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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Jadwigi Gronczewskiej
zatytutowanej
»lzoenzymy dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w plemnikach i tkankach ryb”
wykonanej w Katedrze Genetyki Ewolucyjnej i Biosystematyki
Uniwersytetu Gdanskiego

pod kierunkiem Prof. dr hab. Edwarda Skorkowskiego

Mgr Jadwiga Gronczewska po ukoniczeniu studiéw biologicznych w 1990 roku na
Wydziale Biologii, Geografii i Oceanologii Uniwersytetu Gdanskiego podjeta prace na
etacie pracownika technicznego w Stacji Biologicznej w Gérkach Wschodnich w zespole
kierownika swojej pracy magisterskiej, Profesora Edwarda Skorkowskiego. Z zespotem
tym zwigzana jest do dzisiaj, chociaz w miedzyczasie Wydziat Biologii, Geografii i
Oceanologii ulegt przeksztatceniu tworzac samodzielny Wydziat Biologii, ktérego
struktura na przestrzeni minionych lat takze zmienita sie. Obecnie Pani mgr Gronczewska
pracuje jako starszy specjalista naukowo-techniczny w Katedrze Genetyki Ewolucyjne;j i
Biosystematyki, nadal w zespole Profesora Skorkowskiego. Pod Jego kuratelg w 2019
roku otworzyta przewdd doktorski oparty o osiggniecia naukowe uzyskane w trakcie

pracy.

Mgr Jadwiga Gronczewska jest wspoétautorkg 9. prac oryginalnych i 8.
publikowanych abstraktéw doniesien przedstawianych na (za wyjgtkiem jednej)
miedzynarodowych konferencjach naukowych. W bazach Scopus i Web of Science
przeszukiwanych w styczniu 2024 roku znalezé mozna wszystkie publikacje, ktérych
wspotautorkg jest mgr Jadwiga Gronczewska. Ukazaty sie one na tamach prestizowych
czasopism naukowych, przede wszystkim Comparative Biochemistry and Physiology (5
prac), a takze Fish Physiology and Biochemistry (2 prace), Indian Journal of
Experimental Biology (1 praca) i Crustaceana (1 praca). Wg obu baz prace, ktérych

wspotautorkg jest mgr Gronczewska, chociaz dane dla poszczegélnych prac w tych



bazach sg nieznacznie rézne, cytowane byty dotad tacznie 70 razy (58 razy bez
autocytowan), co pozwolito ustali¢ index Hirscha 5. Te wskazniki bibliometryczne

wskazuja, ze prace mgr Gronczewskiej sg znane i znajdujg sie w obiegu naukowym.

Z tych prac mgr Jadwiga Gronczewska wybrata trzy, a mianowicie:

Gronczewska J., Zietara M.S., Biegniewska A., Skorkowski E.F., 2003. Enzyme
activities in fish spermatozoa with focus on lactate dehydrogenase isoenzymes from
herring Clupea harengus. Comparative Biochemistry and Physiology Part B 134:
399-406;

Gronczewska J., Skorkowski E.F., 2020. Lactate dehydrogenase in fish spermatozoa
and its role in sperm cell bioenergetics. Indian Journal of Experimental Biology 58:
7-13;

Gronczewska J., Biegniewska A., Zietara M.S., Skorkowski E.F., 2004. Inhibition by
tributyltin of herring skeletal muscle lactate dehydrogenase activity. Comparative
Biochemistry and Physiology Part C 137: 307-311;

jako prace sktadajgce sie na cykl stanowigcy oceniang rozprawe doktorska ,lzoenzymy

dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w plemnikach i tkankach ryb”.
Juz w tym momencie recenzji zadam doktorantce dwa pytania:

1) dlaczego w cyklu nie umie$cita jeszcze jednej pracy, a mianowicie

Gronczewska J., NiedZzwiecka N., Grzyb K., Skorkowski E.F.,:2019. Bioenergetics of fish

spermatozoa with focus on some herring (Clupea harengus) enzymes. Fish Physiology

and Biochemistry 45(5): 1615-1625;

ktora tematycznie wpisywataby sie w problematyke cyklu doktorskiego;

2) dlaczego prace w cyklu nie sg umieszczone chronologicznie. Druga praca w cyklu (ta

opublikowana na tamach Indian Journal of Experimental Biology) zawiera elementy

podsumowania, tj. okre$lenia fizjologicznej roli LDH w bioenergetyce plemnikéw ryb.

Razem z powyzszg pracg z Fish Physiology and Biochemistry stanowitaby lepszag

konkluzje rozprawy doktorskiej. Oczywiscie, wybér prac do cyklu i ich kolejno$¢ nalezat

do doktorantki, w mojej ocenie zarbwno dodanie jeszcze jednej pracy do cyklu, jak i inna
kolejnos¢, wspieratyby jako$ciowo rozprawe.

W mojej opinii problematyka rozprawy doktorskiej mgr Jadwigi Gronczewskiej
dotyczy niezwykle waznego zagadnienia, jakim jest charakterystyka wiasciwosci
fizykochemicznych i katalitycznych dehydrogenazy mleczanowej (LDH) plemnikéw ryb
oraz regulacja aktywnosci tego enzymu, a takze okreSlenie rodzajow i wtasciwosci

izoenzyméw LDH oraz zbadanie wptywu wybranych metabolitbw na bioenergetyke



plemnikéw. LDH jest enzymem kluczowym dla funkcjonowania glikolizy, zwtaszcza w
warunkach beztlenowych, kiedy to enzym umozliwia regeneracje NAD przy niemozliwym
odtwarzaniu utlenionego NAD w niefunkcjonujgcym w tym stanie oddychaniu
mitochondrialnym. Co prawda dehydrogenaza mleczanowa nalezy do czeéciej badanych
enzymoéw, ale mgr Gronczewska za obiekt badan obrata enzym izolowany z plemnikow
ryb, co juz nie jest czestym obiektem badan. Stad wyniki uzyskane przez mgr
Gronczewska sg bardzo wazne dla wiedzy. Jak pisze w streszczeniu, celem pracy byto
takze okreslenie wptywu tributylocyny (TBT) na aktywno$¢ LDH w plemnikach w
poréwnaniu do tkanki somatycznej, to ten watek rozprawy traktuje jako poboczny w
rozprawie doktorskiej. O toksycznym dziataniu grupy zwigzkéw okreslanych jako
tributylocyna wiemy juz od wielu lat, od 20 lat obowigzuje w Polsce i Unii Europejskiej
zakaz stosowania tego zwigzku. Jednak powszechne stosowanie tributylocyny jako
przeciwporostowego sktadnika m.in. farb, ktérymi malowano kadtuby statkéw, a takze
fakt, ze TBT miata szerokie zastosowanie takze przemysle drzewnym, papierniczym,
browarniczym i innych spowodowato, ze TBT nadal utrzymuje sie w $rodowisku — jak to
bywa z chemikaliami znajdujgcymi szerokie zastosowanie zanim ich zabdjcze
wtadciwosci zostaty wiasciwie rozpoznane. Tributylocyna jest bowiem zwigzkiem
ulegajacym bardzo powoli rozktadowi w $rodowisku wodnym i ma silng tendencje do
akumulacji w osadach dennych, przez co stale stanowi zagrozenie dla organizmow
wodnych. Zatem i ten cel rozprawy doktorskiej, cho¢ — jak to okreslitem poboczny —
uwazam za wazny.

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Jadwigi Gronczewskiej to liczacy
41 stron dokument, na ktéry sktadajg sie — poza stronami wstepnymi obejmujacymi tytut
rozprawy, podziekowania, informacje o zrédtach finansowania i spis tresci — streszczenie
w jezyku polskim i angielskim (10 stron) i kserokopie trzech oryginalnych prac ztozonych
na cykl prac stanowigcy rozprawe. Te trzy prace to prace zespotowe. Mgr Gronczewska
jest ich pierwszym autorem, a dotgczone do rozprawy osSwiadczenia wszystkich autoréw
wskazujg na wiodgcg role mgr Gronczewskiej w powstaniu tych prac, zatem bez
watpliwosci nalezy je uzna¢ za samodzielng rozprawe mgr Gronczewskiej. Zatem
rozprawa doktorska mgr J. Gronczewskiej spetnia wymogi formalne w art. 13 ust. 1,2 i 6
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, bowiem stanowi ,spojny tematycznie zbior artykutow
opublikowanych lub przyjetych do druku w czasopismach naukowych, okreslonych przez

ministra wlasciwego do spraw nauki na podstawie przepiséw dotyczacych finansowania



nauki’, a doktorantka ma zdecydowanie wiodgcy wktad w ich powstanie. Tak stanowig
przepisy, jednak ze swej stron napisze, ze nie jestem zwolennikiem takich rozpraw
doktorskich. Ustawodawca nie okreslit liczby prac sktadajacych na rozprawe doktorskag
ani ich minimalnej objetosci a w dobie powszechnej ,punktozy” i ,grantozy” mtodzi ludzie
publikujg jak najwiecej krotkich prac, byle wysoko punktowanych, a to nie przektada sie
automatycznie na jako$¢ ,spojnych tematycznie zbioréw artykutow”. W mojej opinii
rozprawa powinna by¢é samodzielnym dzietem zawierajgcym obszerny wstep wykazujgcy
znajomo$¢ doktoranta/tki problematyki rozprawy, prezentacje tez i dyskusje wynikow
zawierajgcg odpowiedzi na tezy. W przypadku rozprawy doktorskiej mgr Jadwigi
Gronczewskiej mamy tylko trzy zwarte wstepy do artykutow i trzy dyskusje wynikéw
poszczegolnych prac. Brak obszernego wstepu i dyskusji koricowej, w moich oczach, jest
istotnym mankamentem ocenianej pracy. Nie niwelujg go streszczenia, ktoére nie
podlegaja ocenie, jako ze nie stanowig opublikowanej cze$ci rozprawy. Licze, ze
stosowne nadrobienie tych brakéw bedzie miato miejsce w czasie publicznej obrony
rozprawy.

Oceniang rozprawe stanowi cykl artykutdw opublikowanych na famach
prestizowych czasopism naukowych. Zatem przeszty one etap recenzji wydawniczych i
redakcyjnych. Nie zwalnia to recenzenta rozprawy z przeczytania i ocenienia
poszczegdlnych prac.

W pierwszej pracy cyklu przedstawiono wyniki pomiaréw aktywnosci kinazy
kreatynowej (EC 2.7.3.2) i pieciu dehydrogenaz (mleczanowej EC 1.1.1.27, jabtczanowej
EC. 1.1.1.37, izocytrynianowej EC 1.1.1.42, glukozo-6-fosforanowej EC 1.1.1.49 oraz
enzymu jabtczanowego EC 1.1.1.40) w plemnikach trzech gatunkéw ryb (karpia Cyprinus
carpio L. 1758, suma afrykanskiego Clarias gariepinus (Burchell, 1822) i S$ledzia
pospolitego Clupea harengus L. 1758). Sposréd badanych ryb, najwyzszg aktywno$é
kinazy kreatynowej stwierdzono w plemnikach $ledzia, aktywno$ci dehydrogenaz byty
zréznicowane, przy czym podkre$lono wyzszg aktywnosS¢ enzymoéw regenerujgcych
NADPH w plemnikach $ledzia, co dowodzi ich biochemicznej adaptacji do metabolizmu
tlenowego. Blizej skoncentrowano sie na charakterystyce wtasciwosci dehydrogenazy
mleczanowej (LDH). Te badania prowadzono nie tylko na enzymie izolowanym
z plemnikéw, lecz réwniez na LDH miednia sercowego i szkieletowego S$ledzia.
W plemnikach stwierdzono obecnos¢ dwoéch izoenzyméw LDH, odpowiadajgcych
izoenzymom wystepujacym w mies$niu sercowym. Obecno$S¢ odrebnego izoenzymu

wykazano w miesniu szkieletowym $ledzia. Wszystkie izoenzymy oczyszczono,



okres$lono ich wtasciwosci kinetyczne i wykazano zréznicowanie optimum pH reakcji
redukcji pirogronianu a takze ich zréznicowang termostabilno$¢. Otrzymane wyniki
pozwolity doktorantce wyciggng¢ wniosek o tlenowym metabolizmie plemnikéw $ledzia,
mozliwym dobrze natlenowanych wodach przybrzeznych, miejscu tarta $ledzi.
Metabolizm tlenowy wspiera energochtonng ruchliwo$é plemnikéw, a izoenzymy LDH
plemnikéw sg skorelowane z metabolizmem tlenowym.

Druga praca cyklu stanowi kontynuacje badan nad LDH plemnikéw tych samych
trzech gatunkéw ryb — karpa, suma afrykanskiego i $ledzia. Tym razem poréwnywano je
z LDH izolowanej z wiekszej liczby tkanek somatycznych (mie$nia sercowego, miesnia
szkieletowego, watroby i oka). W plemnikach karpia stwierdzono wystepowanie az
dziewieciu izoenzymoéw LDH. Okre$lono tez wptyw réznych metabolitbw na warto$¢
tadunku energetycznego adenylanéw (AEC) w przechowywanych plemnikach, wykazujgc
niezbednoS¢ mleczanu i pirogronianu dla zachowania wysokiej wartosci AEC (czyli
wysokiego poziomu ATP koniecznego dla zachowania zywotnosci i ruchliwosci
plemnikéw). W tej pracy wykazano tez efekt hamujgcy aktywno$¢ LDH, jaki wywiera
tributylocyna, prawdopodobnie przez bezposrednie oddziatywanie z grupg tiolowg
(sulfhydrylowa) w czasteczce enzymu. Przedyskutowano takze znaczenie obecnos$ci
réznych izoenzyméw w plemnikach badanych gatunkéw ryb na zréznicowang podatno$é
na hamujgce dziatanie tributylocyny na LDH.

Trzecia praca cyklu dotyczy LDH migsnia szkieletowego $ledzia ze szczegoinym
naciskiem na hamujgce jej aktywno$¢ dziatanie tributylocyny (TBT). Do badan
wykorzystano oczyszczony izoenzym miesniowy LDH-A4, ktéry hamowany byt przez
wzrastajgce stezenia TBT. Zastosowanie albuminy surowicy krwi wotowej (BSA)
pozwolito wyciggna¢ wniosek ochronnym dziataniu tego biatka na LDH wobec
hamujgcego dziatania TBT. Potwierdzono wcze$niejsze obserwacje w odniesieniu do
LDH plemnikéw karpia i suma afrykanskiego, ze TBT zaktdéca dziatanie LDH i — w
szerszym rozumieniu — metabolizm oddechowy prawdopodobnie poprzez bez posrednie
oddziatywanie na cysteing lub histydyne w taricuchach aminokwasowych biatek. Wyniki
uzyskane przez mgr Gronczewska istotnie poszerzajg wiedze o mechanizmie
toksycznego dziatania TBT na tkanki ryb.

Trzy prace skiadajgce si¢ na rozprawe doktorska znajdujg sie w bazach Scopus i
Web of Science. Najczesciej cytowana byta pierwsza praca cyklu (Comp. Biochem.
Physiol. 134B, 399-406, 2003) — 26 razy wg Bazy Scopus, 23 razy wg bazy Web of
Science. Ostatnig, trzecig prace cyklu (Comp. Biochem. Physiol. 137C, 307-311, 2004)



cytowano 8 razy wg obu baz. Praca opublikowana na tamach Indian Journal of
Experimental Biology byta cytowana jak dotad raz wg bazy Scopus, nie byta jeszcze
cytowana wg bazy Web of Science. Przytaczam te dane dla potwierdzenia stwierdzenia,
ze prace mgr Gronczewskiej znajdujg sie w obiegu naukowym i cieszg sie
zainteresowaniem innych badaczy. Moze umiarkowanym, ale tak jest z pracami z
obszaru biochemii porébwnawczej, w ramach ktérej najwiekszg cytowalno$¢ majg prace
wykonane na organizmach modelowych (jakimi sg np. szczur, mysz, Caenorhabditis
elegans czy Arabidopsis thaliana), mniejszg poczytnoscig cieszg sie prace dotyczace
innych organizméw, a takie prace sg niezwykle potrzebne dla potwierdzenia, ze wyniki
uzyskane dla organizméw modelowych mozna uogélniaé i odnosi¢ do wszystkich innych
organizmow.

Bardzo pozytywnie oceniam aspekt poréwnawczy badan mgr Gronczewskiej.
Obiektem jej badan byty trzy gatunki ryb — dwa stodkowodne i jeden morski, co pozwolito
wyciggng¢ wnioski dotyczace réznych $Srodowisk zycia ryb. Poréwnywata wiasciwosci
izoenzymow LDH plemnikéw badanych ryb z izoenzymami innych tkanek (miesnia
szkieletowego i sercowego), wykazujgc znaczenie wykrywanych réznic wiasciwosci
izoenzymow dla metabolizmu tkanek. Bardzo ciekawym watkiem badan byto
uwzglednienie  fadunku  energetycznego nukleotydéw  adeninowych, indeksu
wprowadzonego przez Atkinsona jako miernika stanu energetycznego komérek.

Mocng pozytywng przestankg oceny jest fakt, ze badania prowadzgce do
publikacji stanowigcych rozprawe finansowane byty przez $rodki otrzymane w ramach
dwoch programéw Unii Europejskiej oraz Grantu KBN. To takze wskazuje, ze cel badan i
ich wyniki przeszty pozytywng ocene recenzentdw tych projektow.

Na koniec dodam, ze mgr Jadwiga Gronczewska z racji pracy na stanowisku
nienauczycielskim nie jest zobowigzana do uzyskania stopnia doktora. A jednak
zdecydowata sie poddac¢ procedurze postepowania doktorskiego, a to oznacza nie tylko
przygotowanie rozprawy, ale konieczno$¢ zdania egzaminéw doktorskich i przejscie
przez publiczng obrone rozprawy. Takie podejécie do swoich obowigzkéw jest kolejnym

powodem mojej pozytywnej oceny osiagnie¢ mgr Gronczewskie;.

W trakcie obrony rozprawy doktorskiej mgr Jadwigi Gronczewskiej, oprécz
odniesienia si¢ do uwag wczesniej zawartych w mojej recenzji chciatbym poznaé¢ Jej

opinie na kilka tematow, tj.

1. Kilkakrotnie w jej pracach pojawia sie zwrot o LDH, ktérej podjednostki sg kodowane

przez trzy niezalezne loci genowe. Jakie? Prosze o dokfadniejsze wyjasnienie

6



obecnosci duzej liczby izoenzyméw LDH w tkankach karpia, dziewieciu w plemnikach

a nawet 15. w innych tkankach.
2. Czy u ryb notowano obecnos¢ LDH-C, spotykanego w plemnikach niektérych ssakow?
3. W jakim kierunku planuje dalsze badania nad enzymami i metabolizmem ryb?

Reasumujgc, rozprawa doktorska Pani mgr Jadwigi Gronczewskiej stanowi
znaczace poszerzenie wiedzy o metabolizmie oddechowym tkanek ryb, ze szczegéinym
uwzglednieniem plemnikéw (a tym samym fizjologii rozrodu ryb). Dlatego stwierdzam, ze
rozprawa doktorska Pani mgr Jadwigi Gronczewskiej spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim, okreslone 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. Nr 65
poz. 595 z pdézn. zm.) w zwigzku z art. 179 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1669
z pozn. zm.) i wnosze do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdariskiego o
dopuszczenie Jej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora

w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Poznan, 21 stycznia 2024 r.



