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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Jadwigi Gronczewskiej: , Izoenzymy dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) w plemnikach i tkankach ryb” przygotowanej pod kierunkiem
promotora — prof. dr hab. Edwarda Skorkowskiego.

Przedstawiona mi do oceny praca dotyczy charakterystyki izoenzyméw dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) w plemnikach i wybranych tkankach ryb. Praca sktada sie z streszczenia po polsku
| po angielsku, wykazu trzech publikacji wchodzacych w sktad rozprawy i o$wiadczen wspoétautoréw
okreslajacych swéj wktad w powstanie publikacji. Publikacje zostaty sfinansowane ze #rddet
zewnetrznych:

* European Commission EVK3-CT-2000-00025 Biological Effects of Environmental Pollution
in Marine Coastal Ecosystems (‘BEEP’)

= KBN 127/E-335/SPUB-M/5.PR UE/DZ 174/2001-2003

* COST Association (Food and Agriculture COST Action FA 1205: AQUAGAM ETE)

Streszczenie pracy zawiera wprowadzenie dotyczace ogolnej charakterystyki dehydrogenazy
mleczanowej i bardziej szczeg6towej u ryb. Nastepnie zostat postawiony cel rozprawy i streszczono
prace wchodzace w jej skfad. Taki uktad rozprawy jest nietypowy i niekompletny. Praca powinna
sktadac sie owszem, ze streszczenia (od 1 do 2 stron) i celu, ale poza tym oczekiwatabym wstepu,
materiatow i metod, nastepnie wynikéw i wnioskéw wyciagnietych z opublikowanych manuskryptéw.
Ze wzgledu na nietypowy ukfad, tzn. umieszczenie tytutem wstepu ogdlnego 5-stronicowego
streszczenia, brakuje w tej cze$ci odnosnikéw pismiennictwa.

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) jest koricowym enzymem beztlenowej fazy glikolizy, katalizuje
odwracalng reakcje przeksztafcania pirogronianu w mleczan, przy udziale zredukowanego
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH) jako koenzymu. Pirogronian w warunkach
tlenowych ulega catkowitemu utlenieniu, natomiast w warunkach beztlenowych jest redukowany do
mleczanu. Praca dehydrogenazy mleczanowej umozliwia zatem reoksydacje NADH i odtworzenie
NAD", niezbgdnego do podtrzymania procesu glikolizy i produkcji ATP. Niestety, juz w pierwszym
akapicie streszczenia pojawia sig nieprecyzyjna informacja, sugerujgca, iz w reakcji przeksztatcenia
pirogronianu w mleczan przy udziale LDH bierze udziat NAD*. Doktorantka zapewne uzyta skrotu
myslowego, poniewaz NAD* powstaje w tej reakcji i jak péiniej sama Doktorantka pisze: ,reakcja jest
bardzo istotna, gdyz zapewnia regeneracje NAD”.

U kregowcéw, LDH jest tetramerem, ktérego podjednostki sa kodowane przez geny LDH-A, LDH-B,
LDH-C i LDH-D. Istnieje pig¢ réznych form LDH, z ktérych kazda sktada sie z czterech podjednostek. U
ryb, réine kombinacje produktéw biatkowych podjednostek dehydrogenazy mleczanowej-A i
podjednostek dehydrogenazy mleczanowej-B wytwarzanych z innego genu tworza rézne formy
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enzymu. Niestety, w ogdlnej charakterystyce LDH s wymienione tylko 3 geny kodujace
dehydrogenaze, wydaje sie zatem, ze Doktorantka nie zaktualizowata wiedzy na temat genetyki LDH.

W dalszej czesci streszczenia, Doktorantka charakteryzuje budowe i metabolizm rybich plemnikéw
oraz opisuje jeden toksyczny zwiazek, tributylocyne — obecng w $rodowisku wodnym, wplywajgca
niekorzystnie na ruchliwo$¢ i zywotnoé¢ plemnikéw. Ta czesC streszczenia nie jest zaopatrzona w
referencje, a informacja o stosowaniu tributylocyny w farbach przeciwporostowych do malowania
kadtubéw todzi, statkdw, itp. wydaje sie pochodzi¢ z ubiegtego wieku. Faktycznie, historycznie
tributylcyna (TBT) byta szeroko stosowana jako sktadnik farb przeciwporostowych w przemysle
morskim. Jednak, w 2001 roku Migdzynarodowa Organizacja Morska (IMO), a w 2003 roku Unia
Europejska wprowadzity zakaz stosowania tego zwigzku w ochronie kadtubdw statkéw (IMO, 2001;
Rozporzadzenie WE, 2003). Skad zatem przekonanie Doktorantki, iz tributylocyna jest nadal obecna
w Srodowisku morskim?

Nastgpnie, Doktorantka wraca w streszczeniu pracy do charakterystyki plemnikéw (w domysle,
plemnikow rybich), ktére do odpowiedniego funkcjonowania wymagajg doptywu energii w postaci
ATP. Doktorantka wykazuje, ze za ten proces odpowiada (za miare magazynowania energii w puli
nukleotydéw adeninowych) tadunek adenylanéw AEC i przytacza wyliczony fadunek dla komdrek
somatycznych 0,8 do 0,95. Czy nie powinien sie tu znalez¢ parametr dla plemnikéw, zmierzony przez
Doktorantke i wykazany w plemnikach suma (AEC = 0,8)? '

W streszczeniu pojawia sig cel badari: identyfikacja i izolacja izoenzyméw LDH z plemnikéw i innych
tkanek wybranych gatunkéw ryb oraz wyznaczenie ich witasciwosci fizykochemicznych i
katalitycznych, ponadto okreslenie wptywu TBT na aktywnos¢ LDH w plemnikach w poréwnaniu do
tkanki somatycznej oraz wplywu metabolitéw na bioenergetyke plemnikéw na wybranym
przyktadzie. Po nim, Doktorantka dokonuje streszczenia prac oryginalnych.

Pierwsza z publikacji to “Enzyme activities in fish spermatozoa with focus on lactate dehydrogenase
isoenzymes from herring Clupea harengus” Gronczewska J., Zietara M.S., Biegniewska A,
Skorkowski E.F., 2003 Comparative Biochemistry and Physiology Part B 134: 399-406, IF - 1,579
(2003), MNiSW — 30

W manuskrypcie oznaczono aktywnosci LDH, MDH, IDH, ME oraz G-6-PDH w plemnikach $ledzia
(Clupea harrengus) jako przedstawiciela gatunku stonowodnego oraz karpia (Cyprinus carpio) i suma
afrykanskiego (Clarias gariepinus), reprezentujacych $rodowisko stodkowodne. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze aktywno$¢ LDH w plemnikach $ledzia byta niska, a w plemnikach suma i karpia byta
okoto 10 i 14 razy wyzsza. Natomiast aktywno$¢ innych enzyméw (CK, MDH, IDH, ME i G-6-PDH) byta
wyzsza w plemnikach $ledzia niz w plemnikach karpia i suma.

W celu identyfikacji izoenzyméw LDH w réinych tkankach $ledzia zastosowano pozioma
elektroforeze¢ w 14% zelu skrobiowym przeprowadzong w warunkach natywnych. Wykazano
obecnos$¢ dwdch izoenzyméw LDH-Bs i LDH-A;B, w sercu i plemnikach $ledzi oraz LDH-A; w miesniach
$ledzi. W celu oczyszczenia i zageszczenia obu izoenzyméw LDH z plemnikow $ledzia zastosowano
ztoze 5’-AMP-Sepharose 4B, a nastepnie DEAE-Sepharose. Analize czystoéci otrzymanych preparatéw
wykonano za pomocy elektroforezy w zelu poliakrylamidowym (PAGE), ktéra wykazata obecnos¢
pojedynczych prazkéw we wszystkich oczyszczonych formach izoenzyméw. Dla otrzymanych ze
sledzia izoenzymow okreslono wtasciwosci kinetyczne. Badania wykazaty najwieksze podobienstwo
miedzy izoenzymami LDH-A;B; i LDH-Bs. Izoenzym LDH-A;B; wykazat najwyzsze powinowactwo do
pirogronianu, LDH-B, posrednie, a najnizsze izoenzym LDH-As. Podobnie hamowanie reakcji przez
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wysokie stezenie pirogronianu byto wyzsze w przypadku LDH-A;B,, a najnizsze dla izoenzymu LDH-A,.
Wyniki pomiaru termostabilnoéci przeprowadzone dla poszczegdlnych izoenzymdw, wskazaty
izoenzym LDH-A, jako najbardziej termolabilny, a najwieksza termostabilnoéé osiggnat izoenzym LDH-
B4 tracac aktywnos¢ powyzej 70°C .

Mimo, ze publikacja przeszta przez sito redakcyjne i zostata opublikowana, mam watpliwosci
dotyczace metodyki i wynikéw. W opisie pobierania materiatu widnieje informacja, iz tkanki i
plemniki pochodzace z ryb byty podzielone, czes¢ materiatu zamrozono, czeéé uzywano na $wiezo.
Nigdzie w pracy nie okreslono, na jakim materiale pracowano, czy na swiezym czy zamrozonym. Z
publikacji innych naukowcéw wynika, ze juz po 9 dniach przechowywania rybich plemnikéw w
zamrazarce (-80°C) aktywno$¢ enzymatyczna LDH spada 3-krotnie (Aramli et al. 2015). Nie ma w
pracy zadnej wzmianki, czy byty réznice w aktywnosciach badanych enzyméw i wrazliwoéci na
substraty w tkankach somatycznych jak i w plemnikach, $wiezych jak i mrozonych w ciekfym azocie.

W tej publikacji, Doktorantka wykonata samodzielnie wigkszoé¢ analiz, poza pomiarem aktywnoéci
enzymatycznych, wydaje sie wiec, Ze jest wiodgcym autorem tej pracy.

Druga z publikacji to ,Lactate dehydrogenase in fish spermatozoa and its role in sperm cell
bioenergetics.” Gronczewska J., Skorkowski E.F., 2020 Indian Journal of Experimental Biology 58: 7-
131F2-0,818 (2020), IF 5— 1,006 (2020), MNiSW - 70

Praca zostata opublikowana w 2020 roku, 17 lat po pierwszej. W tej pracy opisano dehydrogenaze
mleczanowg w plemnikach i tkankach somatycznych trzech gatunkéw ryb w celu okreélenia jejroliw
bioenergetyce plemnikéw w warunkach normalnych i w obecnogci zanieczyszczen takich jak
tributylocyna. Zmierzono réwniez w tych samych warunkach tadunek energetyczny adenylanow w
plemnikach suma (AEC). U $ledzia potwierdzono obecnosé¢ izoenzymu LDH-B, w plemnikach, sercu,
oku i watrobie oraz izoenzymu LDH-A; w mig$niu szkieletowym, watrobie oraz niewielka aktywnos¢
tej izoformy w sercu i oku. U karpia, stwierdzono, iz w wiekszosci tkanek wzor elektroforetyczny LDH
sktadat sig maksymalnie z dziewigciu izoenzyméw, za$ liczba izoenzyméw LDH w plemnikach
przypominata liczbg tych izoform w oku. Natomiast jeden izoenzym LDH-Bs; obecny w plemnikach
suma wykazywat podobng ekspresje w watrobie i sercu.

Nastepnie oznaczono tadunek energetyczny adenylanéw tylko dla plemnikéw suma afrykariskiego
(Clarias gariepinus) i okreslono wplyw substratéw energetycznych na AEC. Najwyzszy tadunek
stwierdzono w obecnosci pirogronianu i mleczanu (bezpoérednich substratéw dla LDH, AOC = 0,7) a
najnizszy w obecnosci samej glicyny (AEC=0,009). W dalszej czesci pracy okreslono wptyw
tributylocyny na aktywnos¢ LDH-B: w plemnikach $ledzia i karpia. Wykazano silniejszy hamujacy
wptyw TBT na LDH w plemnikach $ledzia w poréwnaniu do plemnikéw karpia.

Ta publikacja rowniez zostata zaakceptowana przez edytora czasopisma, mimo, ze posiada WE mnie
braki i luki w dyskusji. W materiatach i metodach jest opisany spos6b uzyskania prébek rybiej spermy
i tkanek. Jest to prawie ta sama grupa zwierzat, jaka zostata opisana w publikacji 1. Prawie, poniewaz,
w tej pracy nie ma dat poboru lub przetransportowania prébek. Jedyne, co uzyskujemy, to
informacje, iz sumy i karpie pochodzity z Uniwersytetu Katolickiego z Leven, za$ ¢ledzie pochodzity od
lokalnego rybaka, i byty ztowione w sezonie rozrodczym. Podanie daty poboru rybich tkanek to wg
mnie wazna informacja, ze wzgledu na rok publikacji wynikéw - 2020. Czy analizy enzymatyczne byty
prowadzone wspodtczesnie, ale na materiale dostarczonym w 2001-2002 roku? Czy badania
prowadzono w 2002? Czy moze wyzej opisane tkanki byty dostarczone w 2019 roku? Nie ma tu jasne;j
odpowiedzi. Jest to istotne z punktu badania aktywnosci enzymatycznej i zawartosci nukleotydéw
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purynowych. Jezeli oznaczono stezenia nukleotydéw, zwtaszcza w plemnikach, to musiat by¢ to
materiat Swiezy, a nie lezacy 17 lat w zamrazarce.

Kolejna rzecz, ktéra zwraca moja uwage, to brak wynikow stezer ATP, ADP i AMP. W pracy jest
dokfadnie opisana metodyka pomiaru nukleotydéw purynowych, jednak nie ma wynikéw uzyskanych
tg metoda. Widnieje oczywiscie kofcowe przeliczenie i przedstawienie wartosci AEC. Dodatkowa
luke, ktdrg stwierdzam, to fakt, ze pomiar stezenia nukleotydéw przeprowadzono tylko w plemnikach
suma. Dlaczego nie ma w pracy wynikéw dla $ledzia i karpia?

W tej publikacji, Doktorantka przyznaje, ze pozyskata materiat tylko ze sledzia i wykonata
doswiadczenia z izolowanej z plemnikéw $ledzia LDH. Oznacza to mniejszy udziat Doktorantki w
powstaniu pracy, zawezony do badan nad ledziem.

Trzecia, ostatnia praca, wchodzaca w sktad rozprawy doktorskiej to ,Inhibition by tributyltin of
herring skeletal muscle lactate dehydrogenase activity.” Gronczewska J., Biegniewska A., Zietara
M.S., Skorkowski E.F., 2004. Comparative Biochemistry and Physiology Part C 137: 307-311 IF - 1,651
(2004), MNiSW - 30.

W tej pracy zbadano aktywnos¢ izoformy LDH-A; z mieénia szkieletowego $ledzia (Clupea harengus)
w obecnosci chlorku tributylocyny (TBT). W artykule opisano zalezne od stezenia TBT hamowanie in
vitro aktywnosci LDH. Proces ten byt odwracalny w obecnosci wysokiego stezenia albuminy bydlecej
(BSA).

Praca pochodzi z 2004 roku, wiec wydaje sie by¢ dalszym ciggiem pracy opublikowanej w 2003 roku,
bo dotyczy charakterystyki tylko izoformy miesniowej LDH éledzia. Wedtug mnie do catosci brakuje
charakterystyki migsniowej izoformy LDH (w obecnoéci TBT) pozostatych badanych wczesniej ryb —
karpia i suma. W tej pracy nie znalaztam réwniez informacji, z jakiego roku czy sezonu pochodzity
osobniki Sledzia battyckiego. W tej publikacji, Doktorantka pozyskata materiat do badari i wykonata
wigkszos¢ analiz, wigc wydaje sie, ze jest wiodacym autorem tej pracy.

Doktorantka podsumowata rozprawe nastepujgco: wyniki oméwione w pracach wchodzgcych w sktad
rozprawy doktorskiej rzucajg wigcej swiatta dla lepszego zrozumienia funkcji LDH w plemnikach i
tkankach ryb i jego roli w metabolizmie komérki.

1. lzoenzymy LDH-A;B; i LDH-B4 obecne w plemnikach $ledzia, zag LDH-B, w plemnikach suma
potwierdzajg lepsze przystosowanie do warunkéw tlenowego metabolizmu tych komérek.

2. LDH-A4z migénia sledzia jest najbardziej hamowanym izoenzymem przez TBT.

3. Oba substraty reakcji LDH (pirogronian i mleczan) najwydajniej utrzymujg tadunek
energetyczny adenylanéw (AEC) w plemnikach suma w zakresie wartosci fizjologicznych.

Moje podsumowanie.

Zbior zatgczonych przez Doktorantke publikacji miat zawieraé wyczerpujgce informacje dotyczace
»1zoenzyméw dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w plemnikach i tkankach ryb”. Moim zdaniem,
wyniki zaprezentowane w publikacjach nie sg wystarczajace, aby wyczerpywaty zaréwno temat, jak i
cel rozprawy. Z mojej analizy wynika, ze Doktorantka najlepiej scharakteryzowata izoenzymy
wystepujace w tkankach somatycznych i plemnikach éledzia Clupea harengus i tak powinien brzmie¢
tytut rozprawy. Ponizej zataczam tabele, w ktérej poréwnuje uzyskane rezultaty z analiz
prowadzonych na trzech gatunkach ryb (opublikowane dane). Widoczne sg luki w wielu
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analizowanych parametrach. Brak wynikéw uzyskanych z pozostatych ryb (stodkowodnych)
uniemozliwia wyciggniecie poprawnych wnioskéw poréwnawczych. Mysle, ze Doktorantka zdawata
sobie sprawe z tych brakéw i miata szansg przedstawi¢ brakujace wyniki w pracy opublikowanej 16
lat po dwdch pierwszych pracach. Niestety, przedstawione tam rezultaty badan tylko
fragmentarycznie uzupetniajg luki. Brakuje w tej publikacji innych nowoczesnych rozwigzan
metodycznych np. klonowanie molekularne, czy wykazanie tkankowej ekspresji LDH przy uzyciu
przeciwciat fluorescencyjnych.

lzoenzymy: Aktywnosé Kinetyka LDH Profil inaktywacji | tadunek energetyczny Wptyw pH na | Hamowanie
izolacja, enzymatyczna cieplnej adenylandw (AEC) profil LDH przez TBT
elektroforeza - plemniki izolowanych
izoenzyméw
Sledz LDH-B; i LDH-A;B, LDH, CK, LDH-A4 LDH-By i LDH-A4 LDH-B, i W miesniu i LDH-B4 -
wsercu i MDH, IDH, LDH-A;B, w LDH-AzB; w plemnikach plemniki,
plemnikach oraz ME, tkankach i tkankach i LDH-As—
LDH-A, w G-6-PDH plemnikach plemnikach miesnie
miesniach (+w
obecnosci
pirogronianu i
albuminy)
Sum LDH-B, obecny w LDH, CK, - - Zmierzono w obecnosci = -
plemnikach, w MDH, IDH, réznych substratéw
watrobie i sercu, ME, energetycznych w
dodatkowo w G-6-PDH plemnikach
sercu pie¢
izoenzymow -
produktow gendw
LDH-A i LDH-B.
Karp LDH-9 LDH, CK, < 2 - s LDH - plemniki
izoenzymow, MDH, IDH,
liczba ME,
izoenzyméw LDH G-6-PDH
w plemnikach
przypominata
ekspresje w oku.

Streszczenie, ktére miato byé wprowadzeniem do uzyskanych przez Doktorantke wynikéw, nie
spetnia swojej funkcji. Zawiera niescistosci, ogélniki i nie jest zaktualizowane. Brak pi$miennictwa nie
pozwala czytajgcemu odnalezé sie w czasie. Nie wiem, czy autorka opisuje aktualng wiedze na temat
LDH i TBT czy raczej wiedze dostepng 20 lat temu. Réwniez podsumowanie rozprawy jest pobiezne,
oczekiwatam analizy poréwnawczej, chociazby w oparciu o dane z innych dostepnych publikacji.

Rozprawa doktorska prezentuje ogélng wiedze teoretyczng oraz wykazuje umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktorantke, jednak nie stanowi oryginalnego
rozwigzania problemu naukowego z powodu stwierdzonych licznych brakdéw.

Whiosek kofncowy

Przedstawiona rozprawa doktorska, wedtug mnie, nie spetnia wymogow okreslonych w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz.595 z p6z. zm.), w zw. z art. 179, Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669 z
poz. zm.). i wnosze o niedopuszczenie Doktorantki do publicznej obrony.

Pismiennictwo: Aramli MS, Kalbassi MR, Nazari RM. 2015. Spermatozoa and seminal plasma enzyme activity in Persian sturgeon, Acipenser

persicus, in relation to short-term storage. Aquaculture Research, 46:8, 2037-2042.
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