beztlenowych
i zmiennego dostepu do substratdw energetycznych, jak i poszukiwania nowych, selektywnych
celéw terapeutycznych oraz potencjalnych narzedzi diagnostycznych w anisakiozie. Doktorantka
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pokazuje biegtos¢ zaréwno w technikach laboratoryjnych, jak i w korzystaniu z zaawansowych
narzedzi bioinformatycznych.
2. Ukfad rozprawy, jezyk i strona formalna
Rozprawa ma klasyczny, poprawny uktad: streszczenie, wstep, sformutowanie hipotez, celéw i zadan
badawczych, metodyka, wyniki, podsumowanie i wnioski, wykaz piSmiennictwa oraz czesc
zawierajgcg petne teksty publikacji wchodzacych w sktad pracy doktorskiej.
Jezyk rozprawy jest w wiekszosci poprawny, utrzymany w odpowiednim rejestrze naukowym.
Pojawiajg sie sporadycznie drobne potkniecia stylistyczne oraz niefortunne sformutowania, ktére
nie wptywaja istotnie na odbiér merytoryczny pracy, ale moga by¢ zasygnalizowane jako element
do korekty redakcyjnej (przyktady szczegétowe podaje w czesci ,,Uwagi szczegdtowe”).
Warstwa graficzna (ryciny, schematy) jest przejrzysta i dobrze dobrana do omawianych tresci, cho¢
w kilku przypadkach podpisy mogtyby by¢ bardziej ,interpretacyjne”, tj. wskazywaé wyrazniej
najwazniejsze obserwacje (np. kluczowe klastry funkcjonalne gendéw/biatek). Catosciowo strona
formalna rozprawy jest na dobrym poziomie.
3. Ocena merytoryczna poszczegolnych czesci rozprawy
3.1. Wstep
Wstep jest obszerny, dobrze udokumentowany i w sposéb systematyczny wprowadza czytelnika
w zagadnienia zwigzane z:
e epidemiologig anisakiozy i znaczeniem Anisakis simplex sensu lato (s. l.). jako pasozyta
0 rosngcym znaczeniu zoonotycznym,
e budowg, cyklem rozwojowym i réznicami morfo-funkcjonalnymi miedzy larwami L3 i L4,
w tym istotng informacjg o nieaktywnym, ,zapadnietym” jelicie u L3 oraz funkcjonalnym
jelicie u L4,
e rolg weglowodanéw (glukozy, glikogenu, trehalozy) jako gtéwnych substratow
energetycznych helmintéw jelitowych,
e zastosowaniem nowoczesnych metod omicznych (RNA-seq, proteomika) w badaniach nad
nicieniami.
Wstep dobrze identyfikuje luke badawcza: brak danych dotyczacych bezposredniego wptywu
egzogennej glukozy na transkryptom i proteom larw L3 i L4 A. simplex s. s., a takze niewyjasniony
dotad mechanizm pobierania glukozy (transkutikularnie vs jelitowo) w zaleznosci od stadium
rozwojowego.
Zastrzezenie dotyczy gtédwnie proporcji — fragmenty o technikach RNA-seq majg miejscami charakter
podrecznikowy i mogtyby by¢ skrocone na rzecz bardziej szczegdétowego zaakcentowania
specyficznych luk wiedzy dotyczacych wtasnie Anisakis i réznic miedzy helmintami a zywicielem
w zakresie metabolizmu cukréw.
3.2. Hipotezy, cele i znaczenie badawcze
W czesci dotyczacej hipotez i celow Autorka formutuje dwie hipotezy badawcze oraz dwa cele
gtdowne, rozwiniete nastepnie w szczegétowe zadania badawcze. Hipotezy w wersji polskojezycznej,
W uproszczeniu, brzmia:

I.  Profil transkryptomu A. simplex rdzni sie istotnie pomiedzy stadiami L3 i L4 w obecnosci
glukozy.
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II. W transkryptomie larw L3 i L4 wystepuje ekspresja gendw kodujacych transportery glukozy,
a jej poziom zalezy od obecnosci glukozy w srodowisku.

Cele i zadania badawcze obejmujg m.in.:

e identyfikacje rdéznic w transkryptomie miedzy L3 i L4, w tym DEGs, DELs i zdarzen

alternatywnego splicingu,

e analize proteomiczng i integracje danych transkryptomicznych i proteomicznych,

e identyfikacje gendw transporterdw glukozy, analize ich filogenezy i struktur 3D,

e ocene ekspresji transporterow glukozy w odpowiedzi na rézne stezenia glukozy,

e analize biochemiczng metabolizmu glukozy, trehalozy i glikogenu oraz aktywnosci trehalazy.
Zastrzezenie recenzenckie dotyczy poziomu ogdlnosci i charakteru hipotez. W przedstawionej
formie majg one w duzej mierze charakter opisowy i cze$ciowo oczywisty biologicznie: réznice
transkryptomiczne miedzy odrebnymi stadiami rozwojowymi (L3 vs L4) mozna byto przewidzieé
niezaleznie od obecnosci glukozy, a stwierdzenie, ze ,wystepuje ekspresja genéw kodujgcych
transportery glukozy” nie stanowi hipotezy wymagajgcej weryfikacji.

Warto podkresli¢, ze w anglojezycznej publikacji dotyczacej transporterow cukréw Autorka
formutuje hipoteze znacznie bardziej trafng i mechanistyczng:

It is hypothesized that A. simplex s. s. utilizes specific glucose transporters to facilitate sugar uptake
under varying nutritional conditions.”

Takie ujecie — odwotujgce sie do konkretnego mechanizmu adaptacyjnego (specyficzne
transportery, zmienne warunki zywieniowe) — lepiej oddaje charakter przeprowadzonych badan
oraz nowoczesne standardy formufowania hipotez. W mojej ocenie, juz na poziomie czesci
polskojezycznej warto bytoby sformutowac hipotezy w podobnym duchu, nawigzujgc do rdznic
strategii pobierania glukozy miedzy L3 a L4 oraz wielopoziomowej regulacji (DEGs, DELs, DASEs,
DRPs). Same cele i zadania badawcze s3 jednak sformutowane jasno, spdjne z planem
eksperymentalnym i obejmujg peten zakres badahn omicznych, bioinformatycznych
i biochemicznych.

3.3. Metodyka

Metodyka jest przedstawiona syntetycznie, ze zrozumiatym odwotaniem do szczegétowych opiséw
w opublikowanych artykutach. W rozprawie wyszczegdlniono:

e sposdb pozyskania i hodowli in vitro larw L3 oraz ich rozwéj do stadium L4 w warunkach z
dodatkiem glukozy i bez niej,

e izolacje RNA, przygotowanie bibliotek cDNA i sekwencjonowanie RNA-seq,

e analize transkryptomiczng (DEGs, DELs, zdarzenia splicingowe),

e izolacje biatek i analize proteomiczng (nLC-MS/MS),

e analizy in silico transporteréw cukréw (identyfikacja genéw, filogeneza, modelowanie 3D),

e ocene ekspresji transporteréw metodg qPCR,

e oznaczenia biochemiczne glukozy, trehalozy, glikogenu oraz aktywnosci trehalazy.

Metodyka jest dobrana wtasciwie i odpowiada postawionym celom.
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4. Wyniki

4.1.1. Analiza transkryptomiczna, DELs i alternatywny splicing
Cze$¢ poswiecona analizie transkryptomicznej przedstawia liczby i charakterystyke genow
o zréznicowanej ekspresji (DEGs), dtugich niekodujgcych RNA (DELs) oraz zdarzen alternatywnego
splicingu w poszczegdlnych poréwnaniach (L3 vs L4, z glukozg i bez niej). Wyniki analizy GO
podsumowujg gtéwne kategorie funkcjonalne nadreprezentowane w poszczegdlnych grupach.
Merytorycznie istotne jest to, ze analiza DELs i korelacji DEGs—DELs wskazuje na potencjalnie
znaczacg role dtugich niekodujgcych RNA w regulacji transkryptomu A. simplex w odpowiedzi na
glukoze. Ten watek jest w anglojezycznej publikacji dos¢ mocno akcentowany jako dodatkowa
warstwa regulacyjna. W polskim tekscie wyniki dotyczgce DELs sg przedstawione poprawnie, ale ich
interpretacja mogtaby zosta¢ nieco wzmocniona — np. poprzez wyrazne stwierdzenie, ze wysoka
liczba korelacji DEGs—DELs sugeruje istotny udziat IncRNA w regulacji ekspresji genow
zaangazowanych w metabolizm weglowodandw i adaptacje do srodowiska zywiciela.
W odniesieniu do alternatywnego splicingu — wyniki sg zreferowane poprawnie, jednak ich
znaczenie funkcjonalne (np. w kontekscie regulacji translacji, organizacji cytoszkieletu czy
metabolizmu energetycznego) mogtoby zosta¢ mocniej zarysowane.

4.1.2. Proteomika i integracja transkryptomu z proteomem

Analiza proteomiczna uzupetnia dane transkryptomiczne, wskazujgc na biatka o zréznicowanej
ekspresji w odpowiedzi na glukoze i miedzy stadami L3 i L4. Identyfikacja klastrow biatek zwigzanych
z translacjg, metabolizmem energetycznym, cytoszkieletem i macierzg zewnatrzkomdrkowa
stanowi wazny element interpretacyjny.

Silnym punktem pracy jest prdba zintegrowania danych transkryptomicznych i proteomicznych,
z pokazaniem zaréwno przypadkéw zgodnosci, jak i rozbieznosci miedzy poziomem mRNA
a poziomem biatka. W anglojezycznym artykule wyraznie podkreslono, ze brak prostego przetozenia
mRNA-biatko w wielu przypadkach wskazuje na istotng role regulacji potranskrypcyjnej
i posttranslacyjnej. W polskiej czesci rozprawy wniosek o ,ztozonej sieci regulacyjnej” pojawia sieg,
ale mozna by go wzmocni¢ poprzez jednoznaczne stwierdzenie, ze:

»W licznych przypadkach nie obserwowano prostego zwigzku miedzy zmianami poziomu
transkryptu a poziomem biatka, co wskazuje na obecnos$¢ dodatkowych poziomdw regulacji (m.in.
alternatywny splicing, kontrola stabilnosci mRNA i biatek, regulacja translacji).”

Taka formuta lepiej oddawataby wage przeprowadzonej integracji transkryptomu i proteomu.

4.1.3. Transportery glukozy — r6znorodnos¢, ekspresja, modelowanie strukturalne

Druga publikacja, dotyczgca transporteréw cukrow, wnosi do rozprawy bardzo istotny wktad.
Autorka identyfikuje rodzine transporteréw FGT oraz SWEET u A. simplex, przeprowadza ich analize
filogenetyczng i modelowanie strukturalne 3D, a takze bada ekspresje tych genéw w rdéznych
stezeniach glukozy i w czasie.

W polskim opisie trafnie przedstawiono réznice miedzy larwami L3 i L4: u L3 odpowiedz ekspresyjna
transporteréw FGT jest bardziej zalezna od czasu i stezenia glukozy, a wzrost poziomu transkryptow
jest wyrazny dopiero po 24 godzinach; u L4 wiekszos¢ transporterow reaguje szybciej, a ekspresja
stabilizuje sie przy relatywnie niskich stezeniach glukozy. Whnioski te sg logicznie powigzane

z réznicami funkcjonalnymi jelita w obu stadiach.
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Merytorycznie bardzo mocny jest watek odmiennej strategii pobierania glukozy przez L3 i L4
(prawdopodobne pobieranie transkutikularne u L3, jelitowe u L4). W anglojezycznej wersji artykutu
waznym argumentem funkcjonalnym jest eksperyment z zastosowaniem iwermektyny u larw L3,
ktéry ogranicza aktywnosc jelita, a jednoczesnie nie znosi ekspresji czesci transporteréw FGT, co
wspiera hipoteze transkutikularnego pobierania glukozy. W polskim podsumowaniu skrétowo
wspomina sie o réznicach strategii, ale zabrakto wyraznego przywofania tego eksperymentu jako
mocnego potwierdzenia proponowanego modelu.

4.1.4. Analizy biochemiczne — glukoza, trehaloza, glikogen, trehalaza
Analizy biochemiczne u larw L3 i L4 po 24-godzinnej hodowli w réznych stezeniach glukozy
(zawartos¢ glukozy, trehalozy, glikogenu oraz aktywno$¢ trehalazy) sg spdjne z obserwacjami
transkryptomicznymi i ekspresjg transporteréow. Larwy L3 wykazujg bardziej stezeniowo-zalezne
zmiany poziomu weglowodandw, natomiast larwy L4 osiggajg wysycenie puli glukozy i trehalozy juz
przy nizszych stezeniach zewnetrznych, co dobrze ilustruje rdznice strategii metabolicznych miedzy
tymi dwoma stadami.
5. Podsumowanie
Rozdziat Podsumowanie w sposdb przejrzysty podsumowuje gtéwne kierunki badan i podkresla
znaczenie glukozy jako istotnego czynnika metabolicznego w biologii Anisakis simplex. Autorka
poprawnie umieszcza wyniki w szerszym kontekscie oraz wskazuje, ze analiza larw L3 i L4 ujawnita
réznice w ich strategiach adaptacyjnych. Tre$é rozdziatu jest spdjna i w klarowny sposdb zamyka
prace.
Jednoczesnie Podsumowanie koncentruje sie gtéwnie na ogdlnych wnioskach biologicznych,
podczas gdy bardziej szczegdtowe rezultaty badan multiomicznych — zwtaszcza dotyczace réznic w
proteomie, alternatywnego splicingu czy dynamiki ekspresji transporteréw glukozy — zostaty
przedstawione dos$¢ skrétowo. Nie obniza to poprawnosci rozdziatu, ale sprawia, ze nie w petni
oddaje on ztozonos¢ i szerokosé przeprowadzonych analiz. Rozwiniecie tych elementéw pozwolitoby
mocniej wyeksponowaé naukowg wartos¢ pracy, szczegdlnie w zakresie integracji wynikéw i ich
znaczenia funkcjonalnego.
Pomimo to Podsumowanie spetnia swojg role, jest logiczne i zgodne z danymi prezentowanymi w
rozprawie, a przedstawione wnioski sg trafne i adekwatnie zamykajg czes¢ badawcza.
6. Uwagi szczegétowe (jezykowe i terminologiczne)
Podsumowujgc uwagi bardziej techniczne i jezykowe:

I.  Terminologia parazytologiczna — w kilku miejscach pojawia sie termin ,infekcja” w
odniesieniu do nicieni. W parazytologii zaleca sie uzywanie okreslen ,inwazja” lub
,zarazenie” dla pasozytéw wielokomdrkowych. Warto w przysztosci ujednolici¢ stownictwo
w tym kierunku.

II.  Opis RT-PCR / gPCR (str. 15) — stwierdzenie, ze ,RT-PCR umozliwia monitorowanie
amplifikacji PCR w czasie rzeczywistym”, jest nieprecyzyjne. Klasyczne RT-PCR oznacza
metode z odwrotng transkrypcjg, natomiast monitorowanie w czasie rzeczywistym odnosi
sie do techniki real-time PCR (gPCR). Wtasciwsze bytoby sformutowanie typu ,,RT-gPCR (real-
time PCR poprzedzony odwrotng transkrypcjg) umozliwia monitorowanie amplifikacji w
czasie rzeczywistym”.
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VI.

w kilku miejscach poziom ekspresji mRNA jest nazywany ,aktywnosciag transporteréow”, co
sugeruje pomiar funkcjonalnego transportu, a nie poziomu transkryptu. W przysztosci warto
konsekwentnie uzywac termindw ,ekspresja genu” / ,poziom transkryptu” dla danych
gPCR/RNA-seq, a ,aktywnos¢ biatka” rezerwowac dla wynikdw bezposrednich testéw
funkcjonalnych;

Konstrukcje bezosobowe — na stronie 33 ,w analizie GO (...) wykazato...” powinno zostaé
zastgpione przez ,,w analizie GO (...) wykazano...”.

Opis ztozonosci regulacji (str. 40) — sformutowanie ,pofaczenie badan ekspresji RNA,
alternatywnego splicingu i proteomu podkresla ztozong sieé regulacyjng” sugeruje, ze samo
zastosowanie kilku technik powoduje taki wniosek. Precyzyjniejsze i bardziej poprawne
bytoby zdanie odwotujgce sie do wynikéw, np.:

»Wyniki uzyskane z analiz ekspresji RNA, alternatywnego splicingu i proteomu ukazujg
ztozong, wielopoziomowg sie¢ regulacyjng lezgcg u podstaw rozwoju larwalnego i adaptacji
srodowiskowej.”

,Zapotrzebowanie w biatka” (str. 41) — poprawna forma: ,zapotrzebowanie na biatka
strukturalne”, zgodnie z typowa rekcja czasownika ,potrzebowaé czegos” -
»,Zapotrzebowanie (na cos)”.

Uwagi te majg charakter redakcyjny i terminologiczny; nie wptywajg na zasadniczg warto$é naukowa

rozprawy, ale ich uwzglednienie podniostoby precyzje wywodu.
7. Pytania do doktorantki
Na potrzeby publicznej obrony rozprawy proponuje nastepujace pytania:

W srodowisku jelitowym gospodarza dostepnos$é glukozy oraz innych weglowodanéw moze
ulega¢ znacznym wahaniom, m.in. w odpowiedzi na procesy zapalne. Jak Pani zdaniem takie
zmienne warunki metaboliczne mogtyby modulowa¢ aktywnos$¢ transporterow glukozy
A. simplex oraz jego zdolno$¢ do przetrwania pierwszego kontaktu z ukfadem
odpornosciowym?

Ktory z uzyskanych wynikdw uwaza Pani za najbardziej zaskakujgcy lub majacy najwiekszy
potencjat do zmiany dotychczasowego postrzegania biologii A. simplex? Jakie wnioski
wynikajace z tych danych mogtyby byé podstawg nowej hipotezy badawczej?

Biorgc pod uwage zidentyfikowane rdznice w ekspresji transporteréw glukozy pomiedzy
larwami L3 i L4 Anisakis simplex, w ktére stadium rozwojowe Pani zdaniem powinny celowac
ewentualne terapie lub inhibitory transporteréw glukozy? Czy widzi Pani wiekszy potencjat
w opracowaniu takich inhibitoréw z myslg o zastosowaniu u ludzi, czy raczej w kontekscie
bezpieczenstwa zywnosci i rybotéwstwa? Prosze uzasadnic, odnoszac sie do cyklu zyciowego
pasozyta.

8. Podsumowanie i wnioski

Podsumowujgc, rozprawa doktorska mgr inz. Iwony Polak jest praca:

oryginalng — podejmuje temat dotad nieopracowany w tak szerokim i wielopoziomowym
ujeciu,

metodycznie zaawansowang — wykorzystuje kompleksowe podejscie multi-omics,
merytorycznie warto$ciowa — wnosi istotny wktad do zrozumienia strategii metabolicznych
pasozytniczych nicieni i roli transporterow glukozy,
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interdyscyplinarng —faczy parazytologie, biologie molekularna, bioinformatyke i biochemie.

Zgtoszone uwagi majg charakter konstruktywny i nie podwazajg wysokiej wartosci naukowej pracy

ani jakosci przeprowadzonych badan.

W mojej ocenie rozprawa w petni spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim, okreslone w art.

187 Ustawy — Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z dnia 20 lipca 2018r. (tekst jednolity Dz. U.

2024, poz. 1571, ze zm.). Wnioskuje do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu

Warminsko - Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie mgr inz. lIwony Polak do publicznej obrony

rozprawy doktorskiej.

Jednoczesnie, uwzgledniajac:

wysoki poziom merytoryczny rozprawy,

interdyscyplinarnosé zastosowanych metod badawczych (analizy transkryptomiczne,
proteomiczne, modelowanie strukturalne, analizy in vitro i in silico),

oryginalnos$¢ uzyskanych wynikédw dotyczacych transporteréw glukozy oraz
wielopoziomowej regulacji metabolizmu weglowodandéw u Anisakis simplex,

znaczacy wktad pracy w rozwéj badan nad molekularnymi mechanizmami adaptacyjnymi
nicieni pasozytniczych,

wysoki poziom publikacji stanowigcych podstawe rozprawy (240 pkt MEiN, faczny IF 9,0),
samodzielnosc¢ i dojrzatos¢ naukowg Autorki, widoczng zaréwno w doborze metod, jak

i w interpretacji wynikow,

oceniam, ze praca mgr inz. Iwony Polak spetnia kryteria pozwalajgce na jej wyrdznienie.

W zwigzku z powyzszym wnioskuje o przyznanie wyrdznienia rozprawie doktorskiej mgr inz.

Iwony Polak.
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