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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Ewy Kosickiej zatytulowanej
,Akwaporyny $limaka winniczka Helix pomatia L. - identyfikacja,

charakterystyka i znaczenie w procesie zapadania w stan estywaciji”

Formalng podstawa wykonania recenzji byto pismo przewodnie i umowa na wniosek
Dziekana Wydziatu Biologii UAM w Poznaniu z dnia 8.11.2018r.
Opis ogolny

Oceniana rozprawa doktorska powstata w Zakfadzie Biologii Komérki Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu, pod kierunkiem prof. UAM dr hab.
Andrzeja Lesickiego - promotora oraz dr Joanny Piefikowskiej - promotora pomocniczego.

W ocenie pracy naukowej najwazniejszy jest podjety problem badawczy, jego
oryginalnoé¢ oraz sposéb rozwiazywania postawionych hipotez. Rozprawa dotyczy niezwykle
interesujgcego zagadnienia adaptacji $limakéw lgdowych do ekstremalnych warunkow
érodowiska, szczegdlnie wysokiej temperatury, ktéra wywotuje stan estywacji. Slimaki
ladowe wykazuja ogromna tolerancje odwodnienia, ktére prowadzi do redukcji objetosci
hemolimfy, a w konsekwencji do zmniejszenia czestotliwosci skurczow serca i mniejszego
zuzycia tlenu. Niezaleznie od czasu trwania estywacji slimaki sa zdolne do wznowienia
aktywnosci w ciggu kilku minut, gdy wzrosnie wilgotnos¢ srodowiska. Pomimo coraz szerszej
wiedzy na temat zmian tempa metabolizmu i estywacji slimakéw ladowych, wcigz brakuje
przekonujacych dowodéw na to, ze istniejg u nich kanaty blonowe o charakterze akwaporyn,

ktére mogg mie¢ kluczowe znaczenie w dystrybucji wody podczas zapadania, jak i



wychodzenia z tego stanu. Biorac pod uwage fakt, ze odwodnienie towarzyszy zaréwno
estywacji, jak i odretwieniu zimowemu, S$limaki musza mie¢ sprawny mechanizm
kontrolujacy ich uwodnienie w réznych warunkach srodowiskowych.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska ma charakter monografii typowy dla
prac z zakresu nauk biologicznych. Sktada sie z 9 rozdziatéw oraz zatacznika zawierajacego 18
rycin i 13 tabel. Catoéé liczy 120 stron maszynopisu i oparta jest na 151 pozycjach
literaturowych.

W pierwszej czesci pracy Pani mgr Kosicka wyczerpujaco opisata zagadnienia
teoretyczne dotyczace akwaporyn, w ktérej przedstawita strukture akwaporyn, ich
klasyfikacje oraz selektywnos$¢ i odniosta sie do badan literaturowych dotyczacych
akwaporyn mieczakéw. Nalezy dodaé, iz w tym zakresie wiedza jest bardzo uboga, bowiem
dotyczy tylko 10 gatunkéw migczakow sposréd 130 tysiecy gatunkéw nalezgcych do typu
Mollusca. Doktorantka podaje przyktady dziatania akwaporyn podczas stresu srodowiska u
réznych gatunkéw zwierzat oraz krétko opisuje stan estywacii jako reakcjg zwierzat na stres
wysokiej temperatury i suszy. Po wstepie teoretycznym Doktorantka jasno sformutowata cel
pracy.

W dwéch kolejnych rozdziatach Materiaty i Metody Doktorantka bardzo skrupulatnie
opisuje wykorzystane odczynniki i zastosowane procedury. Wedtug mnie w opisie Slimaka
winniczka, od ktérego pobierano tkanki do badar (punkt 3.1.1, str. 24), zabrakto informacji,
w jakich warunkach przetrzymywane byly slimaki, u ktérych wywotywano estywacje.
Doktorantka podaje tylko, ze élimaki hodowano w szklanym terrarium, ale nie ma informaciji
o temperaturze i fotoperiodzie. Wiadomo, ze oba te czynniki mogg miec znaczenie dla
wywotywania zmian, ktére towarzysza estywacji (np. zmian aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych). Zdaje sobie sprawe z tego, iz nie byto to przedmiotem badar, niemniej
jednak planujgc do$wiadczenia nalezatoby wyeliminowa¢ wszystkie czynniki, ktore w
jakikolwiek sposob mogtoby wptywaé na wynik badanego procesu. Nie mozna bowiem
wykluczyé wptywu fotoperiodu na ekspresje genow badanych biatek.

Za mocng strone pracy nalezy uznaé jej czes¢ metodyczng, ktora wymagata
zastosowania wielu réznych metod i analiz, starannosci i wysitku, a takze wielu powtdrzen.
Pani mgr Kosicka postuiyta sie szeregiem technik biologii komorki oraz genetyki. Doktadnie
opisata nastepujace po sobie procedury: poczawszy od izolacji narzadow, poprzez izolacje

RNA, odwrotng transkrypcje, taricuchowg reakcje polimerazy, elektroforeze kwaséw



nukleinowych, oczyszczanie DNA, a nastepnie powielanie produktow PCR metoda
transformacji komérek bakteryjnych, klonowanie i transformacje z wykorzystaniem
wektoréw, a skoficzywszy na izolacji plazmidéw do transformacji komérek drozdzy. Analiza
funkcjonalna zostata wykonana w systemie eukariotycznym, z wykorzystaniem mutanta
drozdzy Saccharomyces cerevisiae pozbawionego genu fps1, kodujacego akwagliceroporyne
oraz majacego niefunkcjonalne akwaporyny ortodoksyjne.

Wszystkie otrzymane przez Doktorantke wyniki zostaty wnikliwe opisane.
Zidentyfikowano sekwencje nukleotydowe kodujgce akwaporyny slimaka winniczka. Trzy
spoéréd akwaporyn przewidywanych dla winniczka (HpAQP1, HpAQP2 oraz HpAQP6)
zawieraja dwa motywy NPA o najbardziej konserwatywnej sekwencji (asparagina-prolina-
alanina). W pozostatych trzech (HpAQP3, HpAQP4, HpAQP5) w motywach NPA wystepuja
podstawienia. Co istotne, zidentyfikowano takze aminokwasy budujace filtr selektywnosci.
Poza tym podjeto probe ustalenia ekspresji organo-specyficznej gendw kodujacych
akwaporyny. W celu sprawdzenia zdolnosci drozdzy S. cerevisiae do transportu wody oraz
innych substancji przeprowadzono testy komplementacji, ktére wykazaty, ze biatka HpAQP1,
HpAQP2, HpAQPS i HpAQ6 transportujg wode, biatka HpAQP3 i HpAQP4 — glicerol, a
ponadto biatka HpAQPS i HpAQ6 oprécz wody transportujg H,O,. Wszystkie wyniki zebrane
zostaty w postaci tabel i rycin umieszczonych w tekscie oraz zatgcznika na korcu monografii.
Wyniki zostaty réwniez skonfrontowane w danymi literaturowymi, tam gdzie oczywiscie byto
to mozliwe.

Przedstawiona w pracy polemika zostata oparta na najnowszej literaturze naukowej.
W pracy zacytowano imponujaca liczbe publikacji (151 prac), z czego zdecydowana
wiekszoéé to publikacje opublikowane w ostatnich latach. W mojej ocenie wybor publikaciji
jest wyjatkowo trafny. W rozdziale Dyskusja Doktorantka pisze, iz jej badania sq "wtasciwie
pierwszym opracowaniem" akwaporyn u $limaka lagdowego. Poniewaz sama Autorka pisze o
tym tak niesmiato, chciatabym mocno podkreslic, iz Jej badania s3 pierwszym tego typu
opracowaniem, co nalezy poczytac za Jej ogromny sukces.

Praca zostata napisana na ogét poprawnym jezykiem, z dobrze dobranymi
odnoénikami. Wadg jest umieszczanie form graficznych (we Wstepie) w zbyt duzej odlegtosci
od miejsca, w ktorych sg one opisane (np. Ryc. 2 — opis na stronie 7, a rycina dopiero na
stronie 9, Ryc. 4 — opis na stronie 11, a rycina dopiero na stronie 17, Tab. 1 — opis na stronie

13, a tabela na stronie 15). Podobnie, tabele i ryciny w rozdziale Wyniki, wspomniane w



tekécie po raz pierwszy znajduja sie na kolejnych stronach, czesto zbyt daleko od miejsca, w
ktorym Autorka opisuje wyniki (na przyktad Tab. 3 ze strony 48, o ktérej mowa w opisie na
stronie 46). Dos¢ nietypowe jest takze powtarzanie krotkiego fragmentu tekstu, na
rozpoczecie kazdego kolejnego rozdziatu, znajdujgcego sie juz we wstepie teoretycznym. Na
pierwszy rzut oka taka prezentacje metod czy wynikéw mozna by takze uznac za wadliwa.
Jednak te liczne powtérzenia wprowadzajace w metode lub uzasadniajace jej wykorzystanie
okazujg sie pomocne w pracy, w ktérej wykorzystano tak obszerng liczbg procedur.
Ostatecznie uwazam, ze cho¢ nie jest to powszechnie stosowane w monografiach z zakresu
nauk biologicznych, to znacznie utatwia zrozumienie i uporzadkowanie wiedzy oraz analize
wynikow.

Praca nie jest pozbawiona btedéw literowych, powtérzen wyrazow czy btedow
stylistycznych (jak na przykfad, ze biatka ,petnia role”, powinno by¢ ,odgrywaja rolg”, albo
»peinig funkcje”), a nawet bezsensownych zdari (np. Dyskusja strona 67, czwarte zdanie
pierwszego akapitu, lub strona 70, przedostatnie zdanie drugiego akapitu). Stosowanie zbyt
duzych skrétéw myélowych moze bowiem prowadzi¢ do bledéw merytorycznych. Btedna jest
takze numeracja poszczegolnych podrozdziatéw (klasyfikacja akwaporyn 1.4, we Wstepie) a
nawet rozdziatéw (Zatacznik btednie oznaczono jako rozdziat 8, a wedtug mnie jest to
rozdziat 10). Niektére podpisy pod rycinami mogly by¢ bardziej szczegétowe, np. — Rycina 12.
Czytajac podpis pod rycing mozna sie zastanawiaé, czy analiza filogenetyczna
przewidywanych akwaporyn winniczka dotyczy sekwencji aminokwasowych, czy
nukleotydowych? W pracy wstepuja takze drobne niedociggniecia merytoryczne. Na stronie
22 Doktorantka napisata, ze ,Slimaki spedzaja zime w uspieniu”. Odrgtwienie zimowe
$limakéw winniczkéw jest zjawiskiem dobrze zbadanym i takie swobodne uzywanie
eufemizméw w pracy naukowej jest niestosowne. Z pewnoscig nie wynika to z niewiedzy
Doktorantki, tylko z uzycia skrotu myslowego, czy nawet dostownie wzietego tekstu z
publikacji, ktérg cytowata (pochodzi ona jednak z 1983 roku). Ponadto napisata réwniez
(strona 64), ie estywacja to proces ograniczenia aktywnosci, co biednie moina
zinterpretowac jako stan, w ktorym slimaki wykazuja aktywnos$¢ tylko mniejszg niz
zazwyczaj. A przeciez estywacja to catkowite zaniechanie aktywnosci. By¢ moze uktad pracy
jest niepetny, bo brakuje jasno sformutowanych wnioskéw, jednak mozna ich sie doszukac

na koncu dyskusji w akapicie Podsumowanie.



Wszystkie wymienione, z obowigzku recenzenta, uchybienia nie umniejszajg wagi
catej pracy, ktdrg uwazam za dobrze przygotowana i bardzo wartosciowa merytorycznie.
Ocena merytoryczna

Oceniajagc dysertacje nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na range wybranego
zagadnienia. Stres $rodowiska wymusza na organizmach 2yjacych w zmieniajacych sig
warunkach licznych przystosowar umozliwiajacych przezycie stresu i wyjscie z tego stanu
bez wiekszego uszczerbku. Dla mieczakéw strefy umiarkowanej takim czynnikiem jest stres
zwigzany z odwodnieniem, i to zardwno w czasie lata, jak i zima. Nalezy jednak pamietac, ze
estywacja jest skutkiem odwodnienia, natomiast przed wejsciem w stan odretwienia
zimowego $limaki aktywnie traca wode z organizmu. Ze wzgledu na elementarng funkcje
wody, jej transport w organizmach zywych musi podlegac¢ Scistej kontroli. Biatkami
btonowymi tworzgcymi kanaty, ktére transportujg wode i niektére metabolity poprzez btony
biologiczne s3 akwaporyny.

Tematyka badawcza recenzowanej pracy wpisuje sie w nurt pracy promotora i
promotora pomocniczego, ktérzy ostatnio poszukiwali akwaporyn u migczakéw, a wczesniej
zajmowali sig¢ tymi kanatami biatkowymi u innych zwierzat. Swoje dotychczasowe osiggniecia
w badaniu akwaporyn opublikowali w renomowanych czasopismach. Mam tu na mysli dwie
prace: pierwsza opublikowang w Journal of Membrane Biology (2014), w ktorej
wspotautorem jest Pani mgr Kosicka oraz drugg opublikowang w European Journal of Cell
Biology (2016), w ktdrej Doktorantka jest pierwszym autorem. Druga z nich dotyczy
akwaporyn u $limaka winniczka, a zatem mozna powiedzie¢, ze pewien fragment badan juz
przeszedt przez pierwsze geste sito pozytywnych ocen i recenzji specjalistow badanego
tematu. Taka sytuacja utatwia mi jako recenzentowi ocene doktoratu, bowiem wczesniejsze
recenzje i dopuszczenie tych wynikow do druku sg najlepszg oceng podjetego wysitku.

Doktorantka zastanawia sie takie nad potencjalng rolg akwaporyn w dystrybucji
innych niz woda zwigzkow i ich wykorzystaniem w procesie adaptacji do stresu odwodnienia.
Biorgc pod uwage zimowe odwodnienie chciatabym dodac, ze stres zimna czesto zwigzany
jest takze z syntezg i dystrybucjg zwigzkéw zwanych krioprotektantami, ktore chronia
organizm przed catkowitym zamarznieciem. Za dystrybucje tych zwigzkéw (np. glicerolu)
odpowiadaja takie akwaporyny. Ustawiczna wymiana czasteczek wody i innych zwigzkow
zapewniajacych przezycie w skrajnych warunkach termicznych pomiedzy komérkami a ich

otoczeniem jest elementem niezbednym prawidtowego funkcjonowania slimakéw lgdowych.



Nalezy wspomnie¢, ze stanom odretwienia, ktére sa stanami hipometabolicznymi,
towarzyszy stres oksydacyjny, ktérego negatywnym skutkom przeciwdziatajg antyoksydanty.
Jednym z nich moze by¢ wspominany w pracy mocznik. Za jego dystrybucje rowniez moga
odpowiadac¢ akwaporyny. Z powyzszego wywodu wynika, iz rola akwaporyn w procesie
adaptacji do niekorzystnych warunkéw srodowiska jest nie do przecenienia.

Pani mgr Kosicka postawita sobie za cel bardzo trudne zadanie polegajace na
identyfikacji sekwencji nukleotydowych kodujacych akwaporyny u $limaka winniczka oraz
charakterystyce bioinformatycznej i funkcjonalnej biatek przez nie kodowanych. Trzy gidwne
zadania badawcze stuzgce do zrealizowania postawionego celu obejmowaty: 1) identyfikacje
sekwencji nukleotydowych kodujgcych akwaporyny slimaka winniczka oraz analize
bioinformatyczna sekwencji aminokwasowych tych biatek, 2) potwierdzenie funkcjonalnosci
biatek kodowanych przez zidentyfikowane sekwencje nukleotydowe za pomocy testu
komplementacji w komérkach drozdzy S. cerevisiage oraz 3) okreslenie zmian w poziomie
ekspresji gendéw akwaporyn w trakcie zapadania winniczkéw w stan estywacji. Realizacja
zamierzonego celu wymagata uzycia wielu skomplikowanych, czasochtonnych i obarczonych
ryzykiem btedu metod, ktére jednak zakonczyto sige sukcesem badawczym. Zadanie jakie
postawita przed sobg Doktorantka byto bardzo ambitne, ale dzieki dobremu planowaniu
badan, konsekwencji w dziataniu i wykorzystaniu szerokiego wachlarza skomplikowanych
technik badawczych ostateczny wynik jest satysfakcjonujacy. Autorka podaje takze strony
internetowe, banki genowe i nazwy firm, z ustug ktérych korzystano dla osiagnigcia
postawionych celéw. Planowanie i spiecie tych wszystkich prac w jedng cato$¢ byto
niewatpliwie trudne i wymagato wysoko rozwinigtej umiejetnosci planowania pracy.
Doktorantka doskonale postuguje sie dostepnymi metodami biologii molekularnej od
tradycyjnych (PCR) poprzez wykorzystanie jednej z najnowszych technik aktywnosci
transkrypcyjnej, takich jak techniki sekwencjonowania nowej generacji (NGS).

Uwazam, ze Doktorantka w petni rozwigzata oryginalny problem badawczy, jaki przed
sobg postawita. Bytlo to mozliwe dzieki dobrze przemyslanej, zaplanowanej pracy, ktéra
wykonywana precyzyjnie i konsekwentnie przyniosta spodziewane efekty. Udato sig
zidentyfikowaé i scharakteryzowaé rodzine genéw AQP u winniczka, a co wiecej, ustali¢ ich
funkcje. Identyfikacja i poznanie funkcji akwaporyn wybranego modelu wnosi wiele nowego
nie tylko w biologie mieczakéw, ale pozwala takze zaprojektowac dalsze badania, ktére

moga dotyczy¢ stresu zimna, krioprotekcji czy wielu innych, w ktérych dochodzi do zmian w



poziomie uwodnienia. Oceniana praca tgczy w sobie badania z pogranicza fizjologii, biologii
komorki i genetyki prowadzac do rozwiktania problemu adaptacji i zmian na poziomie
organizmu lub wyznaczania nowych nurtow badawczych, zaréwno podstawowych, jak i
porownawczych.

Najwazniejsze osiggniecia:

Rozprawa doktorska Pani mgr Ewy Kosickiej wnosi istotny wktad do poznania zagadnien
zasygnalizowanych tytutem pracy. Za najwazniejsze osiggniecia Autorki uwazam:

- scharakteryzowanie biatek tworzacych kanaty wodne u Ilagdowego slimaka Helix pomatia,

- wykazanie, ze biatka HpAQPS5 i HpAQP6 oprocz wody transportuja takze nadtlenek wodoru,
a biatka HpAQP3 i HpAQP4 oprocz wody transportuijg glicerol.

Ponadto analiza ekspresji gendw HpAQP w trakcie zapadania w estywacje pozwolita na
stwierdzenie, ze stan ten jest procesem dynamicznym, w ktérym dochodzi do zmian
dostosowujacych organizm do niekorzystnych warunkéw srodowiska, co oczywiscie obala
wcigz jeszcze (cho¢ na szczescie coraz rzadziej) btednie powtarzang teorig, ze zwierzeta
zmiennocieplne biernie poddajg sie zmianom srodowiska.

Otrzymane przez Doktorantke wyniki uwazam za bardzo wartosciowe oraz
inspirujgce do prowadzenia dalszych badan. Jej osiggniecia pozwalaja oczekiwaé dalszych
postepow w tej dziedzinie, by¢ moze we wspotpracy z fizjologami. Na zakoniczenie pragne
jeszcze raz podkreslic ztozonos¢ problemu badawczego oraz ogromny nakftad pracy
konieczny do jego rozwigzania.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja doktorska Pani
mgr Ewy Kosickiej spetnia wymogi stawiane przed rozprawami doktorskimi okreslone w art.
13 ustawy z dnia 14 marca 2013 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017r poz. 1789, z pdin. zm.) i zwracam sie do Rady
Wydziatu Biologii UAM o dopuszczenie Pani mgr Ewy Kosickiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Torun, dnia 10 stycznia 2019r. dr hab. Anna Nowakowska
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