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RECENZJA
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ MGR LIGII PANASIAK
zatytulowanej ,,Zmiany dlugosci telomerowego DNA i aktywnoS$ci telomerazy u diploidalnych
i triploidalnych pstragow teczowych (Oncorhynchus mykiss)”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Ligii Panasiak pt. ,,Zmiany dlugosci
telomerowego DNA i aktywnoS$ci telomerazy u diploidalnych i triploidalnych pstragow
teczowych (Oncorhynchus mykiss)” wykonana zostala pod opieka promotora naukowego dr hab.
inz. Konrada Ocalewicza, prof. UG w Katedrze Biologii Morza i Biotechnologii na Wydziale
Oceanografii 1 Geografii Uniwersytetu Gdanskiego. Badania do pracy realizowano w ramach
projektu OPUS14 (2017/27B/NZ9/00113) pt. ,Dynamika telomerazy i telomerowego DNA u
pstragdw teczowych z zaburzeniami wzrostu i zakléconym procesem rozwoju gonad” finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki.

Podstawa ocenianej pracy doktorskiej sg cztery spojne tematycznie, oryginalne prace
badawcze oraz poprzedzajgce je zwiezle, anglojezyczne oraz polskojezyczne opracowanie skladajace
si¢ ze streszczenia, wstepu, celdéw badan i hipotez badawczych, zadan badawczych, weryfikacji
hipotez, wykazu stosowanych metod, podsumowania, wnioskéw oraz bibliografii. Publikacje zostaty
opublikowane w latach 2020-2023 w recenzowanych, renomowanych czasopismach o zasiggu
miedzynarodowym z listy Journal Citation Reports (JCR; Genes IF2020 4,096, MEIN=100; Journal of
Applied Genetics [Fa022 2,4, MEIN=140; Zebrafish [F2022 2, MEIN=100; Cells TF2023 6, MEIN=140),
co wskazuj e, iz weryfikacja zalozonych hipotez byla tez dokonana na poziomie edytoréw czasopism.
We wszystkich publikacjach Pani mgr Ligia Panasiak jest pierwszym autorem a Jej znaczgcy wkiad
w ich powstanie nie budzi watpliwosci. Stosowne o$wiadczenia wszystkich wspotautorow
potwierdzajace wiodacy udziat Doktorantki w prowadzenie badar, opracowanie wynikéw oraz
przygotowanie manuskryptow zostaty dotaczone do rozprawy doktorskie;j.

Publikacje stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej sa spdjne tematycznie i skupiaja si¢ na

analizie zmian aktywnosci telomerazy oraz dtugosci telomerowego DNA u pstraga tgczowego.



Podjeta przez Doktorantke tematyka badawcza jest w pelni uzasadniona i jest kontynuacja tematyki
badawczej promotora pracy dr hab. inz. Konrada Ocalewicza.

Wiodacym tematem rozprawy doktorskiej jest charakterystyka zmian dfugosci telomerowego
DNA oraz aktywnosci telomerazy w réznych tkankach pstraga teczowego. Opisano dynamike zmian
dtugosci telomerowego DNA w trakcie rozwoju osobniczego w komérkach diploidalnych i
triploidalnych pstragéw teczowych oraz okrelono aktywnos$¢ telomerazy w prawidtowo
zbudowanych jajnikach osobnikéw diploidalnych i niedorozwinietych jajnikach sterylnych
triploidoéw. Ponadto przeprowadzono analize dfugosci telomerowego DNA i aktywnodci telomerazy
u pstragow teczowych charakteryzujacych sie zaburzeniami procesu wzrostu (kartowato$¢).

Telomery to znajdujace si¢ na koricach chromosoméw eukariotycznych niekodujace regiony
genomu skladajgce si¢ z krétkich i powtarzalnych sekwencji DNA oraz biatek. Podczas kazdego
podziatu komérkowego telomery ulegaja skracaniu, co jest zwigzane z procesem starzenia sie
organizmu. Wykazano, ze stres oksydacyjny jest jednym z czynnikéw przyspieszajacych tempo
skracania si¢ telomeréw. Telomeraza jest rybonukleinowym enzymem, ktéry odgrywa kluczowa role
W utrzymaniu dtugosci i integralnodci telomerdw, spowalniajgc lub zapobiegajac ich skracaniu,
poprzez synteze sekwencji telomerowego DNA. Telomeraza sklada si¢ z podjednostki katalitycznej
Tert oraz podjednostki TERC. Regulacja transkrypcji genu Tert jest jednym z podstawowych
mechanizméw regulujgcych aktywnogé telomerazy. U ryb dynamika zmian dtugosci telomerowego
DNA jest zroznicowana gatunkowo i nie zawsze telomery skracaja sie wraz z wiekiem. W
przeciwienstwie do ssakéw, u ryb telomeraza jest aktywna w komérkach wszystkich tkanek, takze u
osobnikéw dorostych. Poziom aktywnosci telomerazy jest znacznie wyzszy w komérkach mtodych i
szybko rosnacych osobnikéw, w tkankach gonadalnych oraz w regenerujgcych sie tkankach,
natomiast wraz z wiekiem ulega obnizeniu. Poglebienie wiedzy dotyczacej roli telomerazy i
telomerowego DNA w procesach wzrostu, starzenia si¢ oraz regeneracji jest kluczowe dla lepszego
zrozumienia tych aspektéw u hodowlanych gatunkéw ryb, takich jak pstrag tgczowy. W tej grupie
ryb czesto mozna zaobserwowaé znaczng liczbe osobnikéw cierpiacych na zaburzenia wzrostu, takie
Jak karfowato$¢, a procesy regeneracji naturalnie zachodzg w gonadach zaréwno przed, jak réwniez
po tarle. Ponadto, uzyskane w procesie triploidyzacji osobniki pstraga teczowego posiadajace
dodatkowy zestaw chromosoméw, charakteryzujace sie unikalnymi cechami genetycznymi i
fizjologicznymi (wigksze rozmiary komoérek, wyzsza heterozygotycznosé, ciagly wzrost, sterylnosc,
silnie zredukowane jajniki) wydajg si¢ by¢ bardzo dobrym modelem i dopelnieniem kompleksowych
badani dotyczacych charakterystyki telomerowego DNA oraz aktywnosci telomerazy u tego gatunku.



Przekonuje to o zasadnosci sformulowanych hipotez badawczych oraz celéw przedstawionej do
oceny pracy doktorskiej. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Ligii Panasiak
doskonale wpisuje sie w opisang problematyke, a zagadnienia poruszane przez Doktorantke w
rozprawie sa niezwykle aktualne. Wyniki badan Doktorantki dotyczace zmiany aktywnosci
telomerazy i dlugosci telomerowego DNA u pstragdw teczowych w zaleznosci od plci, wykazujacych
rézne tempo wzrostu, oraz obserwowanych w komoérkach prawidtowo i nieprawidtowo zbudowanych
gonad, pozwalaja na bardziej kompleksowe zrozumienie molekularnych mechanizmow
kontrolujacych tempo wzrostu, procesy starzenia si¢, dojrzewanie piciowe oraz regeneracje ukladu
rozrodczego u ryb tososiowatych. Doktorantka wykazata, ze (i) proces triploidyzacji nie wplywa
znaczaco na dynamike zmian dlugosci telomerowego DNA w trakcie ontogenezy, (ii) zaburzenie
wzrostu (kartowato$¢) nie ma odzwierciedlenia w zmianach dhugos¢ telomeréw oraz aktywnosci
telomerazy, (iii) pte¢ nie ma wptywu na dtugo$¢ sekwencji telomerowej, (iv) silnie zredukowane
jajniki triploidalnych pstragéw teczowych charakteryzuja si¢ nizszg aktywno$cig telomerazy,
natomiast aktywnos$é telomerazy w komdrkach somatycznych triploidow jest wyzsza w porownaniu
do osobnikéw diploidalnych. Dane przedstawione w publikacjach majg charakter nowatorski.
Publikacje stanowigce przedtozonag do recenzji rozprawe doktorskg byly juz recenzowane. Strona
merytoryczna i warto$é naukowa uzyskanych wynikow byta wnikliwie oceniana przez recenzentow
i edytor6w czasopism, ktérzy zaakceptowali prace do druku, co znacznie ulatwia zadanie
Recenzentowi pracy doktorskiej. Przedstawione prace eksperymentalne stanowig logiczng catosc,
cele prac sg jasno sprecyzowane, metody i wyniki s opisane szczegétowo, dyskusja jest
przeprowadzona w sposéb prawidlowy. Warto$é poznawcza prac jest bardzo wysoka, o czym
$wiadczy fakt ich opublikowania w renomowanych czasopismach naukowych.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska dobrze prezentuje ogélng wiedze
teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie Nauki o Ziemi i Srodowisku. Ogolna wiedza teoretyczna
doktorantki przedstawiona zostala we Wstepie rozprawy doktorskiej. Wprowadzono czytelnika w
zagadnienia zwigzane z pojeciem telomeréw i ich funkeji, mechanizmem ich skracania oraz
czynnikami odpowiedzialnymi za skracanie si¢ telomeréw, takich jak stres oksydacyjny. Opisano
istniejacy stan wiedzy na temat zréznicowane]j dtugosci telomerowego DNA u réznych gatunkow
ryb, jak rowniez dynamiki zmian ich dtugosci w zaleznosci od wieku, plci czy stadium dojrzatosci
plciowej. W dalszej czgsci Doktorantka opisata role oraz budowe telomerazy, kluczowego enzymu
odpowiedzialnego za utrzymanie diugosci telomeréw. Scharakteryzowano ekspresj¢ enzymu u

organizmo6w statocieplnych oraz zmiennocieplnych, takich ryby, opisano konsekwencje¢ wylaczenia



genu podjednostki Tert u modelowych gatunkow ryb, jak rowniez zaleznosci migdzy dhugoscia
telomerow i aktywnoscig telomerazy a masg ciala ryb czy tempem wzrostu. W dalszej kolejnosci
Doktorantka wprowadzita pojecie triploidyzacji ryb i wskazuje zalety osobnikow triploidalnych jako
modelu do analizy zmian telomerowego DNA. Uzyskane wyniki potwierdzaja trafno$é
sformutowanych hipotez badawczych i celow pracy doktorskiej, co dodatkowo podkresla biegtosé
Doktorantki w dziedzinie tematu jej rozprawy doktorskiej. Ponadto, jej wiedza teoretyczna zostata
jasno wykazana w analizie uzyskanych wynikow, ktore byly kompleksowe i trafne.

W mojej ocenie, przedstawiona do oceny rozprawa doktorska wskazuje na umiej¢tnos¢
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktorantke.
Wskazujg na to:

1) Dobrze zaplanowany uktad doswiadczalny.

Nie mam uwag do utworzonych grup badawczych w celu weryfikacji postawionych hipotez.
W celu weryfikacji hipotezy nr 1 Doktorantka wykorzystata do badan material badawczy pobrany na
roznych stadiach rozwoju od diploidalnych oraz triploidalnych osobnikéw: zarodki, larwy, osobniki
jednoroczne, dwuletnie, trzyletnie oraz w celu weryfikacji hipotezy nr 3 pobrano rozne tkanki
(watroba, $ledziona, skrzela, migsnie, jajniki) od dwuletnich oraz trzyletnich diploidow oraz
triploidéw. W celu potwierdzenia hipotezy nr 2 pobrano material badawczy od jednorocznych ryb
androgenetycznych charakteryzujacych sie¢ prawidlowym wzrostem oraz androgenetycznych
osobnikdw kartowatych. Poprawnie dobrano liczebnos¢ w grupach, tak aby przeprowadzi¢ analize
statystyczng uzyskanych wynikow.

2) Réznorodny warsztat badawczy.

Na uwage zashuguje poprawnoé¢ dobranych analiz oraz ich r6znorodnosé. Do analizy diugosci
telomeréw wykorzystano technike Q-FISH. W celu oszacowania difugosci telomerowego DNA
poréwnano intensywnos$¢ fluorescencji sygnatow hybrydyzacji w badanych komorkach pstraga
teczowego oraz wyhodowanej linii komoérkowej (mysie komorki chioniaka) o znanej dlugosci
telomerdw. Aktywno$¢ telomerazy w komoérkach ozna-czono metodg ELISA. W celu zbadania
ekspresji genu Tert zastosowano metody biologii molekularnej (izolacja RNA, odwrotna
transkrypcja, real-time PCR).

3) Poprawna interpretacja i dyskusja wynikow.

W oparciu o logicznie zdefiniowane cele i postawione hipotezy uzyskano wyniki, ktére
dostarczyty nowych informacji na temat dynamiki zmian dtugosci telomerowego DNA i aktywnosci

telomerazy w komorkach diploidalnych i triploidalnych pstragdw tgczowych, w zaleznosci od ich



stanu fizjologicznego, wieku oraz stopnia rozwoju ukladu rozrodczego. Doktorantka dyskutuje
uzyskane wyniki bazujac na dostepnej literaturze dotyczacej telomerowego DNA oraz aktywnos$ci

telomerazy nie tylko u ryb. Moim zdaniem dyskusja jest wszechstronna 1 prawidlowa.

Podczas szczegélowej analizy pracy nasunely mi si¢ uwagi i pytania. Najistotniejsze z nich

przestawiam ponizej z prosba o wyjasnienie lub komentarz.

1 Do pomiaru dlugosci telomerowego DNA stosuje si¢ rézne metody, obok uzytej przez
Doktorantke Q-FISH, stosuje si¢ réwniez Q-PCR, TRF, STELA, TeSla. Dlaczego Doktorantka
wybrata metode Q-FISH. We wstepie brakuje informacji o zaletach i specyfice zastosowanej metody
Q-FISH na tle innych metod.

2 Stres oksydacyjny jest waznym czynnikiem przyspieszajacym tempo skracania si¢ telomerdw.
Doktorantka wykazala wyzsza aktywno$¢ telomerazy w tkankach somatycznych osobnikow
triploidalnych w poréwnaniu do diploidalnych i wskazuje na zwigzek uzyskanych wynikow ze
stresem oksydacyjnym. Szkoda, ze Doktorantka nie pokusita si¢ o zglebienie tego tematu i wykonanie
dodatkowych badan, obejmujgcych, np. pomiar catkowitej zdolnosci przeciwutleniajacej (TAC) lub
pomiar aktynowosci poszczegdlnych enzyméw we krwi lub sprawdzenie ekspresji genow stresu
oksydacyjnego np. dysmutaza ponadtlenkowa, katalaza, peroksydaza glutationowa czy reduktaza
glutationowa.

F; W niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze jajniki triploidalnych osobnikéw
charakteryzuja sie nizszg aktywnoscig telomerazy w poréwnaniu do osobnikow diploidalnych.
Doktorantka wskazuje, ze m.in. niedobor estradiolu moze by¢ odpowiedzialny za obnizong ekspresj¢
genu Tert. Zasadne zatem byloby przeprowadzenie pomiaru estradiolu u triploidéw i diploidow w
celu potwierdzenia przypuszczenia.

4. Jakimi kryteriami kierowata si¢ Doktorantka przy wyborze wieku osobnikéw
charakteryzujacych sie niedoborem wzrostu oraz prawidlowo rozwijajacych si¢ osobnikow? Do
sprawdzenia wptywu niedoboru wzrostu na dtugos¢ telomerowego DNA oraz na aktywno$¢
telomerazy wybrano osobniki jednoroczne, a nie starsze. U osobnikow starszych mozna oznaczy¢
poziom estradiolu, ktéry wykazujac dziatanie antyoksydacyjne, moze mie¢ wptyw na diugos¢
telomerdw.

5 Zastanawia mnie dobor genu referencyjnego (Publikacja nr 4). Czy stosowano tylko jeden gen

referencyjny (B-aktyna)? Czy analizowano stabilno$¢ innych gendw referencyjnych, tj. gapdh



(dehydrogenaza aldehydu 3- fosfoglicerynowego) lub elongation factor 1 (ef7). Rutynowo sprawdza
si¢ klika genéw referencyjnych przed witasciwa analizg.

6. Cele badan s3 dla mnie tozsame z zadaniami badawczymi, proponowalabym opisa¢ bardzie;
szczegdtowo zadania badawcze.

e W wykazie stosowanych metod brakuje wzmianki o przeprowadzeniu procesu androgenezy
oraz histologii.

8. W niniejszej pracy wykazano, ze telomeraza bierze udziat procesach zwigzanych z rozwojem
gonad, a obnizony poziom ekspresji genu Tert obserwowano w silnie zredukowanych jajnikach
triploidalnych samic. Uzyskane wyniki sa potwierdzeniem wynikow uzyskanych w pracy “Ovarian
transcriptome analysis of diploid and triploid rainbow trout revealed new pathways related to gonadal
development and fertility” (doi: 10.1016/j.animal.2022.100594). We wspomnianej pracy ekspresja
Tert byla znaczaco nizsza w jajnikach triploidalnych dwuletnich samic pstraga tgczowego. Zabrakto
mi tej informacji w dyskusji przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej dotyczacej poréwnania
ekspresji Tert w jajnikach diploidéw oraz triploidéw pstraga teczowego.

9. Uwazam, ze wstep powinien by¢ bardziej dopracowany, a zastosowanie wigkszej ilosci
srodtytutow, ktore oddzielatby tematycznie akapity poprawilyby jego przejrzystosé. Dodatkowo,
fragment wstepu dotyczgcy m.in. zmian dlugosci telomerowego DNA u réznych gatunkéw ryb
moglby byé przedstawiony w formie tabeli, ktéra zestawiataby i pomogta uporzadkowac réznorodne
specyficzne gatunkowo wyniki. Ponadto warto bytoby wspomnie¢ w tej czgéci rozprawy o mozliwym
aplikacyjnym wykorzystaniu pomiaru aktywnosci telomerazy w praktyce, w celu opracowania
potencjalnych testow diagnostycznych, np. umozliwiajacych przezyciowe okreslenia stopnia rozwoju
gonad ryb.

10.  Nie do konca rozumiem stwierdzenie, ze osobniki triploidalne charakteryzujg si¢ wigksza
podatnoscia na czynniki zewnetrzne w poréwnaniu do osobnikéw diploidalnych i sg bardziej
wymagajace w kontekscie odpowiednich warunkéw srodowiskowych (strona 37). Prosze o
komentarz. -

11.  Opracowanie jest przygotowane w sposob staranny, chociaz nie jest wolne od drobnych
bledéw, np. izotiocyjanianiem (strona 31, 41), zamiast izotiocyjanianem. ,,In polish” zamiast ,,in
Polish” (strona 4), ktére nie umniejszajg jednak w zaden sposob wartosci przedstawionej dysertacji 1

nie wplywaja na jej oceneg.



WNIOSEK KONCOWY

Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska umozliwila Doktorantce
wszechstronne, praktyczne opanowanie metod 1 technik pracy badawczej, znajomos$¢
przedmiotowego piSmiennictwa oraz weryfikacje postawionych hipotez badawczych, poprzez
prawidlowe wykorzystanie technik badawczych, poprawnego wnioskowania oraz przygotowania
publikacji co predysponuja jg do dalszej pracy naukowej. Jednoznacznie Doktorantka uzyskata nowa
wiedze dotyczaca wptywu triploidyzacji oraz zaburzen wzrostu na zmiany diugosci telomerowego
DNA oraz na aktywnos¢ telomerazy u waznego gospodarczo gatunku, jakim jest pstrag teczowy.

Pozytywnie oceniam przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska. Ponadto stwierdzam, iz
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Ligii Panasiak odpowiada warunkom
okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2023r poz. 742 ze zm.). W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauki o Ziemi i
Srodowisku Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Pani mgr Ligii Panasiak do dalszych etapow

postepowania.

Ze wzgledu na znaczacg warto$¢ naukowa pracy wnioskuje o wyréznienie rozprawy doktorskiej Pani

mgr Ligii Panasiak.

7 powazaniem

Joanna Nynca
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