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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ mgr. Damiana Tanskiego pod tytutem:
Profil ekspresji wybranych akwaporyn w jajowodzie i macicy $wini domowej
(Sus scrofa domestica L.)
wykonanej w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzgt Wydziatu Biologii i
Biotechnologii UWM w Olsztynie, pod opiekg naukowg Prof. dr. hab. Mariusza T.

Skowronskiego

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska sktada sie z tematycznie
spojnego cyklu dwéch prac naukowych, opublikowanych w latach 2020-2021, ktore
zostaly opatrzone streszczeniem (w jezyku polskim i angielskim), wstepem,
zwieztym opisem celow badan, krétkim opisem stosowanych metod i uzyskanych
wynikéw, a takze podsumowaniem wraz z wnioskami. Uktad ten jest zgodny z
wytycznymi Rady Wydziatu Biologii i Biotechnologii UWM w Olsztynie. Obydwa
artykuty, opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej, sg pracami
wieloautorskimi, ktérych tgczny wspotczynnik oddziatywania wynosi blisko dziewiec,
natomiast suma punktow MEIN — 280 (wg punktacji za rok 2021). Do rozprawy
zostaly dotgczone pisemne oswiadczenia, w ktérych wszyscy wspoétautorzy
szczegotowo okresli swoje zaangazowanie w wykonanie badan i przygotowanie
poszczegoélnych artykutdw do druku. Z tresci oswiadczen wynika jednoznacznie
wiodgcy udziat Doktoranta, polegajacy na: aktywnym uczestnictwie w opracowaniu
koncepcji oraz metodyki badan, wykonaniu analiz laboratoryjnych, interpretacji i
opracowaniu wynikéw oraz przygotowaniu publikacji do druku. W kazdej z tych
publikacji mgr Damian Tanski zajmuje pozycje pierwszego autora, jest takze
autorem korespondencyjnym. Warto nadmieni¢, ze czes¢ doswiadczalng pracy
doktorskiej zrealizowano w oparciu o srodki finansowe pochodzgce z dwdch
projektéw badawczych Narodowego Centrum Nauki (2013/09/B/NZ9/03129 i
2016/21/B/NZ9/03535).

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziat Biologii

Instytut Zoologii

i Badan Biomedycznych

Zaktad Endokrynologii

ul. Gronostajowa 9
30-387 Krakow

tel./fax: 12 664 50 98



Sktadajgce sie na rozprawe doktorskg oryginalne prace badawcze byly poddane
whnikliwej analizie i ocenie przez redakcje czasopism i niezaleznych recenzentéw, a sam fakt
opublikowania wskazuje na ich wysokg wartos¢ naukowg. Powyzsze publikacje stanowig
cenne uzupetnienie badan przeprowadzonych dotychczas przez zespét Prof. dr. hab. Mariusza
T. Skowronskiego oraz innych badaczy, a ich tematyka konsekwentnie dazy do weryfikacji
hipotez badawczych zaktadajgcych, ze: 1) ilos¢ transkryptu badanych akwaporyn (AQP7,
AQP5 i AQP9) w jajowodzie $wini zalezy od fazy cyklu rujowego oraz etapdw wczesnej cigzy;
2) hormony steroidowe: estradiol i progesteron oraz kwas arachidonowy biorg udziat w
regulacji ekspresji genéw poszczegolnych akwaporyn (AQP7, AQP2, AQP5 i AQP7) w
komérkach nabtonka powierzchniowego macicy swini w okresie okotoowulacyjnym, za
posrednictwem kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami (MAPK) oraz kinazy biatkowej A
(PKA).

Eksperymenty opisane w prezentowanych publikacjach zatwierdzone zostaty przez Lokalng

Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Olsztynie.

Artykut 1. Tanski, D., Skowronska, A., Eliszewski, M., Gromadzinski, L., Kempisty, B., &
Skowronski, M. T. (2020). Changes in aquaporin 1, 5 and 9 gene expression in the porcine
oviduct according to estrous cycle and early pregnancy. /nternational Journal of Molecular
Sciences, 21(8), 2777. https://doi.org/10.3390/ijms21082777

W pierwszej pracy sktadajgcej sie na rozprawe doktorskg, mgr Damian Tanski podjat

sie oceny ekspresji AQP1, AQP5 i AQP9 w jajowodzie $wini (tu: lejek, banka i ciesn) podczas
wybranych etapoéw cyklu rujowego i cigzy. Do analizy wybrano materiat izolowany od zwierzat
bedacych odpowiednio w 2 do 4 dnia cyklu rujowego (tzw. faza wczesno-lutealna); w 10 do 12
dnia cyklu rujowego (tzw. faza srodkowo-lutealna), kiedy ciatko zoite jest w petni funkcjonalne,
a jego aktywnosc jest zblizona do aktywnosci ciatka zéttego cigzowego; w 14 do 16 dnia cyklu
rujowego (tzw. faza pdzno-lutealna), kiedy ciatko zé6tte podlega luteolizie oraz 18 do 20 dnia
cyklu rujowego (tzw. faza pecherzykowa), kiedy ma miejsce intensywny wzrost i dojrzewanie
oocytu wewnatrz rozwijajgcych sie pecherzykéw jajnikowych. Ocenie poddano takze jajowody
pobrane od zwierzat ciezarnych, bedacych w 14 do 16 dnia cigzy, czyli w okresie przed
implantacjg zarodka oraz w 30 do 32 dnia cigzy, czyli w okresie poimplantacyjnym. Doktorant,
zgodnie z metodykg stosowang w macierzystym zespole, stosujgc technike Real-Time PCR
wykazat, ze poziom ekspresji mMRNA AQP7, AQP5 i AQP9 w jajowodzie Swini jest Scisle
zalezny od fazy cyklu rujowego oraz etapu cigzy. Otrzymane wyniki sugeruja, ze wtasciwy
poziom ekspresji genow badanych akwaporyn w jajowodzie Swini jest kluczowy dla utrzymania
odpowiedniego mikrosrodowiska warunkujgcego prawidtowy przebieg zaptodnienia oraz
pbézniejszy rozwdj embrionalny. Wyniki otrzymane dzigki realizacji celow badawczych
publikacji Tanski i wsp. (2020) umozliwity weryfikacje pierwszej hipotezy badawczej

recenzowanej rozprawy doktorskie;.
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Artykut 2: Tanski, D., Skowronska, A., Tanska, M., Lepiarczyk, E., & Skowronski, M. T. (2021).
The in vitro effect of steroid hormones, arachidonic acid, and kinases inhibitors on aquaporin
1, 2, 5, and 7 gene expression in the porcine uterine luminal epithelial cells during the estrous
cycle. Cells, 10(4), 832. https://doi.org/10.3390/cells10040832

Majac na uwadze, wykazang wczesniej przez zespot prof. Skowronskiego, specyficzng

zmiennos¢ ekspresji AQP1, 5 i 9 w uktadzie rozrodczym $wini w czasie cyklu rujowego i cigzy
oraz ich sugerowana, kluczowg role w utrzymaniu odpowiednio nawodnionego
mikrosrodowiska w macicy, celem kolejnej pracy wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej
mgr. Tanskiego byta analiza wplywu wybranych czynnikow: hormonow steroidowych —
estradiolu i progesteronu oraz substratu do syntezy wytwarzanych w macicy prostaglandyn -
kwasu arachidonowego, w regulacji ekspresji AQP7, AQPZ, AQP5 i AQP7w hodowanych in
vitro komorkach nabtonka powierzchniowego macicy $wini. Komérki nabtonka
powierzchniowego macicy izolowano od zwierzat bedacych w okresie okotoowulacyjnym (tj.
18 - 20 dzien cyklu rujowego) oraz w fazie wczesno-lutealnej (tj. dzien 2 - 4 cyklu rujowego).
Dodatkowo, celem zbadania udziatu szlakéw sygnatowych PKA i MAPK w ekspresji genow
wybranych akwaporyn zastosowano specyficzne inhibitory w/w szlakéw, odpowiednio: H68 i
PD98059, ktére dodawano do pozywki hodowanych komorek nabtonkowych. Doktorant,
zgodnie z metodykg stosowang w macierzystym zespole, stosujgc technike Real-Time PCR
potwierdzit ekspresje AQP7i AQP5 w komorkach nabtonka powierzchniowego macicy swini.
Dodatkowo, po raz pierwszy wykazat ekspresje AQP2i AQP7 w tych komdrkach. Otrzymane
wyniki dowodzg takze waznej roli zastosowanych hormonéw steroidowych oraz kwasu
arachidonowego w regulacji ekspresji AQP71, AQPZ, AQP5i AQP7 w macicy swini podczas
cyklu rujowego, szczegodlnie w okresie okotoowulacyjnym. Co wiecej, uzyskane przez
Doktoranta wyniki dostarczyly dowodow, ze zastosowane hormony steroidowe oraz kwas
arachidonowy regulujg ekspresje AQP7 i AQP5 za posrednictwem PKA i MAPK. Wyniki
otrzymane dzieki realizacji celow badawczych publikacji Tanski i wsp. (2021) weryfikujg drugg

hipoteze badawczg recenzowanej rozprawy doktorskie;.

W trakcie lektury publikacji wchodzgcych w skfad rozprawy doktorskiej mgr. Damiana
Tanskiego nie znalaztam elementéw problematycznych, czy wzbudzajacych watpliwosci. Z
pewnoscig dlatego, ze obydwie prace zostaty poddane rzeczowej i wnikliwej ocenie przez
kompetentnych recenzentéw wydawniczych. Moja rola zatem sprowadza sie do oceny
manuskryptu  polskojezycznego bedacego autorskim  opracowaniem  Doktoranta,
ujawniajgcym Jego zaséb wiedzy, umiejetnos¢ formutowania wnioskoéw i postugiwania sie
piSmiennictwem naukowym.

Oryginalne prace badawcze, ktore sktadajg sie na rozprawe, opatrzone zostaty niezwykle
oszczednym, 25-stronicowym omowieniem zawierajacym: streszczenie w jezyku polskim i

angielskim, spis publikacji skfadajacych sie na rozprawe doktorska, wstep bedacy


https://doi.org/10.3390/cells10040832

syntetycznym przegladem literatury, cele pracy, hipotezy i zadania badawcze, materiaty i
metody, wyniki, podsumowanie i wnioski oraz wykaz wybranych pozycji bibliografii (30).

W krétkim, 3-stronicowym Wstepie Doktorant przedstawit zagadnienia bedace podstawg
rozprawy doktorskiej. Kolejno omowit budowe uktadu rozrodczego samicy ze szczegolnym
uwzglednieniem jajowodow oraz macicy. W sposdb niezwykle syntetyczny scharakteryzowat
akwaporyny i przedstawit aktualne informacje odnosnie wystepowania i roli poszczego6lnych
izoform w uktadzie rozrodczym ssakow. Szkoda, ze nie pojawito sie wyjasnienie na jakiej
podstawie dokonano wyboru zwigzkéw biologicznie aktywnych (tu: estradiol, progesteron,
kwas arachidonowy) mogacych potencjalnie uczestniczy¢ w regulacji ekspresji genow
badanych akwaporyn.

W kolejnym rozdziale: Cel pracy, hipotezy i zadania badawcze, Doktorant w przekonujgcy

sposob wyjasnit potrzebe prowadzenia badah w proponowanym obszarze, przedstawit
hipotezy badawcze, cele pracy oraz sformutowat zadania badawcze (2). To czego w mojej
opinii zabrakto to wyjasnienia dlaczego jako model badawczy zastosowano swinie. Odpowiedz
na to pytanie mozna co prawda znalez¢ w dotgczonych publikacjach, ale uwazam, ze
informacja ta jest istotna i powinna znalez¢ sie rowniez w opisie celéw pracy dotaczonego
opracowania.

Opis metodyki prowadzonych badan zajmuje 5 stron, na ktorych Doktorant opisuje model
doswiadczalny, krotko charakteryzuje procedury wstepnego przygotowania materiatu
eksperymentalnego do badan oraz przedstawia metody badawcze stosowane w ocenianegj
pracy: hodowle in vitro komérek nabtonka powierzchniowego macicy swini oraz fancuchowg
reakcje polimerazy z analizg przyrostu produktu w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR). W
opisie materiatow i metod stosowanych w trakcie prac badawczych realizowanych w ramach
rozprawy doktorskiej zabrakto nie tylko charakterystyki stosowanych inhibitoréw szlakéw
sygnatowych ale takze rozwinigcia ich skroconej nazwy. Brakuje takze informacji o ich
pochodzeniu (firma i kraj pochodzenia). Ta uwaga dotyczy takze wykorzystanych hormonéw i
kwasu arachidonowego. W podrozdziale 3.3 (strona 13) pojawia sie sformutowanie dotyczace

stosowania FBS: ,...oczyszczonej 10% dekstranem/weglem aktywnym...”. Nalezatoby
wyjasnic¢ precyzyjnie powdd przeprowadzonej procedury. Kilka linijek ponizej pojawia sie co
prawda sformutowanie odnosnie dodawania do pozywki hodowlanej: ,...1% FBS wolnego od
steroidow i antybiotykow...” co w dalszym stopniu jest niewystarczajgce.

W rozdziale Wyniki opisano w skondensowanej formie wyniki zawarte w dwoch pracach
stanowigcych rozprawe doktorska. Rozdziat ten podzielono na podrozdziaty, z ktérych kazdy
dotyczyt osobnej pracy badawczej sktadajgcej sie na rozprawe.

Polskojezyczne opracowanie zamyka niezwykle lapidarne Podsumowanie oraz 5 Wnioskéw

koncowych, ktore potwierdzajg, ze postawione cele pracy zostaly zrealizowane i stanowig
istotny wkifad w poszerzenie dotychczasowej wiedzy na temat nie tylko ekspresji genow

wybranych akwaporyn, ale takze wewnagtrzkomorkowych szlakéw przekazywania sygnatow



zwigzanych z regulacjg ich ekspresji w uktadzie rozrodczym swini podczas cyklu rujowego i
wczesnych etapéw cigzy. Na koniec moge tylko wyrazic¢ zal, ze Doktorant nie pokusit sie o
napisanie Dyskusji do opracowania polskojezycznego rozprawy doktorskiej. W mojej ocenie
kompleksowa Dyskusja podsumowujgca wszystkie otrzymane wyniki, potwierdzitaby w
sposob jednoznaczny ich spojnos¢, a takze dowiodtaby umiejetnosci analitycznych
Doktoranta.

Moje nieliczne uwagi mogtyby dotyczy¢ jedynie licznych btedow jezykowych i
redakcyjnych polskojezycznego opracowania, co w zaden sposob nie umniejszytoby
merytorycznej wartosci pracy. Z obowigzku recenzenta, chciatabym jednak, zeby Doktorant
odniést sie do zdania zamieszczonego w Streszczeniu (strona 4) odnosnie ekspresiji
akwaporyn w jajowodzie Swini i oraz komorkach nabtonka powierzchniowego macicy — co
rozumie przez stwierdzenie, ze owa ekspresja ,moze stanowi¢ fizjologiczng pozywke, ktora
podtrzymuje i wzmaga zaptodnienie oraz rozwoj embrionalny na wczesnym etapie ciecia”?
Prosze takze o logiczne wyjasnienie zastosowanego przez Doktoranta sposobu cytowania

literatury.

PODSUMOWANIE | WNIOSEK KONCOWY

Po przeczytaniu rozprawy doktorskiej mgr. Damiana Tanskiego nie mam watpliwosci,
ze uzyskane przez niego interesujgce i kompleksowe wyniki poszerzajg dotychczasowg
wiedze na temat mechanizmoéw petnigcych istotng role w zachowaniu odpowiedniej
homeostazy wodnej w uktadzie rozrodczym swini. W mojej ocenie przedstawiona do recenz;ji
rozprawa jest dowodem dojrzato$ci naukowej Autora oraz jego dobrego przygotowania
merytorycznego i warsztatowego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone w artykule 13
Ustawy 1 z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595; z pdzniejszymi zmianami) stawiane pracom
doktorskim i w zwigzku z powyzszym zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i
Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z wnioskiem o przyjecie
rozprawy doktorskiej Pana mgr. Damiana Tanskiego oraz dopuszczenie Doktoranta do
dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i

przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.



