INSTYTUT ROZRODU ZWIERZAT I BADAN ZYWNOSCI

POLSKIEJ AKADEMII NAUK
[ == ul. Tuwima 10; 10-748 Olsztyn, tel (89) 523-46-86, 524-03-13; fax: (89) 524-01-24;

www.pan.olsztyn.pl

Dr hab. Magdalena Kowalik Olsztyn, 18.11.2021
Zaklad Fizjologii i Toksvkologii Rozrodu

Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci

Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Damiana Tanskiego
pt. “Profil ekspresji wybranych akwaporyn w jajowodzie i macicy

$wini domowej (Sus scrofa domestica L.)”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Damiana Tanskiego pt. "Profil ekspresji
wybranych akwaporyn w jajowodzie i macicy $wini domowej (Sus scrofa domestica L.)” wykonana zostala
pod opicka Promotora naukowego Pana prof. dr hab. Mariusza Skowronskiego w Katedrze Anatomii
1 Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Badania do pracy doktorskiej
realizowano w oparciu o srodki finansowe pochodzace z Narodowego Centrum Nauki, projekty OPUS
nr 2013/09/B/NZ9/03129 oraz OPUS nr 2016/21/B/NZ9/03535.

Podstawa ocenianej dysertacji sg dwie spojne tematycznie, oryginalne publikacje naukowe oraz
poprzedzajace je zwiczle opracowanie w formie manuskryptu, przygotowane w jezyku polskim.
Przedstawione do oceny publikacje ukazaly sie w latach 2020 i 2021 w recenzowanych, miedzynarodowych
czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR). Prace stanowigce rozprawg doktorska:

1. Tanski D, Skowronska A, Eliszewski M, Gromadzinski L, Kempisty B, Skowronski MT. Changes in
Aquaporin 1, 5 and 9 Gene Expression in the Porcine Oviduct According to Estrous Cycle and Early
Pregnancy. International Journal of Molecular Science 2020, 21(8): 2777. (IF020 = 4,556, MEIN = 140 pkt.)

2. Tanski D, Skowronska A, Tanska M, Lepiarczyk E, Skowronski MT. The In Vitro Effect of Steroid
Hormones, Arachidonic Acid, and Kinases Inhibitors on Aguaporin 1, 2, 5, and 7 Gene Expression in the
Porcine Uterine Luminal Epithelial Cells during the Estrous Cycle. Cells 2021, 10(4): 832. (IFx21 =4,366,
MEiN = 140 pkt.)

4

Laczny wspolczynnik oddzialywania (IF) czasopism, w ktorych opublikowano prace stanowiace
rozprawe doktorska wynosi 8,922, natomiast suma punktéw MEIN (z dnia 09.02.2021r.) to 280.

Nalezy podkresli¢, ze w obu publikacjach Pan mgr Damian Tanski jest pierwszym autorem, a takze
autorem korespondencyjnym. Zgodnie z dolaczonymi do rozprawy doktorskiej oswiadczeniami wszystkich
wspolautoréw publikacii, udzial Doktoranta w kazdej z prac byl wiodacy 1 polegal na opracowaniu koncepcji

oraz metodvki badan, pobieraniu materiahn doswiadczalnego, wykonaniu analiz laboratoryjnych, opracowaniu
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wynikéw oraz przygotowaniu publikacji do druku. W zwigzku z tym znaczacy wklad Doktoranta w powstanie
kazdej z prac nie budzi zadnych watpliwosci.

Przedlozone do oceny publikacje sa spojne tematycznie 1 skupiajg si¢ wokol wyraznie
wyodrgbnionego zagadnienia, dotyczacego scharakteryzowania profilu ekspresji wybranych akwaporyn
(AQP) oraz zidentyfikowania czynnikow regulujaeych ich ekspresje w tkankach ukiadu rozrodczego swini
domowej w czasie cyklu rujowego oraz wczesnej cigzy. Podjeta przez Doktoranta tematyka badawcza jest
w pelm uzasadniona 1 jest kontynuacjg naukowych zainteresowan Promotora oraz Zespolu badawczego,
w ktérym Doktorant realizowal badania.

Utrzymanie rownowagi wodnej 1 tym samym zachowanie wlasciwe) homeostazy komorek jest
niezb¢dnym czynnikiem warunkujacym prawidlowe funkcjonowanie organizméw zywych. Kluczowym
clementem tego procesu jest transport wody przez blony komoérkowe, w ktérym uczestniczg
wyspecjalizowane biatka blonowe tworzace kanaly wodne, zwane akwaporynami (AQP). To wlasnie
akwaporyny sa przedmiotem badan w ninigjszej pracy doktorskiej. Akwaporyny naleza do duzej rodziny
mtegralnych, hydrofobowych bialek, ktore pozwalaja na transport wody oraz innych zwigzkow, takich jak
glicerol, mocznik, amoniak oraz czasteczki gazéw, przez blony biologiczne. Ich odkrycie wyrdzniono w 2003
roku Nagrodg Nobla z dziedziny chemii 1 od tego czasu AQP budzg duze zainteresowanie i s3 tematem
licznych badan naukowych. Dotychczas wykazano istotng rol¢ kanaldéw wodnych w wielu procesach
fizjologicznych i patologicznych, m. in. w regulacji cisnienia krwi, sekrecji plynéw, metabolizmie thiszczy,
a takze angiogenezie guzéw nowotworowych. Od kilku lat prowadzone sa réwniez badania nad ich rolg
w regulacji funkcji rozrodczej. Dotychczas wykazano, ze w ukladzie rozrodczym samicy, prawidlowe
dziatanie akwaporyn jest kluczowe dla utrzymamnia funkcji rozrodezych, w tym przebiegu cyklu rujowego,
procesu owulacji, implantacji oraz rozwoju zarodka. Wykazano, ze AQP reguluja m.in.: proces proliferacji,
migracji, angiogenezy oraz adhezji, co wskazuje, Ze sg one niezbgdne w procesie odbudowy i regeneracj
endometrium w czasie cyklu i cigzy. Dysfunkcja w strukturze lub dziataniu kanalow wodnych prowadzi
do zaklocenia homeostazy wodnej komorek/ tkanek rozrodezych 1 w konsekwencji moze zaburza¢ plodnosé.
Jednak molekularny mechanizm tego procesu oraz regulacja ekspresji AQP w ukladzie rozrodczym nie sg
w pelni wyjasnione. Dostepne dane literaturowe wskazuja na mozliwy udzial w tym procesie hormonow
steroidowych oraz modulujgce dzialanie wewnatrzkomérkowych $ciezek sygnalowych, w  ktorych
posrednicza cykliczny adenozyno-3’5’-monofosorfan (cAMP), kinaza bialkowa A (PKA) oraz kinazy
aktywowane rr;j{ogenmni (MAPK). Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr Damiana
Tanskiego wpisuje si¢ w przedstawione zagadnienia. Ma ona na celu pelnigjsze poznanie dzialania akwaporyn
oraz identyfikacje czynnikéw regulujacych ich ekspresje w tkankach ukladu rozrodczego samicy w czasie
cyklu i cigzy, co moze mie¢ znaczenie nie tylko poznawcze, ale réwniez praktyczne. Zagadnienia poruszane

przez Doktoranta s3 zatem aktualne i godne uwagi.
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W pierwszej publikacji stanowigca rozprawe doktorskg, opublikowang w International Journal
of Molecular Science, Doktorant scharakteryzowal profil ekspresji genéw AQPI, AQP5 i AQP9
w poszczegblnych odcinkach jajowodu swini (lejku, bance i ciesni) podczas czterech faz cyklu rujowego:
wezesnolutealnej (dzien 2-4), $rodkowo-lutealnej (dzien 10-12), lutealnej (dzien 14-16) i pecherzykowej
(dzien 18-20 cyklu), oraz w dwodch okresach ciazy: okres implantacyjny (dzien 14-16 ciazy) oraz okres
poimplantacyjny (dzien 30-32 cigzy). Doktorant wykazal specyficzny wzor ckspresji badanych akwaporyn
zalezny od fazy cyklu oraz okresu cigzy, co sugeruje mozliwy udzial hormonow steroidowych w regulacji
ekspresji AQP w badanej tkance. Ponadto, uzyskane dane wskazujg na udzial AQP1, AQP5 i AQP9
w regulacji funkcji jajowodu w czasie cyklu oraz cigzy. Nalezy zaznaczy¢, ze jajowod tworzgc odpowiednie
warunki pozwalajace na transport gamet, ich dojrzewanie oraz zapewniajgc optymalne warunki
do zaplodnienia odgrywa istotng role w zaplodnieniu i wezesnym rozwoju zarodkowym, dlatego tez poznanie
roli AQP w tym narzadzic ma istotne znaczenie.

W pracy opublikowanej w czasopismie Cells, Doktorant: (1) okreslil ekspresj¢ genow AQP1, AQP2,
AQP5 1 AQP7; (2) zbadal wplyw hormonow steroidowych: estradiolu (E2) 1 progesteronu (P4) oraz kwasu
arachidonowego (AA) na poziom ekspresji badanych AQP; oraz (3) zidentyfikowal mozliwe $ciezki
sygnalizacyjne zaangazowane w regulacj¢ ich ekspresji w komorkach nablonka blony Sluzowej macicy.
Doswiadczenia wykonano na modelu in vitro komorek nablonka powierzchniowego blony $luzowej macicy
wyizolowanych od swin bedacych w fazie pecherzykowej oraz fazie wczesno-lutealnej cyklu. Doktorant
wykazal po raz pierwszy ckspresj¢ genow AQ2 1 AQ7 oraz potwierdzil ekspresj¢ gendw AQP1 i AQP 5
w komorkach nablonka powierzchniowego endometrium $wini. Ponadto, Pan mgr Damian Tanski wykazal,
ze ekspresja badanych izoform AQP jest regulowana przez hormony steroidowe i kwas arachidonowy, oraz
zalezy od aktywacji/ hamowania szlakéw sygnalowych zwigzanych z kinazami PKA i MAPK w komoérkach
nablonka endometrium w okresie okoloowulacyjnym. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazuja, ze P4, E2,
AA oraz inhibitory PKA i MAPK sg modulatorami ckspresji AQP w macicy 1 mogg regulowaé funkcje
endometrium, a tym samym kontrolowaé prawidlowy przebieg cyklu i cigzy u $wini. Uzyskane dane
poszerzajag wiedze o mozliwych czynnikach regulujacych ckspresj¢ i dzialanie akwaporyn w utrzymaniu

homeostazy wody w endometrium macicy $wini.

Lektura powyzszych publikacji, ktore byly juz uprzednio recenzowane, byla dla mnie
satysfakcjonujagca i nie mam wlasciwie zadnych uwag merytorycznych. Publikacje opublikowane
w recenzowanych czasopismach z listy JCR ulatwiajg zadanie recenzentowi. Zaréwna strona merytoryczna,
jak i warto$¢ naukowa uzyskanych wynikow zostala poddana wnikliwej ocenie oraz potwierdzona przez
Recenzentdéw 1 Edytoréw czasopism, ktorzy zaakceptowali prace do druku. Prace stanowig logiczny uklad, s3
napisane zrozumiale z jasno postawionymi celami, szczegdlowym opisem metod oraz wynikéw, a takze

prawidlowo przeprowadzong dyskusjg. Dane przedstawione w obu publikacjach maja charakter nowatorski.
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Wartos¢ poznawczg wynikéw otrzymanych przez Pana mgr Damiana Tanskiego oceniam wysoko, o czym
swiadczy fakt opublikowania dwoch publikacji w renomowanych czasopismach o tematyce obejmujacej

fizjologie 1 biologie rozrodu.

Jak wspomnialam integralng cz¢scig rozprawy, opréocz kopii publikacji, jest zwigzle, 25 stronnicowe
opracowanie w formie manuskryptu, zawierajgce: spis publikacji skladajacych si¢ na rozprawe doktorska;
streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim: wstep bedacy syntetycznym przegladem literatury; cel pracy,
hipotezy i zadania badawcze; material 1 metody; wyniki; podsumowanie 1 wnioski oraz wykaz wybranych
pozycji bibliografii w liczbie 30. Opracowanie to jest przygotowane w sposob klarowny, chociaz zdarzajg sig
w te] czesci bledy stylistyczne, edytorskie, skroty myslowe, czy zapozyczenia z jgzyka angielskiego,
wynikajgce z bezposredniego tlumaczenia tekstu publikacji (np. ,ckspresja akwaporyn moze stanowié
fizjologiczng pozywke” (str. 4), ,rozwd] embrionalny na wczesnym etapie cigcia” (str. 4), ,struktura
rozrodczego samicy” (str. 8), ,transdukcja” zamiast przckazywanie (str. 9) itp.), na ktére jako recenzentka

mam obowiazek zwrocié uwage. Nie wplywaja one jednak na wspomniang wysoka oceng dysertacji.

W krétkim Wstepie Doktorant przedstawil w zwigzly sposob dotychczasowy stan wiedzy w zakresie
omawianego zagadnienia, Rozdzial ten jest napisany poprawnie i1 prowadzi do postawionych hipotez
badawczych oraz celu pracy, co $wiadczy o dobrym zrozumieniu tematu przez Doktoranta. Cele pracy oraz
hipotezy badawcze zostaly jasno 1 poprawnie sformulowane. Wyrdznione zostaly dwa zadania badawcze,
ktore nastgpnic byly konsekwentnie realizowane. Opis metodyki prowadzonych badan jest dokladny
i rzetelny. Nalezy zaznaczyé¢, ze badania prowadzono w warunkach in vivo na odcinkach jajowodu oraz
in vitro na komorkach nablonka blony $luzowej macicy. Podczas badafn Doktorant wykorzystal metody
analityczne takie jak izolacja RNA, analiza poziomu ekspresji genow metoda Real-Time PCR, inkubacja in
vitro komorek nablonka blony $luzowej, co umozliwilo realizacj¢ zatozonych celow 1 uzyskanie ciekawych,
nowatorskich wynikéw. Calo$¢ =zaplanowanych 1 wykonanych analiz $wiadczy o kompetencji
metodologicznej Doktoranta oraz Jego przygotowaniu do planowania 1 wykonywania nastgpnych prac
eksperymentalnych. W rozdziale Wiymiki Doktorant opisal w skondensowanej formie wyniki zawarte w
pracach stanowigcych rozprawe doktorska. Rozdzial ten podzielony zostal na podrozdzialy, z ktérych kazdy
dotyczyl osobnej pracy badawczej. Dodatkowo w rozdziale tym zamieszczono pigé tabel zawierajacych
sumaryczne zestawienie uzyskanych wynikow, co znacznie ulatwia analiz¢ danych. Polskojgzyczne
opracowanic zamvka rozdzial Podsumowanie i wnioski, w ktorym sformulowano pigé wnioskow,
potwierdzajgcych realizacje zalozonych celéw pracy i stanowigcych istotny wklad w dotychczasowa wiedzg
na temat akwaporyn w tkankach ukladu rozrodczego samicy $wini. Wnioski s3 poprawne i wynikajg
z otrzymanych rezultatow, jednak w mojej opinii wniosek 4 i 5 sg tozsame 1 powinny zostaé przeredagowane.
Odczuwam rowniez pewien niedosyt, gdyz zabraklo mi przejrzystego podsumowania uzyskanych wymkow,

co z reszty zostalo poprawnic przedstawione w obu publikacjach wchodzgeych w sklad dysertaci.
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Po przeczytaniu pracy nasungly mi si¢ nastgpujgce spostrzezenia i pytania, ktore nie umniejszaja

wartosci merytorycznej pracy, a wynikajg jedynie z ciekawosci oraz obowiazku recenzenta:

1. W rozdziale Wsiep zabraklo wg mnie klarownego wyjasnienia dlaczego w jajowodach oraz komdrkach
nablonka blony $luzowej macicy analizowano odmienne izoformy akwaporyn. Prosze uzasadni¢ czym

xierowano si¢ przy wyborze poszczegolnych izoform AQP do badan?

2. Prosz¢ wyjasni¢ dlaczego w doswiadczeniach in vifro zastosowano 24 — godzinng inkubacje komorek

nablonka endometrium macicy z badanymi czynnikami. Czy brano pod uwage inne czasy inkubacji?

3. Zaréwno w opracowaniu, jak i w publikacjach, nie znalaztam informacji dotyczacych czystosci
1 zZvwotnosci wyizolowanych komorek nablonka powierzchniowego macicy. Prosz¢ o uzupekienie tych
informacji podczas publicznej obrony. Kierowana cickawo$cia zapytam réwniez o ilo$¢ komoérek

nablonka uzyskiwanych podczas izolacji z zastosowaniem dyspazy”

4. Czy nie sgdz1 Pan, ze dysponujac pobranymi juz fragmentami poszczegdlnych odcinkdw jajowodu warto

byloby rozszerzy¢ analizy o pomiar ekspresji biatek? Czy planowane sg takie analizy?

W

W ostatnim wniosku umieszczono stwierdzenie, ze ,,...produkcja kanaléw wodnych jest modulowana
przez wiele roznych szlakéw transdukeji sygnaléw w okresie okoloowulacyjnym”. Czy méglby Pan

szerzej omoOwic ta kwestig?

Za najwazniejsze osiggniecie rozprawy doktorskiej Pana mgr Damiana Tanskego uznaje:
(1) okreslenie profilu ckspresji genow AQP1, AQP5 1 AQP9 w poszczegolnych odcinkach jajowodu $wim
w czasie cyklu rujowego i wczesnej cigzy; (2) wykazanie obecnosci transkryptow AQP1, AQP2, AQPS
i AQP7 w komérkach nablonka powierzchniowego blony $luzowej macicy §wini w warunkach in vitro; (3)
wykazanie wplywu hormonéw steroidowych oraz kwasu arachidonowego na ekspresj¢ badanych akwaporyn
w komorkach nablonka blony $luzowej macicy w okresie okoloowulacyjnym; oraz (4) zidentyfikowanie

szlakow sygnalizacji komorkowej zaangazowanych w regulacje ekspresji akwaporyn w macicy swini.

Podsumowujac, rozprawe doktorskg Pana mgr Damiana Tanskiego oceniam bardzo wysoko. Stanowi
ona oryginalne opracowani¢ naukowe, wykazuje ogolng wiedze Doktoranta oraz umiejgtno$é samodzielnego
prowadzenia badan naukowych. Otrzymane przez Doktoranta wyniki s wartoSciowe 1 poszerzaja
dotychczasowa v}icdzq na temat roli akwaporyn w ukladzie rozrodezym $wini domowej. Uzyskane wyniki
badan stanowig nie tylko warto$¢ poznawcza, ale sg rowniez podstawa do planowania 1 prowadzenia dalszych

interesujacych eksperymentow.

h
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WNIOSEK KONCOWY

Z pelnym przekonaniem uznaj¢, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr Damiana
Tanskiego: "Profil ekspresji wybranych akwaporyn w jajowodzie i macicy swini domowej (Sus scrofa
domestica L.)” spelnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2021, r. poz.478 ze zm.) stawiane kandydatom ubiegajagcym si¢ o uzyskanie
stopnia naukowego doktora. W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny nauki
biologiczne Unmiwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z wnioskiem o dopuszczenie Pana

mgr Damiana Tanskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, z uwagi na wysoki poziom naukowy uzyskanych wynikéw badan, ktére opublikowano
w dwoch publikacjach, w bardzo dobrych, renomowanych czasopismach z wysokim IF, wnioskujg

o wyrézmenie dysertacjt.
Z powazaniem,

dr hab. Magdalena Kowalik



