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RECENZIJA

Rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Skélmowskiej pt: ,,Enzymosomy antyoksydacyjne -
otrzymywanie, badanie wtasciwosci oraz mozliwosci wykorzystania w przechowywaniu nasienia
knuréw”

Przestana do oceny praca doktorska mgr Magdaleny Skdlmowskiej zostata wykonana
w Katedrze Genetyki i Ogélnej Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie pod kierunkiem profesora Marka Kmiecia. Celem pracy miato by¢
opracowanie liposomowego preparatu, zawierajgcego enzymy o dziataniu antyoksydacyjnym
(katalaze i dysmutaze ponadtlenkowg), ktéry mégtby postuzyé do przedtuzania trwatosci nasienia
rozptodowych knuréw. Niestety, moim zdaniem, cel ten nie zostat nawet w czesci zrealizowany.
Woynika to nie tylko z faktu przyjecia wielu btednych zatozen, ale takze (a moze przede wszystkim)
z metodycznych bteddéw podczas realizacji projektu. Stawia to pod znakiem zapytania sens wiekszosci
przeprowadzonych eksperymentdow.
Jak pisze Autorka, realizacja celu miata skupiac sie na czterech zagadnieniach:
1. Wyboru tanich i wydajnych metod pozyskiwania i oczyszczania enzymoéw antyoksydacyjnych -
katalazy i dysmutazy ponadtlenkowe;j
2. Zaprojektowania koniugatdw katalazy i dysmutazy ponadtlenkowej
Wyboru sktadu i metody wykonania enzymosomow
4. Opracowania warunkow pomiaru aktywnosci wybranych enzyméw mitochondrialnych, wraz
z pomiarem skutecznosci dziatania enzymosoméw

Ponizej przedstawiam maj ogdlny komentarz odnosnie projektowania i realizacji tych zagadnien:

Ad. 1.

Jesli w opisie zamierzenia pisze sie o wyborze metod, to nalezy rozumie¢, ze zamierza sie
przetestowac ich kilka (jednak co najmniej dwie, aby wybrac optymalng). Niestety, tak nie byto.
Z niewiadomych przyczyno opisano tylko oczyszczanie SOD z czosnku. Co wiecej, ten punkt miatby
prawo by¢ prezentowany jako oryginalny wynik pracy doktorantki, jesli byt by opisem
nowoopracowanych doswiadczen. Tak jednak nie byto. Autorka opisuje znang juz uprzednio
procedure (He i wsp, Biochemical Engineering Journal, 2008), pozyskujgc enzym SOD o
porownywalnej aktywnosci. Ostatecznie mozna by to uznad jako wstepne prace przygotowawcze. W
tym przypadku byé moze uprawnione byto by przedstawienie takze skréconego opis procedury (oraz,
przyktadowo, zdjecie zelu pokazujgcego czystos¢ preparatu). Jednakze to mogto by by¢ dopuszczalne



tylko pod dwoma warunkami: po pierwsze - musiato by by¢ umieszczone w rozdziale ,Materiaty

i Metody”, po drugie: oczyszczany enzym powinien byé wykorzystany w dalszych doswiadczeniach
(czyli w tym przypadku do konstrukcji enzymosomow). Niestety, oba warunki nie zostaty spetnione.
Powtdrzenie procedury znanej z poprzedniej publikacji zamieszczono w rozdziale ,,Wyniki i ich
omoéwienie”. Jest to NIEDOPUSZCZALNE w pracy doktorskiej i w zasadzie nosi znamiona plagiatu,
mimo tego, ze Autorka podaje odpowiedni odnosnik literaturowy. Dlaczego wobec tego uwaza, ze s3
to Jej wyniki ? Czyzby tak samo uwazat takze promotor tej dysertacji ? Podobnie zaskakujgcy jest fakt,
Ze oczyszczony enzym nie byt wykorzystany w dalszych etapach ocenianej pracy. Po co wiec
zmarnowano na to czas i pienigdze ?

Troche lepiej wyglada sprawa z doczyszczaniem komercyjnie dostepnej katalazy, ktéra byta
pdzniej uzyta do tworzenia koniugatdw enzymatycznych. Jednakze, moim zdaniem, ta
nieskomplikowana procedura powinna by¢ jedynie wspomniana w rozdziale "Materiaty i Metody"
jako mato istotny krok przygotowawczy (bo taka jest w rzeczywistosci), a nie jako znaczgca czes$¢
rozdziatu ,Wyniki”. Nie jestem pewny, czy Autorka zdaje sobie sprawe z faktu, ze w pracach
doktorskich z ostatnich lat (takze polskich), autorzy oczyszczajgc wiele (czesto kilkadziesiat)
wariantéw biatkowych (na przyktad wariantdw z mutacjami), ograniczajg sie tylko do zwieztych
opiséw tych czesto wieloetapowych procedur, nie uwazajac ich za istotny wynik naukowy lecz jedynie
za prace pomochicze (wstepne), stuzgce do realizacji wtasciwego celu naukowego. A s3 to procedury
nieporéwnywalnie bardziej skomplikowane niz jedna prosta chromatografia, prezentowana przez
Autorke. Poza tym, jesli doczyszczanie katalazy miato by stuzy¢ do statej produkcji enzymu, to
nalezato opracowac efektywng metode od poczatku (lub powtdrzy¢ wybrang z literatury procedure,
oczywiscie nie opisujgc tego w rozdziale ,, Wyniki”). Kupno w firmie Sigma gotowego preparatu jako
wyjsciowego materiatu do komercyjnego wykorzystania mija sie z celem z dwéch wzgledéw: po
pierwsze - korporacja Sigma nie jest w stanie zapewni¢ statej jakosci swoich produktéw (co
prawdopodobnie zdarzyto sie takze Autorce, gdyz kupiony preparat nosi ewidentne znamiona
degradacji proteolitycznej), poniewaz sama ich nie produkuje, a jedyne skupuje produkty innych
laboratoridow. Innymi stowy produkt o tym samym numerze katalogowym moze nie by¢ zawsze tej
samej jakosci. Po drugie: w kazdej chwili taki produkt moze znikngé z oferty. W obu przypadkach nie
byto by to korzystne dla ewentualnych dalszych badan nad enzymosomami. Jestem tez ciekawy, czy
doczyszczenie preparatu katalazy byto potrzebne ? W pracy nie ma zadnych informacji na ten temat.
Moze wystarczyto uzyé od razu preparat komercyjny ?

Ad 2.

Whbrew temu, co Autorka napisata w celach pracy, synteza koniugatow jest doktadnym
powieleniem znanej procedury, a opisane odstepstwa nie uprawniajg do opisywania jej jako
oryginalnej. Podobnie jak w pkt. 1, opis ten powinien by¢ umieszczony jako prace przygotowawcze w
rozdziale ,,Materiaty i Metody”. W tym jednak przypadku dochodzi jeszcze ocena poprawnosci
procedur, zastosowanych przez Autorke, w szczegdlnosci dotyczacych wyznaczania mas
czgsteczkowych koniugatdéw na podstawie rozdziatu w sgczeniu molekularnym. Rozdzielczo$¢ tego
typu chromatografii zalezy od kilku czynnikéw, z ktérych najwieksze znaczenie maja: a) dtugos¢ uzytej
kolumny, b) objetos¢ nanoszonej prébki, c) zastosowany przeptyw, d) rodzaj ztoza. W zasadzie
prawidtowo zachowano tylko parametr b (objetos¢ prébki byta mata). Jest oczywiste, ze na kolumnie
o dtugosci 50 cm (80-90 cm to moim zdaniem wartos¢ minimalna, optymalna powyzej 1m) nie ma
mowy o wyznaczaniu jakichkolwiek mas czgsteczkowych z wystarczajacg rozdzielczoscia, szczegdlnie
jesli przeptyw jest za duzy (42 ml/h, powinien by¢ kilka razy wolniejszy). Dodatkowo zel zostat
wybrany nienajlepiej, a detekcja miata charakter nieciggty (to dodatkowo obniza i tak nieduzg



rozdzielczosc). Mimo swojej nazwy, ztoze Sephacryl 300 HR (ang. High Resolution) nie jest najlepsze
do tego typu zastosowan, umozliwia wprawdzie szybkie przeptywy i jest bardzo odporne
mechanicznie, jednakze dzieje sie tak kosztem drastycznej utraty rozdzielczosci. Jest zdumiewajace,
ze w ,Wynikach” precyzyjnie wskazano na niektére koniugaty w chromatogramie sposréd w sumie
116 wariantéw (suma koniugaty + agregaty wg Autorki) na podstawie bardzo niskiej jakosci
rozdziatéw chromatograficznych (co wida¢ gotym okiem, rys. 5.7 i 5.8). Takie autorytatywne
stwierdzenia, niepoparte zadnymi dodatkowymi danymi, sg razgco niewiarygodne (np.: stwierdzenie,
ze maksimum absorbancji dla frakcji 51 odpowiada koniugatowi CATs-AD4-SOD; !). Pracujac (wiele lat
temu) nad oczyszczaniem jednego z roslinnych enzymoéw z grupy hydrolaz przeprowadzatem
mndstwo tego typu rozdziatéw na wiele bardziej rozdzielczych, kalibrowanych kolumnach (o dtugosci
100-170 cm, przy przeptywach rzedu 1ml/h/cm?) i naprawde nie byto prosto stwierdzi¢, czy badany
enzym jest tetramerem o masie 300 kDa czy tez trimerem o masie 225 kDa (co w koncu zostato
wyjasnione, jednakze dopiero po krystalizacji enzymu i okresleniu jego budowy przestrzennej).
Trudnosci w oznaczaniu masy czasteczkowej wynikajg takze z faktu, ze o szybkosci migracji w
sgczeniu molekularnym decyduje tez ksztatt czgsteczek, nie zawsze idealnie kulistych, co w przypadku
biatek (a tym bardziej ich wielkoczgsteczkowych koniugatow !) jest typowe. Dziwi zastosowanie
matorozdzielczej metody separacji koniugatéw (dodatkowo Zle wykonanej) w sytuacji powszechnej
dostepnosci metod spektrometrii mas, ktére mozna tanim kosztem zleci¢ wyspecjalizowanym
osrodkom naukowym, ktérych obecnie w Polsce nie brakuje. Sg to metody idealne miedzy innymi w
potwierdzaniu skutecznosci kowalencyjnego faczenia podjednostek enzymatycznych i badaniu ich
stechiometrii (np. Maldi-TOF). Nota bene, uwaga ta odnosi sie takze do nieco naiwnej (i, moim
zdaniem, zupetnie niepotrzebnej) dyskusji dotyczacej mas czgsteczkowych homogennych SOD i CAT.
W przypadku tego pierwszego enzymu wszelka dyskusja bytaby zakoriczona po wycieciu z zelu pasma
biatkowego, pocieciu biatka proteazami i wyznaczeniu petnej sekwencji z wykorzystaniem
spektrometrii mas, co dla tak matego, homogennego biatka nie powinno trudne.

Ad.3

W punkcie 3 dopracowano metode pakowania enzymow i koniugatéw w liposomy. Nie byty
to prace oryginalne, Autorka wzorowata sie na powszechnie dostepnych metodach. Dobra strong tej
czesci pracy jest staranny wybor optymalnych parametréow produkcji liposomow oraz okreslenie
najlepszej procedury w celu uzyskania mozliwie stabilnych enzymosomédw. To jest, moim zdaniem,
takze czes$é prac przygotowawczych, tym bardziej, ze podobne pakowanie tego typu enzymoéw do
formacji liposomowych byto juz dokonywane w przesztosci i jest szeroko opisane w literaturze.
Jednakze w tym przypadku uprawnione jest umieszczenie tego w rozdziale ,,Wyniki”, chociaz wartos$¢
naukowa uzyskanych rezultatéw nie jest duza (wyniki nie sg nowatorskie).

Ad 4.

Opracowanie warunkéw pomiaru aktywnosci wybranych enzymoéw mitochondrialnych tez nie
jest oryginalnym pomystem Autorki. Nie wptywajg na takg ocene drobne modyfikacje, ktére nie miaty
zwigzku z dobrze znang zasadg dziatania opisanych uprzednio w literaturze procedur. Oczywiscie
nalezy docenié jako$¢ tych pomiardow i ich pracochtonnos$é, jednakze to dalej sg tylko procedury
przygotowawcze (techniki badawcze). | dopiero ostatnia cze$¢ tego zamierzenia, czyli ocena

dziatania przygotowanych enzymosomaéw na plemniki, jest wtasciwg praca doktorska, ktorej

wyhniki mozna uznaé za w petni oryginalne i podlegajgce merytorycznej ocenie przez recenzenta. A

tutaj od razu nasuwajg sie liczne watpliwosci, poczynajac od sensu zapoczgtkowania tego typu badan,
konczac na sposobie ich oceny oraz przydatnosci uzyskanych wynikdw. Moje gtdwne zastrzezenia:



Materiat, jakim dysponowata Doktorantka byt bardzo heterogenny. A ten fakt, , w zwigzku z
niewielka liczbg prébek nasienia oraz nieznacznymi réznicami w wydajnosci aparatu
oddechowego podczas testow, w praktyce uniemozliwit wysuniecie jakichkolwiek
sensownych wnioskéw. Jednakze najwiekszym problemem byto, moim zdaniem, zatozenie, ze
predkosé zuzycia tlenu ma bezposredni zwigzek ze zdolnoscig plemnikéw do zaptodnienia. Z
rysunku 5.17 wynika, ze plemniki o réznej zdolnosci do zaptodnienia (czyli réznigce sie
ruchliwoscig) maja takie same szybkosci zuzycia tlenu ! Jesli zaktadamy, ze ruchliwosé
plemnikéw jest wyznacznikiem ich zdolnosci do zaptodnienia a rysunek 5.17 zawiera
poprawne dane, to dalsze eksperymenty Autorki nie majg sensu, gdyz nie widac zaleznosci
miedzy efektywnoscig dziatania plemnikéw a predkoscig zuzycia przez nie tlenu (co same w
sobie wydaje sie troche dziwne, lecz trudno podwazac wyniki zamieszczone na rys. 5.17, nota
bene, uzyskane przez Doktorantke).

W pracy nie ma odpowiednich kontroli. Konieczne byto zastosowanie wolnych enzyméw bez
ochrony liposomowej (zaréwno SOD, CAT, SOD+CAT i koniugaty CAT i SOD) w testach
funkcjonalnych. Nie ma takze kontroli z uzyciem samych liposomow, co wydaje sie by¢
absolutng koniecznoscig, wiedzac jak powazne zmiany mogg spowodowac liposomy

w interakcji z btong komérkowa. Interesujgcymi kontrolami byty by takze liposomy

z nieskoniugowanymi mieszaninami SOD+CAT, stosowanymi w réznych proporcjach, co
wyjasni¢ mogto by czy stosowanie koniugatéw ma sens. Wskazane byto by takze uzycie
bardziej zaawansowanych konstruktéw, czyli kontroli z liposomami o podobnym skfadzie
biatkowym, jednakze pozbawionych odpowiednich wtasnosci enzymatycznych.
Niewykluczone jest bowiem, ze Autorka wcale nie badata wptywu SOD i CAT na plemniki a
jedynie dziatanie samych lipidéw i/lub biatek zawartych w liposomach.

Doktorantka twierdzi, ze koniugat SOD-CAT umieszczony w liposomach jest najlepszy sposrod
wszystkich testowanych uktadéw. Na szczescie dodaje, ze takiego wniosku nie potwierdza
analiza statystyczna. Moim zdaniem jest to oczywiste. Przeglgdajac, nawet pobieznie,
zamieszczone tabele 5.7-5.10 i widzgc prawie losowe zmiany parametréw tlenowych w
badanych prébkach plemnikéw, nie moze byc¢ inaczej. Wydaje sie, ze problem tkwi nie tylko
w btednych zatozeniach samego projektu ale takze (a moze przede wszystkim) w braku
dobrego materiatu do badan. Autorka zdaje sobie z tego sprawe, jest to jeden z wnioskéw
zamieszczonych w dyskus;ji.

Nie rozumiem, dlaczego nie zaplanowano zadnego testu funkcjonalnego. Brak jakichkolwiek
badan dotyczgcych zmian w ruchliwosci plemnikéw lub wrecz skutecznosci dziatania nasienia
bez i z zastosowaniem badanych liposomdw praktycznie uniemozliwia stawianie
jakichkolwiek wnioskéw z prezentowanych badan. Z wynikéw uzyskanych na podstawie
efektywnosci dziatania mitochondrialnych reakcji wydaje sie, ze zaproponowane traktowanie
plemnikéw liposomami nie ma sensu (przynajmniej tak wynika z opracowania
statystycznego), jednak istnieje szansa, ze badania funkcjonalne mogty by te teze podwazy¢.
Takich badan jednak nie przeprowadzono.

Mniej powazne zastrzezenia:

We wstepie Autorka wnikliwie opisuje aktualny stan wiedzy dotyczacy prezentowanej

tematyki. Jednakze swojg wiedze opiera w ogromnej wiekszosci na polskojezycznych pracach

przeglagdowych w czasopismach o lokalnym zasiegu. Nie jest to najlepszy sposdb na prezentacje

aktualnego stanu wiedzy. Nie jest takze pomocny przy ocenie pracy doktorskiej, gdy do Zzrédtowej



pracy nie mozna dotrze¢ bezposrednio. By¢ moze wynika to z trudnosci z dostepem do oryginalnych
prac lub zrozumieniem i poprawng interpretacjg ich tresci. Taki wniosek nasuwa sie po przeczytaniu
ttumaczenia tytutu pracy na jezyk angielski, poniewaz w tej wersji jest catkowicie niezrozumiaty.
Praca zawiera takze nieco btedéw logicznych i interpunkcyjnych, jednakze ich liczba nie jest bardzo
duza i nie wptywa zasadniczo na tres¢ dysertacji.

Whioski ogdlne:

Doktoranka bardzo wnikliwie analizuje uzyskane rezultaty, co nalezy pochwali¢. Nie zmienia
to jednak faktu, ze oceniana praca doktorska, mimo niewatpliwie duzego wktadu pracy, w zasadzie
nie zawiera zadnego istotnego, nowego wyniku naukowego. Wydaje sie, ze w pracy nie osiggnieto ani
jednego z zaplanowanych celdw (moze z wyjatkiem uzyskiwania konstrukcji liposomowych,
wprawdzie metody mato nowatorskiej ale wykonanej poprawnie). Dodatkowo, mam spore
watpliwosci do poprawnosci niektérych zaplanowanych metod badawczych. Nie rozumiem takze, po
co opisano znang wczesniej z literatury procedure oczyszczania roslinnej dysmutazy ponadtlenkowej,
jesli z niej nie skorzystano w dalszych etapach pracy.

Biorac pod uwage wszystkie opisane powyzej fakty stwierdzam, ze w aktualnym stanie
rozprawa doktorska mgr Magdaleny Skdlmowskiej pt: ,,Enzymosomy antyoksydacyjne -
otrzymywanie, badanie wiasciwosci oraz mozliwosci wykorzystania w przechowywaniu nasienia
knuréw” nie spetnia wymagan stawianych pracom doktorskim, gtéwnie (cho¢ nie jedynie) ze
wzgledu na brak istotnych wynikéw naukowych. Wydaje sie, ze oceniana dystertacja moze by¢
jedynie dobrym punktem wyjsciowym do przeprowadzenia kluczowych eksperymentéw
funkcjonalnych. Tak uzupetniona praca mogta by by¢ w przysztosci dopuszczona do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego, jednakze pod warunkiem uzyskania nowatorskich i uzytecznych wynikéw
naukowych.
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