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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Patrycji Magdaleny Mtotkowskiej
,Ekspresja wybranych akwaporyn w komorkach pecherzyka jajnikowego $wini” (Sus scrofa
f.domestica) wykonanej w Katedrze Fizjologii Zwierzat na Wydziale Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Warminsko - Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem promotora Pana dr hab.

n. wet. Mariusza Skowronskiego i promotora pomocniczego Pani dr Agnieszki Skowronskiej.
OCENA OGOLNA ROZPRAWY

Odkrycie w btonie komodrkowej ztozonego uktadu specyficznych bialek odpowiedzialnych za
trans-membranowg regulacje transportu wody, dato impuls do rozwoju badan poswigconych
fundamentalnemu mechanizmowi rzadzacemu procesem podtrzymujagcym zycie komorek.
Promotor rozprawy, Pan dr hab. Mariusz Skowronski jest uznanym, o migdzynarodowe;j
renomie, specjalista W zakresie badan akwaporyn i pionierem we wprowadzeniu zwigzanej
z nimi problematyki badawczej w Polsce. Jego wczesniejsze prace dotyczace ekspresji
akwaporyn w jajniku stanowily przestanke do podjetych przez Doktorantke wiasnych prac
eksperymentalnych. Ich celem bylo poszukiwanie zaleznosci mig¢dzy zmieniajagcymi sig
hormonalnie wybranymi fazami cyklu (2-4, 10-12, 14-16 i 18-20 dzien) i fazami wczesnej cigzy
(14-16 i1 18-20 dzien) a dynamika ekspresji genow i biatek trzech wybranych akwaporyn: AQP1,
AQP5 i AQP9 w pecherzyku jajnikowym $wini. Nastepnie, po analizie wynikow otrzymanych
w badaniach in vivo, Doktorantka skupita si¢ na zakladanym regulacyjnym oddziatywaniu
hormonu luteinizujgcego (LH), folikulotropowego, (FSH), hormonu wzrostu (GH) i prolaktyny
(PRL) na profil ekspresji genéw i biatek AQP1, AQP5 i AQP9 w komorkach ziarnistych
i ostonki wewng¢trznej, izolowanych z pecherzykow srednich i duzych. Badania te przyniosty
nowatorskie i wartosciowe poznawczo wyniki. Dla kazdej z badanych akwaporyn, Doktorantka
wykazata genowo/biatkowo specyficzne zmiany w profilu ich ekspresji w wybranych fazach

cyklu 1 wczesnej cigzy. Otrzymane dane potwierdzity zaktadany udziat hormonéw przedniego
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ptata  przysadki W  specyficznej regulacji  aktywnosci  wybranych  akwaporyn
w wyspecjalizowanych komorkach pecherzyka jajnikowego. Ekspresja biatka AQP1 podlegata
specyficznym komoérkowo oddziatywaniu FSH, LH i1 GH, podczas, gdy na ekspresjc mRNA
i biatka AQP5 w pecherzykach ziarnistych wplywat tylko prolaktyna. Ten aspekt badan
zastuguje na szczego6lne podkreslenie nie tylko ze wzgledu na jego wage odno$nie aktywnosci
akwaporyn, lecz takze ze wzgledu na wskazanie kolejnego obszaru regulacyjnego, w ktorym
zaangazowane s3 hormony przedniego ptata przysadki w jajniku. Warto podkresli¢, ze praca
przyniosta interesujagce obserwacje, wskazujace na kluczowe znaczenie interakcji komorek
ziarnistych i ostonki wewnetrznej w transdukcji specyficznego, indukowanego przez hormony
przysadkowe sygnatu transkrypcyjnego do poszczegdlnych genow akwaporyn w tych
komorkach. Rezultaty badan dowodza tez udziatu biatek AQP1 i AQPS5 w transporcie wodnym
przez btony komorek ziarnistych i ostonki wewnetrzne;.

Cz¢$¢ z zaprezentowanych w rozprawie wynikéw zostala opublikowana w 2015 roku,
w umieszczonym na liScie JCR, czasopismie Physiological Research.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma forme liczacej 93 strony monografii
przygotowanej zgodnie z kanonem dla tego typu prac, na ktéry skladaja si¢ rozdziaty:
Streszczenie (w jezykach polskim 1 angielskim), Wstep, Cele pracy, Materiat i Metody, Wyniki,
Dyskusja, Wnioski oraz Bibliografia. Integralng czescig tekstu sa 24 rysunki oraz 4 tabele.

OCENA SZCZEGOLOWA ROZPRAWY
Wstep

Rozdzial sktada si¢ z 11 stron tekstu wraz z trzema rysunkami. Rozpoczyna si¢ zwiezta
charakterystyka znaczenia wody jako kluczowego medium warunkujacego funkcjonowanie
komorek, narzadéw i w konsekwencji organizmu. Nastgpnie, Doktorantka omawia ztozony
mechanizm regulujacy transblonowy transport wody. Skupia si¢ na akwaporynach,
wyspecjalizowanych integralnych biatkach btonowych tworzacych kanaty wodne, odkrycie
ktorych wyrozniono w 2003 roku Nagrodg Nobla z dziedziny chemii. Wnhnikliwie,
z uwzglednieniem specyficznych izoform akwaporyn, omawia ich strukturalng i funkcjonalng
charakterystyke, a nastepnie syntetycznie przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacy udziatu
tych bialek w regulacji funkcjonowania zenskiego ukladu rozrodczego. Majac na wzgledzie
obiekt swych badan, czyli pecherzyk jajnikowy §wini domowej, osobng, odnoszacg si¢ do
najnowszych publikacji czes¢ tekstu, Doktorantka poswigca potencjalnej roli, jakg w regulacji
aktywno$ci pecherzyka moga petni¢ akwaporyny. Wstep konczy klarowny, trzystronicowy opis
mechanizméw regulujacych rozwdj pecherzyka jajnikowego z uwzglednieniem mniej
dotychczas poznanego aspektu rozwoju pecherzykow w okresie wczesnej cigzy. Doktorantka
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wskazuje na brak w dotychczasowym pismiennictwie specjalistycznym prac dotyczacych roli
akwaporyn w regulacji aktywnos$ci pecherzykow u samic ci¢zarnych. Caty rozdziat stanowi
logiczna, przemyslang koncepcj¢ narracyjng i dobrze uzasadnia celowo$¢ podjetych badan.

Do tej czgsci tekstu nie mam uwag.
Cel

W tym fragmencie tekstu sformulowano hipoteze badawcza: ,,Hormony, ktére wptywaja
na proces steroidogenezy w pecherzykach jajnikowych tj. FSH, LH, PRL i GH, uczestnicza
takze w regulacji ekspresji mRNA 1 biatka AQP1, 5, 9 1 majg ptyw na ich dzialanie. Ponadto
zaktadano, ze zastosowane w badaniach hormony moga wplywaé na dystrybucj¢ akwaporyn
w komorkach pegcherzyka jajnikowego.” Do weryfikacji hipotezy Doktorantka przedstawita

siedem szczegotowych celow w badawczych.
Pytania i uwagi

1. Zaprezentowana hipoteza badawcza odnosi si¢ tylko do spodziewanych regulacyjnych
oddziatywan hormonow przedniego plata przysadki na uklad akwaporyn w pecherzykach
jajnikowych. Doktorantka nie uwzglednita jednak, testowanych nastepnie, zalozen
o spodziewanej dynamice zmian ekspresji genow i biatek w wybranych fazach cyklu i wczesnej

ciagzy. Hipoteza badawcza powinna by¢ zatem adekwatnie zmodyfikowana.
Material i metody

W liczacym 19 stron rozdziale Doktorantka zamiescita schematy dwoch zastosowanych
uktadow doswiadczalnych oraz zawarta precyzyjnie sformutowany opis uzytych w badaniach
metod analitycznych. Analize ekspresji genéw i biatek \akwaporyn AQP1, AQP5 i AQP9
Autorka wykonata zarobwno w modelu in vivo wykorzystujac cate pegcherzyki jajnikowe oraz
wyizolowane z nich wyspecjalizowane komorki pobrane od §win w wybranych fazach cyklu
rujowego i wezesnej cigzy, jak tez w modelu in vitro, w ktorym wyizolowane komorki ziarniste
i komorki ostonki wewngtrznej utrzymywane byly przez 72 h w pierwotnej hodowli
indywidualnej, a takze w ko-kulturze. Uktad in vitro postuzyl do scharakteryzowania
modulacyjnego oddziatywania luteotropiny, folikulotropiny, somatotropiny i prolaktyny na
ekspresje mRNA/biatek wybranych akwaporyn AQP1, AQP5 i AQP9 a takze do okre$lenia
potencjalnego wplywu tych hormondéw przysadki na zmiany objetosci komorek ziarnistych
i ostonki wewnetrznej pecherzyka jajnikowego. W czesci analitycznej, dotyczacej okreslenia
wzglednej ekspresji mMRNA genow Agpl, Agp5 i Agp9, Doktorantka wyizolowata z pecherzykow
jajnikowych oraz z uzyskanych z nich komorek catkowite RNA i spektrofotometrycznie
przeprowadzila jego identyfikacje ilosciowa i jakosciowa. Nastepnie wykonata serie reakcji
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odwrotnej transkrypcji, zaprojektowata zestawy starteréw specyficznych dla trzech badanych
i dwoch genow referencyjnych, przeprowadzita reakcje amplifikacji odpowiednich fragmentow
cDNA w czasie rzeczywistym (gQRT-PCR), wykonata elektroforez¢ otrzymanych produktow
PCR, ktore, po izolacji z zelu, przygotowata do reakcji sekwencjonowania. W czeSci
analitycznej poswigconej badaniom na poziomie biatka, Doktorantka wykorzystata metode
Bradforda (pomiar koncentracji biatka catkowitego), metode Western-blot (pomiar poziomu
ekspresji specyficznych biatek AQP1, AQP5 i AQP9) oraz metod¢e immunohistochemiczng
(immunolokalizacja biatek AQP1, AQP5 i AQP9 w pecherzykach jajnikowych i okre$lenie
wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatek AQP1 i AQP5 w komorkach ziarnistych i komoérkach
ostonki wewnetrznej Srednich i duzych pegcherzykow jajnikowych). Do analizy zmian objetosci
komorek ziarnistych i ostonki wewnetrznej Doktorantka postuzylta si¢ technikg mikroskopowa.
Wykorzystany w pracy wszechstronny warsztat badawczy zostat precyzyjnie opisany. Procedury
s dokladne i przejrzyste oraz odpowiednio udokumentowane. Tekst zawiera informacje
o sekwencjach specyficznych starteréw, ich lokalizacji na genach i spodziewanej wielkoSci
produktu PCR. Rownie starannie udokumentowane sg metodyki dotyczace indywidualnej
hodowli komorek ziarnistych i komoérek ostonki wewnetrznej oraz ich hodowli w ko-kulturze,
jak tez opis procedur Western-blot i immunohistochemiczne;j.

W opisie materialtow i metod zawarte sg doktadne informacje 0 pochodzeniu wszystkich
odczynnikow wykorzystanych w badaniach. Autorka zamie$cita tez informacj¢ dotyczaca zgody

Lokalnej Komisji Etycznej w Olsztynie do prowadzenia badan z wykorzystaniem zwierzat.
Pytania i uwagi

1. Na stronie 23, w opisie zwierzat powinno by¢ uzyte okreslenie ,,masa ciata” a nie jak napisano
»clezar”,

2. W badaniach dotyczacych wptywu hormonéw biatkowych na ekspresje gendéw 1 biatek
wybranych akwaporyn, jak tez na objetos¢ komorek ziarnistych i ostonki wewngtrznej
z pecherzykow jajnikowych §wini, wszystkie hormony przysadkowe podawano w stezeniu 100
ng/ml. Na jakiej podstawie dokonano takiego wyboru dawki eksperymentalnej? Czy wybor ten
wynikat z danych literaturowych, czy tez byt konsekwencja wczesniejszych doswiadczen
Zespotu?

3. Czy i jakich markerow wielkos$ci uzyto przy rozdziale elektroforetycznym biatek?

4. Dlaczego w serii oznaczen ekspresji Agpl, Agp5 i Agp9 mRNA w calych pecherzykach
jajnikowych, a takze w serii oznaczen wykonywanych na materiale uzyskanym z hodowli
indywidulanej komoérek ziarnistych i komorek ostonki, genami referencyjnymi byty GAPDH

1 18S RNA wyszczegdlnione w tabeli 1 na stronie 28, natomiast w doswiadczeniu
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wykorzystujgcym ko-kultury komorek ziarnistych 1 ostonki, do oznaczenia ekspresji mRNA tych
samych genow docelowych jako referencja postuzyty geny GAPDH i PPIA, wyszczeg6lnione
w tabeli 4 na stronie 367

5. W podrozdziale 7 zamieszczonym na stronie 37 i dotyczacym analizy statystycznej znalazto
si¢ niefortunne sformutowanie’ ,,Warto$¢ ekspresji biatek Aqpl, AQp5 i AQP9 ( ) obliczono
przy wykorzystaniu testu najmniejszych istotnych réznic”. Zaden test statystyczny nie mierzy

wartosci ekspresji.
Wyniki

Rozdziat liczy 25 stron, a forma graficzna uzyskanych danych zostata zaprezentowana na
15 rycinach zawierajacych wykresy oraz na 5 rycinach ze zdjgciami odpowiednich preparatow
immunohistochemicznych.

Pierwszym etapem badan Doktorantki wykorzystujacych cale pecherzyki jajnikowe
wyizolowane w czterech fazach cyklu rujowego $wini domowej (2-4 dzien, 10-12 dzien, 14-16
dzien, 18-20 dzien) oraz w dwoch fazach wczesnej cigzy (14-16 oraz 30-32), byla
immunohistochemiczna identyfikacja ekspresji biatek akwaporyn AQP1, AQPS i AQP9. Wyniki
ujawnily obecno$¢ biatka AQP1 w komorkach $rodblonka naczyn krwiono$nych jajnika
natomiast bialek AQP5 i AQP9 w komorkach ziarnistych. Porownanie poziomu ekspres;ji
badanych biatek w wybranych fazach cyklu wykazato znaczacy wzrost ekspresji AQP1 i AQP5
w 18-20 dniu cyklu. Badaniom na poziomie biatka towarzyszyta - przeprowadzana zar6wno
w pecherzykach integralnych jak i w wyizolowanych z nich komorkach ziarnistych i komérkach
ostonki wewnetrznej - analiza aktywnos$ci wybranych akwaporyn na poziomie transkrypcji ich
genow. Istotne nasilenie ekspresji AgplmRNA zaobserwowano w obu typach komorek
pecherzyka w 14-16 dniu cyklu i wzrost ten, jednak tylko w komorkach ostonki, utrzymywat si¢
jeszcze w dniu 18-20. Dla genu Agp5 najwyzszy poziom transkrypcji wystapit w dniu 10-12
cyklu i pojawit sie zar6wno w komodrkach ziarnistych jak i oslonki wewnetrznej. Ponowne
zwigkszenie ekspresji tego MRNA zaobserwowano w komorkach ostonki takze w dniu 18-20.
Rowniez poziom Aqp9 mRNA w komorkach ziarnistych zmieniat si¢ w czasie cyklu, a jego
najwyzsza ekspresja pojawita si¢ w dniu 10-12. W zadnej z dwoch analizowanych faz cigzy i dla
zadnego z badanych genéw w zadnym typie komorek nie ujawnily sig¢ istotne statystycznie
roznice w poziomie ekspresji mMRNA.

W nastgpnym etapie badan wykonanych w uktadzie in vitro i prowadzonych
w indywidualnych hodowlach komorek =ziarnistych i ostonki zewnetrznej wyizolowanych
z pecherzykow s$rednich 1 duzych, Doktorantka skupita si¢ na potencjalnie modulujagcym
oddziatywaniu LH, FSH, PRL i GH na ekspresje genow i biatek akwaporyn 1, 5, 9.



Zarowno w komorkach ziarnistych uzyskanych z pecherzykow S$rednich jak
i otrzymanych z pecherzykow duzych, istotne nasilenie ekspresji Agpl mMRNA zaobserwowano
po ich 24 godzinnej inkubacji w obecnosci FSH. W komodrkach ostonki wewngtrznej
stymulujacy wptyw na ekspresje¢ Agpl mRNA wywart natomiast hormon luteinizujacy, jednak
efekt ten dotyczyt tylko komoérek pochodzacych z pecherzykow duzych. W warunkach
eksperymentalnych zapewniajacych funkcjonalny kontakt obu typoéw komorek (ko-kultura)
pobudzajacy wptyw FSH na transkrypcje genu Agpl utrzymywal si¢ jedynie w komorkach
ziarnistych izolowanych ze S$rednich pecherzykéw. W ko-kulturze komorek ziarnistych,
pochodzacych z pecherzykow duzych, wzrost ekspresji Aqpl mRNA pojawit si¢ po inkubacji
z FSH. Hodowane w tych samych warunkach ko-kultury komorki ostonki wewngtrznej z
pecherzykow srednich i duzych zareagowaly wzrostem poziomu Agpl mRNA w obecnosci LH.
Dodatkowo, w hodowli tej wzrost poziomu Agpl mRNA stymulowany przez LH pojawit si¢ tez
w komorkach ostonki pochodzacych z pecherzykow srednich.

Indukowanej przez FSH i LH stymulacji transkrypcji genu Agpl towarzyszyl,
w adekwatnych, oddzielnie hodowanych typach komorek, wzrost ekspresji kodowanego przezen
biatka. Ponadto, tylko w komorkach ziarnistych z pecherzykéw duzych, zaobserwowano
stymulowane przez GH zwigkszenie ekspresji biatka AQP1, czemu nie towarzyszyla zmiana
w poziomie ekspresji Agpl mRNA. W poréwnaniu do obrazu uzyskanego w grupie kontrolnej,
zaden z czterech badanych hormonéw w zadnym zbadanych typéw komorek nie wptynat na
zmian¢ subkomorkowej lokalizacji bialka AQPI1 identyfikowanego zawsze w czeSci
okotojadrowej cytoplazmy, endosomach oraz w btonie komoérkowe;.

Zroznicowany komorkowo wptyw na ekspresje Aqp5 mMRNA dotyczyt hormonu wzrostu.
Jego obnizajace dziatanie ujawnito si¢ w komorkach ziarnistych pochodzacych z pecherzykow
srednich a przeciwstawne, stymulujace, w komoérkach ostonki z pecherzykow duzych.
Indukowany przez prolaktyne wzrost aktywnosci transkrypcyjnej tego genu zaobserwowano
zarowno w komorkach ziarnistych i1 ostonki wewnetrznej jednak tylko pochodzacych
z pecherzykow duzych. Natomiast w hodowli prowadzonej w warunkach ko-kultury, ekspresja
Agp5 mRNA wzrosta w obecnosci hormonu luteinizujacego, hormonu wzrostu i prolaktyny
wzrostu i prolaktyny i efekty te zaobserwowano w komorkach ziarnistych z pecherzykow
duzych. W komorkach ostonki wewnegtrznej pobranych z pecherzykow $rednich i1 duzych
a nastgpnie hodowanych w ko-kulturze, nasilenie aktywnos$ci transkrypcyjnej nastgpito
w obecnosci hormonu luteinizujacego. Dodatkowo, w komorkach ostonki z pecherzykow
srednich podwyzszong ekspresje Aqp5 mRNA spowodowata takze prolaktyna.

Zwigkszong ekspresj¢ biatka AQPS5 spowodowaly natomiast prolaktyna i hormon

folikulotropowy, a obserwowany wpltyw wystgpit w hodowanych indywidulanie komoérkach
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ziarnistych uzyskanych z obu typoéw pecherzyka. W zadnym z badanych typow komorek nie
pojawity sie indukowane przez hormony przysadkowe zmiany w subkomorkowej lokalizacji
biatka AQPS5. Jego wewnatrzkomérkowe rozmieszczenie utrzymywato si¢ stabilnie w obrebie
okolicy okotojogdrowej, endosoméw i w btonie komorkowe;.

Trzecim badanym genem z rodziny akwaporyn byt gen Agp9. W indywidualnie
prowadzonych hodowlach komoérek wyizolowanych z pecherzykow jajnikowych, zwigkszong
transkrypcje genu Agp9 stwierdzono jedynie w komorkach ostonki pobranych z pgcherzykow
$rednich i nastepnie inkubowanych w obecnosci prolaktyny. W ko-kulturze komorek ziarnistych
z pecherzykow duzych obserwowano znaczacy spadek ekspresji mRNA tego genu w obecnosci
hormonow folikulotropowego, luteinizujacego i prolaktyny. W ko-kulturze komorek ostonki
wewnetrznej pochodzacych z pecherzykow $rednich, stwierdzono obnizajacy wpltyw hormonu
wzrostu na aktywnos¢ transkrypcyjng Agp9, natomiast w ko-kulturze komorek wyizolowanych
z pecherzykéw duzych ujawnita si¢ podwyzszona ekspresja AQp9 MRNA po inkubacji
z hormonem luteinizujacym.

W osobnej, indywidualnej hodowli komorek ziarnistych i komoérek ostonki
wyizolowanych z pecherzykéw S$rednich 1 duzych, Doktorantka analizowata tez wplyw
hormonoéw przysadkowych na objetos¢ tych komorek. Otrzymane wyniki ujawnity, ze FSH, PRL
1 GH stymuluja wzrost objetosci komorek ziarnistych z obu typdéw pecherzyka. Obecnosé
farmakologicznego blokera akwaporyn nie zwickszala stymulowanej przez LH, PRL i GH
objetosci komorek ostonki wewnetrznej. Zahamowanie wzrostu objetosci komorek ziarnistych
1 oslonki wewnetrznej indukowanego przez S$rodowisko hipotoniczne w  obecnosci
farmakologicznego blokera aktywno$ci akwaporyn wskazuje natomiast na znaczgcy udzial
AQP1 i AQP5w transporcie wody przez te komorki.

Pytania i uwagi

1. W opisie wynikow Doktorantka postuguje si¢ terminem’ ,,podstawowa ekspresja genu” nie
wyjasniajac tego pojecia. Trudno jest np. zrozumie¢, cO Autorka dokladnie miala na mysli
piszac: ,,Podstawowy poziom ekspresji MRNA w jajniku §wini byt zblizony do ekspresji mMRNA
Agpl...” (strona 44). Wyniki pomiaru wzglednej ekspresji mRNA poszczegélnych genow
zaprezentowane na rysunkach 4A i 4G, do ktérych odsyla Autorka, nie pozwalaja na
wyciagniecie takich wnioskow poréwnawczych. W rzeczywistosci zaprezentowany obraz
ekspresji Agpl i Agp9 mRNA w roznych fazach cyklu rujowego wskazuje na brak wpltywu tych
faz na profil transkrypcyjny a nie na wielkos¢ ekspresji kazdego z tych genow. Mozna doda¢, ze
fazy cyklu nie miaty tez wplywu na ekspresj¢ trzeciego z badanych genow, czyli Agp5 mRNA.

Niefortunnie sformutowane jest tez zdanie zawarte na stronie 43: ,,Poziom mRNA byt nie istotny
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w obu okresach cigzy ....” Statystycznie istotna moze by¢ tylko zmienno$¢ poziomu ekspresji
MRNA.

2. Graficzny obraz wynikow zaprezentowanych na wykresach jest niezbyt czytelny. Szkoda, ze
Autorka nie wykorzystata koloréw lub tekstur do zréznicowania poszczegdlnych stupkow. Dla
czytelnika pracy pomocne bylyby tez staranniej i jednolicie pod wzgledem formatu i rozmiaru
czcionki przygotowane opisy osi i tytulow na poszczegdlnych panelach graficznych. Na
przyktad, rysunki 11, 12, 13 zawieraja informacje¢ o rodzaju komorek i wielkosci pecherzyka,
podczas gdy na rysunkach 14 i 15 nie ma informacji, ktore panele dotycza komorek ziarnistych,
a ktore komorek ostonki. wewnetrzne;.

3. Oznaczenia istotnosci statystycznej na rysunku 10C nie potwierdzajg opisu zawartego na
stronie 44 informujacego, ze: ,,ekspresja mRNA Agp9 w komoérkach ziarnistych byta istotnie
wyzsza w dniu 14-16 dniu cyklu rujowego w porownaniu do konca implantacji, dni 30-32”.
Sadzac z rysunku 10C, mozna tylko przypuszczaé, ze istotna roéznica w ekspresji tego mRNA
pojawila si¢ pomiedzy dniem 10-12 cyklu a 30-32 dniem cigzy.

4. W catym tekscie opisu wynikow Autorka opisuje zaobserwowane zmiany, ktore jednak nie sa
istotne statystycznie. Na przyktad, na stronie 49 znajduje si¢ zdanie: ,, ... w przypadku komoérek
ostonki wewnetrznej ze Srednich pecherzykow, poziom ekspresji badanego genu wykazywat
wzrost, jakkolwiek nie istotny, po stymulacji PRL (rys 11C)”. Podobnie, na stronie 59 napisano:
,»Komorki ostonki wewnetrznej inkubowane z LH, PRL i GH oraz bez hormonéw po
zastosowaniu blokera AQP (+PMB) zwickszaly swoja obje¢tos¢ w pordwnaniu do objetosci
wyjsciowych, ale nie byta to zmiana statystycznie istotna”. W moim przekonaniu nie powinno
si¢ opisywa¢ zmian w poziomach badanych parametrow, jezeli nie wykazujg one cech istotnosci
statystycznej.

5. Na stronie 41 Doktorantka podaje, zZe: ,,immunolokalizacj¢ biatkka AQPY9 stwierdzono
w komorkach ziarnistych pegcherzykoéw rozwijajacych si¢”. Z zamieszczonych fotografii na
rysunku 5 wynika jednak, ze biatko to ulega ekspresji we wszystkich badanych okresach cyklu
1ci3zy.

6. W czesci badan dotyczacej udziatu hormonoéw w regulacji ekspresji genow 1 biatek akwaporyn
w komorkach ziarnistych i1 ostonki wewnetrznej, analiza ekspresji oraz subkomorkowej
immunolokalizacji biatka dotyczy tylko akwaporyny 1 i 5, natomiast nie obejmuje
akwaporyny 9. Podobnie, nie analizowano wplywu hormondéw na jego subkomorkowsa

dystrybucje. Jaki byt powod nieuwzglednienia biatka AQP9?



Dyskusja

Szerokie spektrum otrzymanych danych Doktorantka omawia na 13 stronach tekstu.
W przemyslany i logiczny sposoéb odnosi si¢ do najwazniejszych rezultatow swej pracy
ekpserymentalnej i umiejetnic konfrontuje je z danymi dostepnymi W najnowszym
pismiennictwie $wiatowym z tej dziedziny. Wnikliwa i krytyczna interpretacja badan przekonuje

0 kompetencji Doktorantki w omawianej problematyce.
Pytania i uwagi

1. O jakiej akwaporynie w pecherzykach jest mowa w Dyskusji w zdaniu na stronie 65,
w ktorym Doktorantka powotuje si¢ na prace Prestona i wsp.?

2. Odnoszac si¢ do otrzymanych wynikow, Doktorantka na stronie 66 stwierdza: ,,Analizujac
wyniki przedstawionej pracy przypuszczamy, ze w jajniku $wini AQP1 i AQP5 ze wzgledu na
ich r6zng lokalizacje: komorki §rodbtonka naczyn kapilarnych i komoérki ziarniste, biatka te
pelnig swoje $cisle okreslone funkcje”. Sprecyzowania wymaga o jakich ,, $cisle okreslonych
funkcjach” biatek AQP1 i AQPS jest mowa w tym zdaniu.

3. Wyniki dotyczace profilu ekspresji Agpl mRNA wykonane w niefrakcjonowanym pecherzyku
jajnikowym nie wykazaty znaczacych zmian w aktywnosci transkrypcyjnej tego genu pomigdzy
czterema analizowanymi fazami cyklu. Jednak gdy analizowano aktywnos¢ transkrypcyjna genu
Agpl w poszczegélnych typach komorek, to ekspresja tego mRNA zar6wno w komorkach
ziarnistych jak 1 oslonki wewnetrznej byla wl14-16 dniu cyklu znaczaco wyzsza od
odpowiednich poziomow stwierdzonych w dniach 2-4 oraz 10-12. Mimo to, w calym
pecherzyku nie wystapity réznice miedzy dniem14-16 a 2-4 i 10-12 dniami cyklu. W Dyskusji
ten aspekt nie jest podnoszony. Jak, zdaniem Doktorantki mozna skomentowac taki wynik?

4. Na stronach 72/73 Doktorantka podaje, iz: ,,Wydaje sig, ze ekspresja AQP1 i AQP5 w btonach
komorek ziarnistych i1 ostonki wewngtrznej jest zwigzana z metabolizmem wody w tych
komorkach....”. Prosze o wyjasnienie, co kryje si¢ pod uzytym okresleniem ,,metabolizm wody”.
5. Czegscig przyjete] hipotezy badawczej byto zatozenie, ze hormony przedniego ptata przysadki:
LH, FSH, PRL 1 GH moga wptywac¢ na subkomorkowa dystrybucje akwaporyn w komorkach
pecherzyka jajnikowego. Otrzymane wyniki nie potwierdzity tej czgéci hipotezy. Czy w $wietle
uzyskanych danych mozna, zdaniem Doktorantki, przyja¢ rzeczywisty brak zwigzku miedzy
oddziatywaniem hormonalnym a lokalizacjg bialek akwaporyn w badanych komorkach, czy tez
zwiazku takiego wcigz nie mozna wykluczy¢, jednak jego udowodnienie wymaga innego typu
badan? Czy istnieja prace dotyczace zmian wewnatrzkomoérkowej lokalizacji tych bialek

w innych typach komorek?



6. Ekspresjc mRNA genow Agpl, Agp5 i Agp9 po inkubacjach z hormonami przysadkowymi
analizowano komorkach ziarnistych i komodrkach ostonki wewngtrznej. Badanie aktywnosci
transkrypcyjnej tych genéw wykonywano dwukrotnie: w indywidualnych hodowlach
komoérkowych oraz w hodowli w warunkach ko-kultury. Specyficzny, obserwowany w danym
typie komoérek wptyw hormonéw na ekspresj¢ wybranych m RNA w przewazajgcym stopniu
roéznit si¢ w zalezno$ci od warunkéw hodowli (indywidualna vs ko-kultura) w jakich
utrzymywano te komorki. Rodzi si¢ wigc pytanie, ktore z obserwowanych efektoéw hormondéw
przysadki wywieranych na ekspresj¢ poszczegdlnych genow w konkretnych typach komoérek
1 w konkretnych warunkach hodowli oddajg rzeczywisty wplyw tych hormonow na specyficzna
aktywno$¢ transkrypcyjna gendw akwaporyn? Jak, zdaniem Doktorantki, mozna na tle

fizjologicznym skomentowac takie obserwacje?

Bibliografia
Bibliografia zawiera 146 pozycji, w tym 49 prac opublikowanych w ciagu ostatnich 10

lat (od 2007 roku), wsrod ktorych 18 pozycji ukazato si¢ w latach 2012-2016. Cytacje

zamieszczone w tekscie pracy sg alfabetycznie odzwierciedlone w spisie literatury.
WhnioskKi

Rozdziat zawiera ujgte w formie 13 punktow, podsumowanie otrzymanych wynikow. Jest
to bardzo dobra rekapitulacja poczynionych obserwacji eksperymentalnych, jednak w moim
przekonaniu, w obecnej formie nie mozna jej uzna¢ za wnioski koncowe.

Do ich sformutowania konieczna jest synteza otrzymanych danych i odniesienie do przyjetej

hipotezy badawczej.
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WNIOSEK KONCOWY RECENZENTA

Zgloszone uwagi | pytania nie zmieniajg mojej koncowej, w pelni pozytywnej oceny
rozprawy doktorskiej. Reasumujgc, uwazam, ze praca Pani mgr Patrycji Magdaleny
Miotkowskiej ,,Ekspresja wybranych akwaporyn w komorkach pecherzyka jajnikowego $wini
(Sus strofa f. domestica)” spelnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okre$lone w Ustawie nr 595 o Tytule Naukowym i Stopniach Naukowych oraz Tytule
i Stopniach Naukowych w Dziedzinie Sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U.Nr 65 z dnia
14. 04.2003) wraz z p6zniejszymi zmianami.

Zatem, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Wydzialu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z prosba o dopuszczenie Pani mgr Patrycji
Magdaleny Mtotkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

\ o

dr hab. n.biol. Alina Gajewska, prof. nadzwyczajny
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