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RECENZJA
Osiagnigcia naukowego mgr Iwony Polak pt. Transkryptom Anisakis simplex zrédlem

informacji o molekularnych podstawach przezycia nicienia w organizmie Zywiciela

Recenzowana praca dotyczy multi-omicznych analiz wpltywu glukozy na Anisakis simplex w

dwoch etapach rozwoju larwalnego tego pasozyta.

Anisakis simplex (Nematoda: Anisakidae) jest pasozytniczym nicieniem organizméw morskich
o zlozonym cyklu zyciowym, obejmujacym bezkregowce, ryby i glowonogi (zywiciele
posredni lub parateniczni) oraz ssaki morskie bgdace naturalnymi zywicielami ostatecznymi.
A. simplex sensu lato to kompleks 3 gatunkéw tzw. blizniaczych, tj. nicodrdznialnych na
podstawie cech morfologicznych, ktére rozprzestrzenione s w wodach morskich réznych
czesci globu. Cztowiek moze ulec zarazeniu wskutek konsumpcji surowych lub nie poddanych
wystarczajacej obrobce cieplnej ryb morskich, stajagc si¢ tym samym zywicielem
przypadkowym. Choroba wywolana przez A. simplex to anisakioza, bgdgca szczegdlnym
przypadkiem anisakidozy, ktorym to terminem definiuje si¢ zarazenie takze innymi gatunkami
nicieniami z rodziny Anisakidae (np. Pseudoterranova decipiens). Pierwsze udokumentowane
przypadki anisakidozy (a konkretnie anisakiozy) dotycza pacjentéw z Europy, ale globalnie,
najwiecej przypadkéw choroby pochodzi z krajow azjatyckich, gtéwnie Japonii, a takze Korei,
gdyz w tamtych rejonach spozywa si¢ najwigcej potraw z surowych ryb. W ostatnich latach
szacuje sie, ze w Europie i krajach azjatyckich liczba nowych przypadkéw inwazji tymi

nicieniami moze byé poréwnywalna, co wynika z zmian w zwyczajach kulinarnych w krajach
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europejskich i dotyczy zwlaszcza Hiszpanii i Wioch. Od czasu gdy izolowane od pacjentéw
larwy Anisakis simplex s.l. zaczgto identyfikowaé metodami molekularnymi, stwierdzano u

pacjentéw A. simplex sensu stricto oraz 4. pegreffii.

Celem badawczym jakiego podjela si¢ Doktorantka bylo wykrycie réznic i podobienstw
profili transkryptomow Anisakis simplex w stadiach rozwojowych L3 i L4 w obecnosci
glukozy na poziomie calego organizmu (tego zagadnienia dotyczy praca pierwsza) oraz
okreSlenie ekspresji genéw zwigzanych z transportem sacharydéw u tych larw, w
odpowiedzi na obecnos$¢ glukozy w Srodowisku (tematyka pracy drugiej).

Tematyka podjetych przez Doktorantke analiz jest bardzo wazna, gdyz wnosi wklad w
poznanie malo dotad znanych mechanizméw warunkujacych zdolnosSci kolejnych stadiow

larwalnych A. simplex do przetrwania w organizmie zZywicieli.

Recenzowana dysertacja sktada si¢ z cyklu dwoéch spdjnych tematycznie artykulow
opublikowanych w 2025 roku w recenzowanych czasopismach naukowych. Wspétczynnik
oddzialywania IF obu prac lgcznie wynosi 9.0, a liczba punktow MEIN wynosi 240.
Doktorantka jest pierwszg autorkg obu prac oraz wspolautorka korespondencyjng jednej z nich.
Oba artykuly sg wieloautorskie ((7 i 6 autoréw), jednak wszyscy wspétautorzy uznali wiodacy,

wynoszacy 60%, udzial Doktorantki w ich powstaniu.

Struktura rozprawy jest prawidlowa, zawiera wszystkie wymagane elementy i przedstawia si¢
nastepujaco:
s Streszczenie w jezyku polskim i angielskim
e Wstep, w ktorym znajduja si¢ podstawowe informacje na temat pasozyta bedacego
obiektem badan, aktualnego stanu wiedzy o sposobach pozyskiwania energii do
rozwoju przez larwy tych nicieni i innych helmintéw, a takze informacje na temat
anisakiozy obejmujgce dane epidemiologiczne i kliniczne oraz stosowane wspélczesnie
metody molekularne w badaniach 4. simplex i pokrewnych nicieni, z bardzo obszernym
oméwieniem najnowoczesniejszych technik.
e Zwiezle przedstawione hipotezy, cele i zadania badawcze
e Rozdzialy, w ktorych zaprezentowane sa metodyka i wyniki uzyskane w obu pracach

oraz podsumowanie.
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e Bibliografia (obejmujaca 116 pozycji)
W rozdziatach Wstep, Metodyka i Podsumowanie umieszczone sa autorskie, pomystowe ryciny

stworzone przy pomocy internetowego programu graficznego BioRender.

Powyzsza czgéé dysertacji, wraz ze spisem rycin, miesci si¢ na 57 stronach, a dalej znajduja si¢
kopie publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe oraz o§wiadczenia wszystkich wspotautorow obu

prac o wkladzie w ich powstanie.

W pierwszej pracy Doktorantka analizowata transkryptomy larw L3 4. simplex obecne po 24
godzinach hodowli in vitro w obecnosci glukozy, wobec kontroli bez obecnosei glukozy.
Nastepnie przeprowadzila analogicznie do§wiadczenie z wyhodowanymi in vifro larwami L4.
Transkryptomy i -proteomy otrzymane u larw L3 i L4 poddata analizom poréwnawczym i
stwierdzita istotne réznice w profilach pomiedzy stadiami L3 i L4 4. simplex, przy czym
wykazata, ze stadium rozwoju wywiera istotniejszy wptyw na profil ekspresji genéw i biatek
niz ekspozycja na glukoze. Analizujac jednoczesnie transkryptomy i proteomy wykazata, ze

polaczenie tych analiz moze byé pomocne w wyjasnianiu ztozonych procesow biologicznych.

W drugiej pracy, aby okresli¢ ekspresj¢ genéw zwigzanych z transportem sacharydéw u larw
L3 iL4 A. simplex, Doktorantka dokonata analiz in silico i zidentyfikowala geny biorace udziat
w procesie transportu glukozy, a nastepnie przeprowadzita analizy ekspresji tych gendw u larw
L3 i L4 w warunkach hodowli in vitro. Wykonala takze biochemiczne oznaczenie ilosci
glukozy, trehalozy i glikogenu oraz zmierzyta aktywnos¢ trehalazy. Badania wykazaly, ze
poziom ekspresji genéw bioracych udziat w transporcie glukozy jest wyzszy u larw w stadium
rozwoju 4 niz u larw L3 i byty one dlugo reaktywne nawet przy niskim stezeniu tego cukru.
Zaobserwowane roznice transkryptomowe i biochemiczne migdzy larwami L3 i L4 sugeruja
zmiane mechanizméw wychwytu glukozy — z absorpcji przezskérnej u larw L3 na wychwyt

glukozy jelitowej u larw L4 po aktywacji jelit.

Doktorantka osiagnela zalozone cele. Przeprowadzila wiele, bardzo dogl¢bnych i
szczegolowych analiz z wykorzystaniem najnowszych mozliwosci i narzadzi badawczych,
co §wiadczy o Jej doskonalym przygotowaniu do pracy naukowej w najnowoczesniejszych
laboratoriach molekularnych i plasuje rezultaty badan w czoléwce Swiatowej.

Przyczyniajg si¢ one do lepszego poznania i zrozumienia mechanizméw sterujacych
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procesami metabolicznymi tych pasozytow w roéinych stadiach rozwojowych,
decydujacymi o ich przezyciu w zZywicielu, oraz mogacymi mie¢ wplyw na ich
patogeniczno$é. Co wiecej, zaobserwowane mechanizmy moga wystgpowaé takie u
innych, bardziej niebezpiecznych nicieni pasozytujacych u czlowieka, co by¢ moze wskaze
droge badan nad nowymi lekami do zwalczania tych helmintéw.

Nalezy podkreslié, ze prace wymagaly znajomosci najnowszych technik, nie tylko tych
stosowanych w nowoczesnych laboratoriach molekularnych ale i nowoczesnych programéw

komputerowych, co sprawia, ze przedstawiong do oceny dysertacj¢ oceniam bardzo wysoko.
Moje uwagi dotycza nastepujacych zagadnien:

We Wstepie Doktorantka podaje informacje na temat rozprzestrzenienia geograficznego i
cyklu zyciowego A. simplex i wywolywanej przez tego nicienia zoonozie, zar6wno w aspekcie
objawéw jak i epidemiologii, zacytowata jednak niewlasciwe piSmiennictwo na temat
wystepowania A. simplex w Baltyku: Rokicki i wsp. (2009) nie wykryli tego nicienia w
badanych rybach, a Skrzypczak i wsp. (2014) co prawda wykryli go u fok, ale jedynie w 0.8%
badanych ssakéw, co jest znikoma wartoscia. Sa publikacje dostarczajace znacznie wigce]
danych na ten temat. Szkoda tez, ze podajac dane na temat anisakiozy w S$wiecie nie
wspomniata o pierwszym i jedynym jak dotad wykrytym przypadku anisakiozy w Polsce,
opisanym w roku 2020. Byt on ciekawy takze z tego powodu, iz objawy utrzymywaly si¢
znacznie dluzej niz podane przez Nig, najczesciej opisywane kilka — kilkanascie dni, a
mianowicie kilka tygodni.

W Rozdziale Metody molekularne (str. 14-15), opisujac metody stosowane w badaniach
parazytologicznych Doktorantka wymienia jako dwie niezalezne: ,metody molekularne”
(majac na mysli pewnie konwencjonalny PCR 1 proste analizy uzyskanych produktéw np.
analize dtugosci fragmentow restrykeyjnych i ich sekwencjonowanie, czy odmiang PCR jaka
jest nested PCR) oraz ,metody nowej generacji, w tym sekwencjonowanie
wysokoprzepustowe”, podczas gdy te drugie to rowniez, aczkolwiek nowsze, techniki
molekularne.

Zawarte w tym rozdziale obszerne opisy najnowoczesniejszych technik molekularnych, w tym
sekwencjonowania wysokprzepustowego oraz technik stosowanych w badaniach ekspresji

genéw uwazam za bardzo cenne i podziwiam ogromng wiedz¢ Doktorantki, zar6wno
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teoretyczng jak i praktyczna na temat tych jakze trudnych zagadnien. Opis podstawowych
technik molekularnych jest natomiast bardzo krétki, co mozna zrozumie¢, gdyz Doktorantka w
swojej pracy ich nie stosowala lub stosowata w bardzo ograniczonym stopniu.

Jednak pragne zwréci¢ uwage, ze starsze metody, uwazane by¢ moze przez mlodg osobe
postugujaca sie najnowszymi technikami za bardzo juz nieaktualne, sa weigZ niezastgpione w
wielu badaniach, a ponadto sg zwykle punktem wyjscia do opracowywania kolejnych,
nowoczesniejszych metod, wigc ich zrozumienie jest niezbedne do tego, by dysponowaé
solidna baza do dalszego rozwoju naukowego (dotyczy to zreszta kazdej dziedziny nauki).
Tymczasem, zauwazytam w tym krétkim opisie pewne niescistosci, ktore ponizej prostuje:

- rejony ITS1 i ITS2 nie sa genami-lecz fragmentami niekodujacymi (Internal Transcribed
Spacers) w jadrowym DNA, ktére znajduja si¢ miedzy genami kodujgcymi mata i duza
podjednostke rybosomalnego RNA, czesto analizowanymi ze wzgledu na stosunkowo duze
zréznicowanie pomiedzy gatunkami blizniaczymi, podczas gdy geny kodujace podjednostki
rybosomalne sg bardziej zakonserwowane.

-technika real-time PCR i RT-PCR to dwie odmienne techniki wykorzystywane w réznych
celach. Ponadto, sam real-time PCR nie jest technika ilo$ciows, a jest nig gPCR bedacy
szczego6lng odmiang real-time PCR.

Ponadto, nie moge zgodzi¢ si¢ ze stwierdzeniem: ,,RT-PCR /mysle, ze Doktorantka ma tu na
mys$li real-time PCR?/ to system amplifikacji zamknigty, szybki, zautomatyzowany i prosty w
obstudze, co znacznie zmniejsza ryzyko kontaminacji w poréwnaniu do konwencjonalnego
PCR.” Kazdy z systeméw mozna zautomatyzowaé zmniejszajgc tym samym mozliwos¢
kontaminacji, ale w podstawowym schemacie, probki do analizy przy pomocy PCR ireal-time
PCR przygotowuje si¢ w podobny sposob. Zaleta drugiej metody jest szybszy odczyt wyniku
amplifikacji, gdyz nie jest wymagana wizualizacja wyniku na zelu agarozowym (co zajmuje
dodatkowy czas), a druga, niezaprzeczalna zaleta real time PCR jest to, Ze jest to metoda czulsza

(z czym wigze si¢ tez niestety zwigkszone ryzyko kontaminacji).

Zauwazone niewlasciwe sformulowania:

-sformulowanie ,,Typy krélestw” (str. 13) jest niepoprawne, gdyz ,,typ” (ang. Phylum) to,
podobnie jak ,krolestwo” kategoria taksonomiczna.

-pasozyty ,inwadujg” a nie ,infekuja”, w zwigzku z tym nalezy pisa¢ ,inwazje”, a nie

mnfekcje” pasozytnicze.
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-termin ,,Infestacja” dotyczy inwazji pasozytami zewngtrznymi, wiec piszac o pasozytach
wewnetrznych nalezy uzywaé terminu’,,inwazja” a nie ,,infestacja”.

-nazwy gendw wybieranych do identyfikacji blizniaczych gatunkéw i analiz struktury
taksonomicznej w obrebie Anisakidae sg nieprawidtowe (str. 14). Co oznacza nazwa genu
,mitochondrialny cytochrom b (mtDNAcysb)? zapewne chodzi o gen kodujacy
mitochondrialny cytochrom b. Sformulowania ,gen kodujacy mitochondrialny cytochrom
oksydaze 2 oraz mitochondrialny_cytochrom oksydazg 1” sg nieprawidlowe.

-po zdaniu ,,RT-PCR umozliwia monitorowanie amplifikacji w czasie rzeczywistym” znajduje
sie niezrozumiale zdanie: ,Zachowano w niej swoisto$¢ i czulo$¢ klasycznej metody, a
dodatkowo umozliwiono szacowane intensywnos$ci zarazenia i zywotnosci pasozytow” (drugi
akapit str. 15). Abstrahujac od tego, ze Doktorantka odnosi si¢ do real-time PCR, a nie RT-
PCR, zdanie to jest niezrozumiata. Jest to prawdopodobnie daleko idacy skrot myslowy,

dotyczacy polgczenia technik RT-PCR i real-time PCR, ktory jednak wymaga wyjasnienia.

Powyzsze niefortunne sformulowania dotyczace nazewnictwa stosowanego w biologii
wynikaja prawdopodobnie z tego, iz doktorantka specjalizuje si¢ w bardzo waskiej dziedzinie
biotechnologicznej i jest absolwentka biotechnologii, a nie biologii. Blgdne nazwy genéw to
prawdopodobnie pomylki wynikajagce z niesprawdzenia ostatecznej wersji tekstu przed
wydrukowaniem, ale wymaga sprostowania. Uwagi te nie maja zadnego wplywu na pozytywng

oceng dysertacji, a wymieniam je jedynie z obowiazku recenzenta.

Mam do Doktorantki jedno pytanie, ktore dotyczy biologii Anisakis simplex. Podajac
informacje o zasiegu wystepowania 4. simplex i mozliwym z tego powodu narazeniu
konsumentow ryb battyckich napisata Pani, ze w Battyku nicien ten pojawia si¢ sezonowo, w
zarazonych nim $ledziach migrujgcych z cie$nin dunskich na tarlo, ktére odbywaja w wodach
przybrzeznych. Ostatnie kilkuletnie badania przeprowadzone przez polskich naukowcow
pokazuja takze inne mozliwosci i prosz¢ o podanie tych dodatkowych, stosunkowo nowych

informacji na temat mozliwosci zamkniecia cyklu zyciowego 4. simplex w Baltyku.

Whiosek koncowy.
Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Iwony Polak
stanowi cenny wktad w poznanie aspektow metabolizmu glukozy w dwéch stadiach larwalnych

pasozytniczego nicienia Anisakis simplex. Cele i zadania badawcze zostaly dobrze
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sformutowane i konsekwentnie zrealizowane. Doktorantka w pelni udowodnita znajomosé
najnowoczesniejszych narzedzi i technik badawczych. W zwigzku z tym z przyjemnosciag
stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr inz. Iwony Polak spelnia
warunki okre§lone w art. 187 Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2024 poz. 1571, ze zm.). Zwracam si¢ zatem do
Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego o dopuszczenie Pani mgr inz. Iwony Polak do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Z powazaniem,

m@ w@k_

dr hab. Beata Szostakowska, prof. GUMed




