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Rozprawy doktorskiej mgr Ewy Kosickiej pt. ,Akwaporyny §limaka winniczka
Helix pomatia L. - identyfikacja, charakterystyka i znaczenie w procesie zapadania
w stan estywacji”.

Nagrode Nobla w 2003 roku z chemii przyznano Peterowi Agre (Johns Hopkins
University, School of Medicine, Baltimore, MD) oraz Roderickowi McKinnonowi
(Howard Hughes Medical Institute, The Rockefeller University, New York). W przypadku
Petera Agre uzasadnienie Komitetu Noblowskiego byto bardzo krotkie: “for the
discovery of water channels” tzn. ,za odkrycie kanatéw wod nych” - zwanymi
akwaporynami. I to wtasnie akwaporyny byty gtéwnym obiektem badawczym rozprawy
doktorskiej mgr Ewy Kosickiej.

Warto tu podkredli¢, ze pozornie proces katalizowany przez akwaporyny wydaje
sie by¢ banalny: rzecz dotyczy przeciez ,tylko” przeptywu wody przez btony biologiczne.
Nic bardziej mylnego! Akwaporyny u ssakéw sa zaangazowane w zjawisku obrzeku
mozgu, jaskry, nadwagi itd. Sg one wazne w tak fundamentalnych procesach jak
migracja komérek, metabolizm adypocytéw, czy funkcje nabtonka. Mutacja akwaporyn
moze prowadzi¢ do pewnych form cukrzycy. Przeciwciata przeciw akwaporynie (AQP4)
moga indukowa¢ pewne choroby autoimmunologiczne. Ekspresja akwaporyn jest
korelowana ze wzrostem nowotworu m.in. ptuca, watroby i mézgu. Wszystkie te
informacje dowodzg, Ze niezaleznie od wykorzystanego w rozprawie doktorskiej mgr
Ewy Kosickiej organizmu modelowego, badanie akwaporyn to wazny i intersujacy
temat. Jednoczeénie, wiedza o akwaporynach u mieczakéw jest bardzo ograniczona.

Warto takze wspomnie¢ o drugim nobliécie nagrodzonym w tym rozdaniu z roku
2003: 0 Rodericku McKinnonie. Nagrode Nobla przyznano za badania struktury kanatéw
potasowych. Kanaly jonowe to biatka btonowe utatwiajgce bardzo szybki transport
jonéw przez btony biologiczne. Kanaty potasowe (ktérych dotyczyty prace w/w
noblisty) sa klasycznym przyktadem tej klasy biatek. Lista zjawisk, w ktorych kanaty

potasowe sg zaangazowane jest bardzo dtuga. Trudno wskaza¢ procesy komoérkowe,



ktére w spos6b bezposredni lub posredni nie zalezatyby od aktywnosci biatek
kanatowych.

Przyznanie Nagrody Nobla w 2003 roku Peterowi Agre oraz Roderickowi
McKinnonowi pozornie dotyczyto bardzo réznych biatek. Zaréwno akwaporyny jak i
kanaty potasowe sa odpowiedzialne, za kontrolowany przeptyw substancji przez btony
biologiczne. Procesy transportu przez btony biologiczne sg nie tylko fundamentem wielu
proceséw komérkowych, ale wydaja sie takze by¢ jednym z pierwotnych zjawisk
lezacych u podstaw powstania zycia na Ziemi. To co taczy te dwa biatka (akwaporyny i
kanaty potasowe) to §cile okres$lona budowa (struktura), ktéra skutkuje logicznym
mechanizmem dziatania. Méwigc inaczej, petnione funkcje przez akwaporyny i kanaty
potasowe $ci$le wynikajg z ich molekularnej budowy. Mozna takze powiedzie¢, ze ich
struktura zostata zoptymalizowana ze wzgledu na petnione funkcje w btonach
biologicznych.

Rozprawa doktorska mgr Ewy Kosickiej zostata wykonana w Zaktadzie Biologii
Komorki (Wydziat Biologii, Uniwersytet Adam Mickiewicza w Poznaniu) pod
kierunkiem prof. Andrzeja Lesickiego oraz dr Joanny Pientkowskiej, jako promotora
pomocniczego.

Rozprawe mgr Ewy Kosickiej otwiera Wstep omawiajacy (na 15 stronach)
strukture, selektywno$¢ i klasyfikacja akwaporyn. W kolejnych rozdziatach Wstepu
omoéwiono akwaporyny mieczakéw oraz udziat akwaporyn jako elementow odpowiedzi
na stres srodowiskowy. W osobnym rozdziale opisano zjawisko estywacji. Estywacja to
spowolnienie proceséw zyciowych, zwiekszajgce tolerancje organizméow wobec
niesprzyjajgcych warunkéw srodowiskowych. W stanie estywacji nastepuje
spowolnienie metabolizmu, utatwiajgce zwierzetom przetrwanie okresu niedoboru
wody lub pokarmu. Wreszcie, na zakoniczenie Wstepu, opisano obiekt badan, czyli
§limaka winniczka. Wstep do rozprawy doktorskiej wydaje sie recenzentowi
wystarczajacy, aby w odpowiedni spos6b wprowadzi¢ czytelnika w omawiane w
rozprawie doktorskiej zagadnienia. Pewien niedosyt recenzenta dotyczacy Wstepu
wynika z braku opisu budowy winniczka tzn. sposobu identyfikacji jego organéw
wewnetrznych.

Gtéwnym celem pracy doktorskiej Pani mgr Ewy Kosickiej byta identyfikacja
sekwencji nukleotydowych kodujgcych akwaporyny u $limaka oraz charakterystyka

bioinformatyczna oraz funkcjonalna biatek przez nie kodowanych. Celem pracy byto



roéwniez wyjasnienie czy akwaporyny biorg udziat w regulacji homeostazy wodnej
organizmu w trakcie zapadania §limaka w stan estywacji. Tak sformutowane cele
rozprawy doktorskiej, wedtug recenzent, sg zasadne.

Bezposrednie, zadania badawcze zostaty zdefiniowane przez doktorantke w
nastepujacy sposob:

- identyfikacja sekwencji nukleotydowych kodujgcych akwaporyny $limaka
winniczka oraz analiza bioinformatyczna sekwencji aminokwasowych tych biatek
otrzymanych w wyniku translacji in silico.

- potwierdzenie funkcjonalnosci biatek kodowanych przez zidentyfikowane
sekwencje nukleotydowe za pomoca testu komplementacji w komoérkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae.

- okreélenie zmian w poziomie ekspresji genéw akwaporyn w trakcie zapadania
slimaka w stan estywacji.

Badania opisane w rozprawie doktorskiej mgr Ewy Kosickiej dotycza waznego
zagadnienia: udziatu akwaporyn mieczakéw w procesach fizjologicznych takich jak
osmoregulacja, wydzielanie $luzu czy przeciwdziatanie stresowi zwigzanemu z brakiem
wody. Stad jako obiekt badan wybrano akwaporyny $limaka winniczka.

W swoich do$wiadczeniach mgr Ewa Kosicka wykorzystata szeroki wachlarz metod
badawczych biologii molekularnej. Poczawszy od oczyszczania RNA i DNA, réznego
rodzaju reakcje PCR, elektroforezy kwaséw nukleinowych i powielania produktéw PCR
metoda transformacji komérek bakteryjnych. Przeprowadzono takze testy funkcjonalne
akwaporyn dotyczace transportu wody, nadtlenku wodoru oraz glicerolu. Dodatkowo
przeprowadzono tzw. analize bioinformatyczna. Polegata ona na identyfikacji otwartych
ramek odczytu w sekwencjach nukleotydowych otrzymanych w wyniku
sekwencjonowania transkryptomu, translacji in silico i zestawienie sekwencji
aminokwasowych, modelowanie struktury przestrzennej biatek oraz analiza
filogenetyczna. Dokonano charakterystyki sekwencji aminokwasowych tzn.
wyznaczenie potencjalnych miejsc fosforylacji i glikozylacji oraz wyznaczenie profilu
hydrofobowosci badanych biatek,

Opis przedstawionych metod jest dobry: wyczerpujaco i szczegétowo przedstawia
zastosowane techniki. Pewne watpliwo$ci dotyczgce wybranych narzedzi

bioinformatycznych przedstawiono ponizej.



Otrzymane wyniki rozprawy doktorskiej mgr Ewy Kosickiej mozna stresci¢ w sposéb
nastepujacy:

- w wyniku analizy transkryptoméw nogi i nerki §limaka winniczka zidentyfikowano
sze$¢ sekwencji nukleotydowych wykazujgcych podobienistwo do sekwencji kodujacych
akwaporyny. Ich translacja in silico umozliwita przeprowadzenie analizy
bioinformatycznej. Wskazata ona na obecno$¢ elementow strukturalnych
charakterystycznych dla akwaporyn (m.in. dwéch motywéw npa). Modele struktury
przestrzennej otrzymane dla przewidywanych biatek zawieraty elementy typowe dla
akwaporyn tzn. sze$¢ regionéw transbtonowych i pie¢ taczacych je petli.

Analizy poziomu transkryptéw zidentyfikowanych akwaporyn wykazata, ze sg one
obecne we wszystkich badanych organach Slimaka tzn. ptaszcz, noga, $linianki, zotadek,
jelito tylne, watrobotrzustka, zwoje mozgowe, ptuco, nerka i gruczot obojnaczy.
Najwyzszy poziom transkryptéw oznaczono w jelicie, nerce oraz nodze. W organach
tych transkrypt AQP6 wystepowat w najwiekszej ilo$ci. Analize poziomu transkryptow
oznaczono takze dla slimakoéw zapadajacych w stan estywacji. Najbardziej ogdlna
konkluzja, przeprowadzonych badan jest taka, ze zapadanie w stan estywacji jest
procesem dynamicznym z punktu widzenia obecnosci (ekspresji) akwaporyn. Méwiac
inaczej w procesie estywacji obserwuje sie znaczne zmiany poziomu akwaporyn.

Wykonano takze badania natury funkcjonalnej z wykorzystaniem zidentyfikowanych
akwaporyn: wykorzystano tu test komplementacji w komdrkach drozdzy pozbawionych
funkcjonalnych akwaporyn. Wszystkie transkrypty akwaporyn zidentyfikowanych u
winniczka kodujg biatka funkcjonujgce jako kanaty wodne. Niektére z nich oprécz wody

transportujg nadtlenek wodoru oraz glicerol.

Podsumowujgc. Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr Ewy Kosickiej
charakteryzujg strukturalnie i funkcjonalnie akwaporyny wystepujace u $limaka
winniczka. Otrzymane wyniki nie tylko poszerzajg nasza wiedze o wystepowaniu
akwaporyn bezkregowcoéw, ale takze pozwalajg okreslic¢ ich role w trakcie zapadania
organizmoéw w stan estywacji. Uzyskane wyniki w opinii recenzenta sg bardzo
interesujgce i warto$ciowe. Stanowig one wazne wktad w rozumienia badanych

proceséw tzn. transportu wody przez btony biologiczne.



Czas na pytania, komentarze i uwagi krytyczne recenzenta:

1.

Czy badania dotyczgce transportu nadtlenku wodoru u drozdzy (w réznych
konfiguracjach ,genetycznych”) sa wiarygodne? Pytanie o wiarygodno$¢ tych
badan wynika z nastepujgcych pytan szczegétowych: Czy stres oksydacyjny
indukowany nadtlenkiem wodoru moze wptywacé na interpretacje otrzymanych
wynikow? Czy zmiany stezenia nadtlenku wodoru, ktére muszg wystepowac
(opis Ryciny 17 na stronie 61) w trakcie kilkudniowego eksperymentu nie
wptywaja na interpretacje otrzymanych wynikoéw? Reasumujac, czy przyjeta
metodologia pomiaru transportu nadtlenku wodoru jest optymalna?

Z powyzszych watpliwos$ci wynika prosba recenzenta o krytyczne
przedyskutowanie przez doktorantke stosowanych réznych metod pomiaru
aktywnosci akwaporyn. Pytanie dodatkowe: Czy sktad lipidowy bton
drozdzowych moze istotnie wptywa¢ na badany w rozprawie proces transportu
katalizowany przez akwaporyny w poréwnaniu do sktadu lipidowego bton
Slimaka?

Jakie przestanki kierowaty doktorantkg, aby wykorzysta¢ okres$lone narzedzia
bioinformatyczne - uzywane w przygotowaniu rozprawy doktorskiej? Do jakiego
stopnia wykorzystane narzedzia bioinformatyczne determinujg uzyskane wyniki
i wnioski uzyskane w rozprawie doktorskiej?

Kwestia wyboru organizmu modelowego wykorzystanego w przedstawione;j
rozprawie doktorskiej: jaki inny organizm modelowy mégtby stuzy¢
przeprowadzonym badaniom?

Jaka jest mozliwos¢ interakcji badanych akwaporyn z innymi biatkami
btonowymi, szczegélnie w doswiadczeniach z wykorzystaniem drozdzy?
Recenzent czuje pewien niedosyt w zakresie dyskusji uzyskanych wynikéw
dotyczacych udziatu badanych akwaporyn w procesie estywacji. Chodzi o udziat
innych biatek, ktore potencjalnie moga by¢ takze zaangazowane w tym procesie
tzn. wspoétdziatac z akwaporynami.

W zwigzku z tym, Ze akwaporyny (lub poziom ich ekspresji) uwaza sie za
mozliwy cel dziatania substancji o mozliwych zastosowaniach medycznych (np.
inhibitory AQP4 moga redukowac obrzek mézgu w czasie ischemicznego zatoru),

pytanie recenzenta dotyczy potencjalnego wykorzystania $limaka winniczka jako



modelowego organizmu do identyfikacji substancji aktywnych np. hamujacych
aktywno$¢ akwaporyn? Jaka jest opinia doktorantki w tym zakresie?

8. Zracji zainteresowan recenzenta bioenergetyka oraz mitochondrialnymi
biatkami btonowymi - pytanie dotyczace wystepowania oraz funkgji akwaporyn
w mitochondriach $limaka winniczka? Czy jest ono podobne jak u ssakéw. Oraz
drugie pytanie o udziat mitochondriéw w procesie estywacji.

9. Dwie uwagi natury jezykowej. Recenzent chciatby prosi¢ o wyttumaczenie
sformutowania , Eksperyment przeprowadzono stosujac trzykrotne powtérzenia
biologiczne”, ktére pojawia si¢ w kilku miejscach tekstu rozprawy doktorskiej.

10. Recenzent zdajgc sobie sprawe, ze polskie terminy niektérych okresler w jezyku
angielskim mogg sprawia¢ ktopot zwraca jednak uwage, ze sformutowanie

»wyznaczenie hydrofobowego plotu” (strona 40) nie jest zbyt trafne.

Spis literatury wedtug recenzenta jest poprawny i adekwatny. Zataczenie odbitek
prac juz opublikowanych jest dobrym obyczajem pokazujacym, ze otrzymane wyniki
rozprawy doktorskiej sa w obiegu $wiatowym. Nie ulegajgc wspétczesnej presji
naukometrii, trzeba powiedzie¢, ze wedle bazy PUBMED rezultaty rozprawy doktorskiej
sq opublikowane w dwéch pracach, w dobrych czasopismach miedzynarodowych
Journal of Membrane Biology z 2014 roku oraz European Journal of Cell Biology z roku

2016 (tu mgr Ewa Kosicka jest pierwsza autorka publikacji).

Podsumowujac, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Ewy Kosickiej jest napisana
dobrze, otrzymane wyniki sg bardzo interesujace a zgtoszone uwagi nie rzutuja na moj3
ogolnie bardzo pozytywna ocene pracy. Autorka wykazuje bardzo dobrj orientacje w
zagadnieniach bedacych przedmiotem rozprawy.

Whioskuje zatem o uznanie pracy mgr Ewy Kosickiej za odpowiadajgca wymogom
stawianym rozprawom doktorskim i o dopuszczenie mgr Ewy Kosickiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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Warszawa, 9 styczen 2019 (Prof. dr hab. Adam Szewczyk)





