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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Jadwigi Gronczewskiej

pt.: ,,Jzoenzymy dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w plemnikach i tkankach ryb”

Praca mgr Jadwigi Gronczewskiej na stopien doktora w dziedzinie nauk S$cistych i
przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne zostata wykonana pod kierunkiem prof. d hab.
Edwarda F. Skorkowskiego z Katedry Genetyki Ewolucyjnej i Biosystematyki, Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego. Rozprawg przygotowano zgodnie z wymogami okreslonymi w
Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule naukowym w zakresie sztuki, jak rowniez w rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 18 stycznia 2018 r. w sprawie szczegdlowego trybu 1 warunkow
przeprowadzenia czynno$ci w przewodzie doktorskim, w postgpowaniu habilitacyjnym (Dz.U.
2003 Nr 65 poz. 595 z pozn. zm.), w zw. z art. 179 Ustawy z dn. 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669 z pdzn.
zm.).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska oparta jest o trzy oryginalne publikacje w

ktorych mgr Jadwiga Gronczewska jest pierwszym autorem oraz autorem do korespondencji.

1. Gronczewska J., Zigtara M.S., Biegniewska A., Skorkowski E.F. Enzyme activities in fish
spermatozoa with focus on lactate dehydrogenase isoenzymes from herring Clupea
harengus. 2003. Comparative Biochemistry and Physiology - B Biochemistry and
Molecular Biology, 134 (3), str. 399 — 406.

2. Gronczewska J., Biegniewska A., Zigtara M.S., Skorkowski E.F. Inhibition by tributyltin
of herring skeletal muscle lactate dehydrogenase activity. 2004. Comparative
Biochemistry and Physiology - C Toxicology and Pharmacology, 137 (4), str. 307 — 311.

3. Gronczewska J.; Skorkowski, EF. Lactate dehydrogenase in fish spermatozoa and its role
in sperm cell bioenergetics. 2020. Indian Journal of Experimental Biology, 58 (1), str. 7-
13.
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Przedlozone os$wiadczenia wskazujg na wspotudzial Doktorantki we wszystkich etapach
prowadzacych do opublikowania wynikow, w tym w zaplanowaniu do$wiadczen, zebraniu
materiatu biologicznego, przeprowadzeniu do$§wiadczen oraz analizie i interpretacji wynikow,
przygotowaniu wstepnych 1 ostatecznych wersji manuskryptow, a takze w odpowiedzi na
recenzje. Dwie pierwsze prace cytowane sg bazach Scopus i Web of Science (odpowiednio 26 i 8
razy, Scopus IX, ‘23), w wickszo$ci przez autorow zewnegtrznych z innych krajow. Trzecia
publikacja znajduje si¢ tylko w Web of Science i do tej pory nie byla cytowana. Nalezy
podkresli¢, ze czasopisma w ktorych opublikowano wyniki badan reprezentuja tematyke
adekwatng do zakresu prowadzonych prac, co gwarantuje wykonanie recenzji przez
kompetentnych recenzentow. Comparative Biochemistry and Physiology jest czasopismem z
dhlugimi tradycjami, specjalizujgcym si¢ w badaniach poréwnawczych z zakresu biochemii i
fizjologii, w tym biologii molekularnej i toksykologii.

Badania byty finansowane z dwoch Zrodet zagranicznych: European Commission EVK3-CT-
2000-00025 Biological Effects of Environmental Pollution in Marine Coastal Ecosystems oraz
COST (Food and Agriculture COST Action FA 1205: AQUAGAMETE), a takze grantu KBN
127/E-335/SPUB-M/5.PR UE/DZ 174/2001-2003.

Poniewaz rozprawa doktorska oparta jest na trzech publikacjach, szczegotowa ocena
merytoryczna czesci eksperymentalnej 1 dyskusji wynikow zostata juz wczesniej wykonana przez
recenzentdéw renomowanych czasopism, ktorzy sg najczesciej swiatowymi ekspertami w zakresie
przeprowadzonych badan. Opublikowanie przez Autorke wynikow $wiadczy o ich wysokiej
warto$ci naukowej, dlatego ich ponowna ocena jest niepotrzebna. W zwigzku z tym, moja
recenzja pracy doktorskiej bedzie glownie obejmowata oceng¢ wyboru tematyki badawczej,
zasadno$ci zestawienia artykutldéw oraz mozliwosci uzyskania uogodlnionych wnioskéw

wyptywajacych z analizy trzech prac wchodzacych w sktad rozprawy.

Tematyka badawcza rozprawy doktorskiej i gtéwne osiagniecia
Tematyka badawcza

Tematyka rozprawy doktorskiej skupia si¢ na charakterystyce dehydrogenazy
mleczanowej (LDH, EC 1.1.1.27), waznego enzymu dla bioenergetyki komorek. Badania skupiaty
si¢ na LDH plemnikéw ryb [1,3] oraz migsni szkieletowych [2] i1 byly to zagadnienia podj¢te po
raz pierwszy dla nasienia ryb. Doktorantka przeprowadzila szerokie badania obejmujgce miedzy
innymi, badania porownawcze aktywnosci enzymu w plemnikach i tkankach kilku gatunkow ryb

[1,3] oraz aktywnosci enzymdéw zaangazowanych w tworzenie NADPH, a takze magazynowanie
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energii (kinaza kreatynowa) [1]. Wazng czeScig badan byla identyfikacja poszczegdlnych
izoenzymow LDH oraz izolacja i charakterystyka uzyskanych preparatow biatkowych [1].
Podjeto takze badania toksykologiczne ukierunkowane na charakterystyk¢ hamowania LDH przez
tributylocyne (TBT), cynoorganiczng toksyczng substancje¢ zanieczyszczajacg srodowiska wodne
[2,3].

Glowne osiggnigcia rozprawy

Badania nad izoenzymami dehydrogenazy mleczanowej nasienia $ledzia (Clupea
harengus) opublikowane w 2003 r. byly pierwszymi dla LDH nasienia ryb [1]. W tej pracy
zidentyfikowano trzy izoenzymy LDH: LDH-A2B; i LDH-Bg, ktore wyizolowano z plemnikow
$ledzia i czgsciowo oczyszczono oraz LDH-As, ktory oczyszczono z migéni szkieletowych. Profil
izoenzymOw nasienia w badaniach elektroforetycznych poréwnano z profilami tkanek
mig$niowych (migénie szkieletowe oraz migsien sercowy). Okreslono podstawowe parametry
fizykochemiczne oraz Kkinetyczne izoenzymow, ktore postuzyty do okreslenia ich specyfiki w
zakresie optymalnego pH, powinowactwa do substratu oraz termostabilnosci. W nasieniu $ledzia
dominowatly izoenzymy LDH-A2B> i LDH-B4, co zostalo zinterpretowane jako odzwierciedlenie
przystosowania plemnikéw do metabolizmu tlenowego. Wykonano badania poréwnawcze
aktywnosci enzymow plemnikow zaangazowanych w tworzenie NADPH oraz magazynowanie
energii (kinaza kreatynowa) dla trzech gatunkow, Sledzia, karpia (Cyprinus carpio) i suma
afrykanskiego (Clarias gariepinus). Wykazano wyrazne roznice pomiedzy wartosciami dla
$ledzia w poréwnaniu do karpia i suma afrykanskiego (gatunki stodkowodne), co odzwierciedla
przystosowanie wymienionych gatunkéw do Srodowiska, w szczegdlnosci do warunkow
zaptodnienia zewngtrznego w zroznicowanym wodnym S$rodowisku. Autorzy wnioskowali, ze
podstawowa rola LDH w nasieniu prawdopodobnie zwigzana jest z reoksydacja NADH, co
powinno skutkowaé przyspieszeniem glikolizy w plemnikach.

Badania z wykorzystaniem oczyszczonego preparatu LDH-As z miesni szKieletowych
wskazatly, ze mechanizm toksycznosci tributylocyny oparty jest interakcji pomigdzy TBT a LDH,
co skutkuje hamowaniem aktywnosci LDH i obnizeniem tempa przeksztalcenia mleczanu do
pirogronianu. W konsekwencji dochodzi do zaburzen réwnowagi redoks w komorkach
skutkujacych ich $miercig [3]. Waznym odkryciem bylo wykazanie ochronnego wpltywu
albuminy na hamowanie aktywnosci LDH, co sugeruje, ze w warunkach naturalnych albumina
krwi ryb moze wigza¢é TBT i w ten sposob neutralizowaé jej toksyczno$¢ [3]. Badania
Doktorantki takze jasno wykazaly, ze TBT hamuje aktywno$¢ LDH plemnikéw ryb, $ledzia i

karpia, co moze negatywnie wptywac na rozréd ryb w zanieczyszczonych wodach. Hamowanie
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byto uzaleznione od gatunku, co sugeruje uwarunkowane gatunkowo réznice w strukturze LDH
oraz w zawarto$ci poszczeg6lnych izoenzymow w plemnikach.

Badanie roli LDH w bioenergetyce plemnikow ryb, zarbwno w normalnych warunkach,
jak 1 w warunkach zanieczyszczenia stanowity zwienczenie tematyki rozprawy doktorskiej [3].
Jako wyznacznik bioenergetyczny wybrano tadunek energetyczny adenylandéw (AEC), ktory
odzwierciedla pule nukleotydow adeninowych w komoérce. Wykazano m.in. kluczowa rolg
stezenia mleczanu i pirogronianu dla utrzymania AEC w granicach wartosci fizjologicznych, co

jasno wskazuje na wiodacg role LDH w bioenergetyce plemnikow ryb.

Przeprowadzenie wszechstronnych badan z wykorzystaniem wielu metodyk biochemicznych
zwigzanych m.in. z preparatyka bialek, okreslaniem ich wtasciwosci, analiza poréwnawcza wielu
enzymow oraz fakt opublikowania wynikéw w czasopismach mi¢dzynarodowych jednoznacznie

wskazuja, ze Doktorantka dysponuje wiedzg teoretyczng w tematyce badan oraz wykazata si¢

niezbednymi umiejetno$ciami w prowadzeniu badan naukowych i rozwigzania problemu

naukowego, co jest wymagane do pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej.

Zasadnos¢ zestawienia artykulow oraz moZliwosci uzyskania wuogolnionych wnioskow
wyplywajgcych 7 analizy trzech prac wchodzgcych w sktad rozprawy

Rozprawa doktorska koncentruje si¢ na problematyce roli dehydrogenazy mleczanowej w
plemnikach i tkankach ryb. Tematyka ta jest obecna w trzech publikacjach wchodzacych w sktad
rozprawy ze szczegolnym uwzglednieniem charakterystyki i badan profilow izoenzymow LDH.
Na podkreslenie zastuguja takze pordwnawcze badania LDH w wielu tkankach kilku gatunkow
ryb, a takze analizy enzymow zaangazowanych w tworzenie NADPH oraz magazynowanie
energii, co stanowi wazny kontekst dla zrozumienia pozycji i roli LDH w metabolizmie ryb. Dato
to mozliwo$¢ sformutowania uogdlnionych wnioskow zardwno na temat izoenzymoéw LDH i ich
roli metabolicznej, jak i specyfiki biologii nasienia i metabolizmu ryb.

Tym niemniej, nalezy zwroci¢ uwage, ze nie udato si¢ zestawi¢ publikacji w formie
konsekwentnej narracji ukierunkowanej na stopniowe rozwigzanie jednego wigkszego problemu

naukowego, co bytoby najlepszym rozwigzaniem.

Uwagi krytyczne i zagadnienia do dyskusji
Opracowanie w jezyku polskim 1 angielskim napisane jest w formie streszczenia

skupiajacego si¢ przede wszystkim na najwazniejszych wynikach uzyskanych w pracy. Moim
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zdaniem, praca mogtaby zyskaé, gdyby cze$¢ opisowa byla skonstruowana raczej jako praca
przegladowa (minireview), gdzie uzyskane w trzech pracach wyniki moglyby by¢ zestawione z
aktualng literaturg przedmiotu. Daloby to mozliwo$¢ wigkszego uogoélnienia i wnioskowania na
temat znaczenia wynikdéw, zarowno w zakresie badan podstawowych jak i aplikacyjnych, tym
bardziej, ze dwie kluczowe prace rozprawy doktorskiej ukazaty si¢ ok. 20 lat temu, a wigc
aktualizacja informacji bylaby korzystana. Ponadto, korzystne byloby skomentowanie postepu
metodycznego (proteomika, metabolomika) w pracach biochemii poréwnawczej ktory nastapit w

tym okresie i jego wptyw na rozwdj badan nad LDH.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny praca pt. ,,Izoenzymy dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w plemnikach
i tkankach ryb” spelnia wymagania stawiane pracom doktorskim — okreslone w Ustawie z dnia 14
marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym
w zakresie sztuki, jak rowniez W rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictw Wyzszego z dnia 18
stycznia 2018 r. w sprawie szczegdtowego trybu i warunkéw przeprowadzenia czynno$ci w
przewodzie doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pdzn.
zm.), w zw. z art. 179 Ustawy z dn. 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo 0
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669 z pézn. zm.) i w zwiazku z powyzszym
zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego z
wnioskiem o dopuszczenie mgr Jadwigi Gronczewskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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