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Uzyskiwanie zarodkéw réznych zwierzgt metodami in vitro staje sie w coraz wiekszym
zakresie technologia wykorzystywang nie tylko do celéw badawczych, ale takze
praktycznych. Technologia produkcji zarodkdw jest generalnie opanowana jednak jej
ograniczeniem jest szeroko pojeta efektywnos¢. Odnosi sie to zaréwno do liczby
uzyskiwanych zarodkéw, jak tez do nizszej ich jakosci. Wyjasnienie przyczyn tego stanu
rzeczy uwarunkowane jest gtebszym poznaniem proceséow i mechanizmow zwigzanych
zaréwno z zaptodnieniem jak i rozwojem zarodkowym. O ile zjawisko apoptozy wystepuje
powszechnie w ontogenezie poczgwszy od momentu rozwoju poimplantacyjnego, to
wystepowanie tego zjawiska w okresie rozwoju przedimplantacyjnego jest niejasne i budzi
wiele kontrowersji. Funkcjag apoptozy w zarodku jest eliminacja komédrek z
nieprawidtowosciami genetycznymi oraz nieprawidtowymi komérkami wezta zarodkowego
blastocysty podczas rdznicowania sie epiblastu oraz endodermy pierwotnej. Apoptoza w
warunkach fizjologicznych jest wiec niezbedna dla prawidtowego rozwoju zarodkowego,
poniewaz eliminuje komodrki z btedami genetycznymi oraz spetnia funkcje morfogenne. Jak
dotagd nie prowadzono badan wyjasniajacych, dlaczego apoptoza nie wystepuje w
najwczesniejszych etapach rozwoju przedimplantacyjnego ssakéw. Celem niniejszego
doktoratu byto poznanie mechanizméw kontroli apoptozy w oocytach i poszczegdlnych
etapach rozwoju przedimplantacyjnego zarodka myszy. Doktorant zaprezentowat
interesujgcy model badawczy w zakresie procedur doswiadczalnych. Stosujgc rdznorakie
zabiegi mikromanipulacyjne zmniejszajgce lub zwiekszajgce wyjsciowg mase zarodka, liczbe
komérek w zarodku oraz zwiekszajgce jego ploidie Doktorant powigzat ww. parametry z
momentem pojawienia sie w nim apoptozy. Przeprowadzit ponadto analize wptywu
czynnikdw proapoptotycznych na indukcje apoptozy w oocytach i zarodkach
przedimplantacyjnych w warunkach in vitro oraz analize profilu ekspresji genéw pro- i



antyapoptotycznych w oocycie i zarodkach przedimplantacyjnych myszy. Doktorant
zaproponowat 2 mechanizmy mogace regulowaé apoptoze w pierwszych dniach rozwoju
nowego osobnika, przy czym w obu kluczowym genem jest sirtuina 1 (S/IRT1) badana na
poziomie transkryptu.

Ocena pracy

Wstep nazwany jako ,,Przeglad literatury” jest obszernym opracowaniem liczagcym 16
stron i zawiera przejrzyscie skonstruowany blok informacji podzielony na 2 watki. Autor
rozpoczyna od naszkicowania znaczenia i przebiegu procesu apoptozy koncentrujgc sie
najpierw na czynnikach indukujgcych i regulujgcych apoptoze. Przechodzi nastepnie do
omoéwienia sirtuin i ich roli w regulacji apoptozy. W dalszym ciggu opisu przedstawia fazy
apoptozy, ktéry to opis wzbogacony jest klarownymi rysunkami przedstawiajgcymi
wewnetrzny i zewnetrzny szlak apoptozy. Te czes¢ Wstepu koriczy opisem znaczenia
zaprogramowanej S$mierci w zyciu organizmu. Drugi watek Wstepu opisuje
przedimplantacyjny rozwdj zarodka myszy z wyodrebnionym zagadnieniem apoptozy oraz
regulacji ,timingu” réznicowania i apoptozy w przedimplantacyjnym zarodku myszy. Rozdziat
Autor konczy jasno i wyraznie sformutowanym wywodem uzasadniajgcym podjecie swoich
badan.

W rozdziale Cel pracy zwiezle i klarownie przedstawiono w 4 podpunktach plan
badan majacy na celu wszechstronng analize czynnikdéw regulujgcych proces apoptozy w
oocycie i zarodku przedimplantacyjnym myszy. Nie wnosze zadnych uwag krytycznych do
dwodch pierwszych rozdziatéow.

Rozdziat Materiaty i metody liczagcy 16 stron, rozpoczyna sie przedstawieniem w
sposob prosty i zrozumialy schematu doswiadczen podzielonego na 2 czesci: w czesci |
okreslony zostat wptyw zmiany organizacji struktury zarodka na apoptoze, w czesci Il
okreslony zostat profil ekspresji wybranych gendéw zwigzanych z apoptozg w odpowiedzi na
24 godz. inkubacje z czynnikami proapoptotycznymi w réznych stadiach rozwoju zarodka
przedimplantacyjnego myszy. Opis kazdej czesci jest wzbogacony obrazowym schematem
skonstruowanym z wykorzystaniem rycin i fotografii.

Zwiezle i czytelnie opisano grupy doswiadczalne (5 grup z kontrolg w czesci | i 15 grup
w czesci ). Kazda grupa zawierata 10 oocytéw lub zarodkéw a doswiadczenie powtarzano
trzykrotnie. Jasno wida¢ jak ogromng prace wtozyt Doktorant w wykonanie czesci
eksperymentalnej doktoratu. W tym miejscu pragne rowniez pochwali¢ Doktoranta za
kompetentne podejscie do obliczen statystycznych. Zwazywszy na réznorodno$é grup
doswiadczalnych, ich duzg liczebnos¢ i stosunkowo mate n grup byto to wyzwanie ktéremu
doktorant sprostat. Zastosowane testy statystyczne obejmuja: test Kruskala-Wallisa oraz test
post hoc Dunna, dokfadny test Fishera, regresje Poissona (model log-liniowy),
jednokierunkowa analize wariancji oraz testy post-hoc takie jak : Dunneta i Tukeya.

Do tej czesci mam drobng uwage krytyczng dotyczacg sposobu przedstawienia
rozdziatu Materiaty i Metody. W mojej ocenie podrozdziat 4.1.4 Pozyskiwanie oocytow
powinien stanowi¢ pierwszy punkt rozdziatu metody. Podrozdziaty 4./l.6a Narzedzia do



mikromanipulacji i 4.11.6b Aparatura do mikromanipulacji powinny by¢ czescig rozdziatu
Materiaty. Réwnoczesnie rozdziat 4./1.6¢c Procedury mikromanipulacyjne powinien stanowié
cze$é rozdziatu Metody tak jak podrozdziaty 4./1l.7 Hodowla zarodkdéw in vitro 4.11.8
Lokalizacja biatek metodq immunofluorescencji posredniej 11.9 Analiza obrazéw konfokalnych
i caty podrozdziat 4./11.10 Analizy molekularne (do czesci Il) . Zauwazytam réwniez brak
informacji nt. stosowanej objetosci kropli pozywki w trakcie przeprowadzanych zabiegéw
mikrochirurgicznych czy hodowli zarodkéw in vitro.

WYNIKI podzielone s3 na 2 czesci adekwatnie do podziatu doswiadczenia
przedstawionego we wczesniejszym rozdziale. Zatem wyniki czesci pierwszej ujeto w 3
podrozdziatach a wyniki czesci |l doswiadczenia przedstawiono w kolejnych 3
podrozdziatach. Sposdb  przedstawienia koresponduje logicznie z  wykonanymi
doswiadczeniami oraz postawionymi celami szczegétowymi. Wyniki zostaty zaprezentowane
ogdétem na 33 stronach w tym w formie 7 tabel 17 wykreséw 5 wysokiej jakosci rycin
immunolokalizacji biatek Casp3 i H2AX we wszystkich grupach doswiadczalnych czesci | oraz
dwodch zdje¢ oocytow i zarodkéw po hodowli in vitro ze staurosporyng. Nie mam zastrzezen
odnoszgcych sie do merytorycznej strony uzyskanych wynikow, ktére oceniam wysoko. Mam
drobng uwage redakcyjng dotycza jedynie prezentacji tabel. Tytut tabeli powinien by¢ w
nagtowku natomiast informacje dotyczace statystyki w stopce tabeli (np. str. 49 i 50).

Podsumowujgc ten najbardziej obszerny rozdziat pracy, zawierajacy olbrzymig ilos¢
wartosciowych wynikdéw wystarczajgcg do przygotowania przynajmniej 2 wysokiej klasy
publikacji, chciatabym wskaza¢ na moim zdaniem najwaziniejsze, do ktérych nalezy: 1.
stwierdzenie ze prawdopodobienstwo wystgpienia apoptozy nie jest bezposrednio zalezne
od liczby komédrek w zarodkach ale jest zalezne od stadium rozwojowego i linii komérkowej
(TE, ICM) 2. wykazanie istnienia antyapoptotycznych mechanizmoéow obronnych w zarodkach
myszy 3.stwierdzenie ze zarodki myszy sg wysoce oporne na indukcje apoptozy od stadium
od zygoty do stadium moruli 4. wykazanie istotnej roli genu SIRT1 w ochronie zarodka przed
apoptoza.

W DYSKUSJI zawartej na 14 stronach Doktorant przedstawit proponowany
mechanizm  przeciwstawnej regulacji apoptozy przez SIRT1 w  zarodkach
przedimplantacyjnych myszy. Wyniki doktoranta odmienne od zaobserwowanych w
komdrkach nowotworowych gdzie SIRT1 wzmaga apoptoze w odpowiedzi na TNFa poprzez
hamowanie dziatania NF-kB —a wiec swiadczgce o braku szlaku $mierci komérki zaleznej od
SIRT1 uwazam za cenne. Kolejne cenne wnioskowanie dotyczy genéw FOXO i p53 gdzie jak
wykazat Doktorant wysoki poziom SIRT1 znosi zdolno$é tych gendéw do indukcji apoptozy w
oocytach i we wczesnym okresie przedimplantacyjnym. Bardzo interesujgcy jest tez wynik
ekspresji proapoptotycznych gendw Bax, Casp3 i p53 ktora nie byfa najwyisza w tych
grupach gdzie obserwowana byfa apoptoza ale w przypadku dziatania czynnika
apoptotycznego obserwowana byfa tendencja do wzrostu ekspresji wyzej wymienionych
gendw w kolejnych stadiach rozwojowych. Na podstawie tego interesujgcego wyniku,
Doktorant przedstawit hipoteze, ze — pomimo wysokiej ekspresji tych genéw we wczesnym



zarodku przedimplantacyjnym — wysoki poziom S/RT1 blokuje apoptoze. Dopiero gdy SIRT1
osiggnie odpowiednio niski poziom, program $mierci komoérkowej moze zosta¢ aktywowany.
Kolejna bardzo ciekawa obserwacja dotyczy obnizenia liczby oraz czestotliwosci
wystepowania komodrek apoptotycznych w  zarodkach poddanych procedurom
doswiadczalnym w poréwnaniu do zarodkédw grupy kontrolnej. Autor przyznaje, ze
spodziewat sie iz tak silna ingerencja w wewnetrzng organizacje zarodka wywrze raczej
przeciwny skutek i ttumaczy zjawisko istnieniem szeroko pojetych, silnych mechanizméw
obronnych/ochronnych, zwigzanych — by¢ moze - z regulacyjnymi zdolnosciami zarodka,
ktdre ,bronig” zarodek przed apoptozy, ktdrej skutkiem mogg by¢ pdziniejsze, powazine
zaburzenia w okresie postnatalnym. Powyzszg dajagcg do myslenia obserwacje
rozszerzytabym o kolejne mozliwosci ttumaczace to zjawisko.

Klarownos¢ Dyskusji zwiekszajg zamieszczone w niej 3 rysunki prezentujgce
prawdopodobne mechanizmy dziatania SIRT1 w regulacji apoptozy. Rozdziat Dyskusja
przedstawiony jest rzeczowo, koncentrujac sie na osiggnietych wynikach i ich interpretacji na
tle prac innych Autorow. Doktorant wykazat sie szerokg wiedzg i znajomoscig literatury. Na
uwage zastuguje Jego umiejetnos¢ koncentracji na temacie. Doktorant podsumowat takze
krytycznie cato$¢ swoich badan dotyczacg roli SIRT1 w regulacji apoptozy w
przedimplantacyjnym rozwoju myszy, wskazujac ze jego badania ograniczone zostaty tylko
do analiz wytgcznie na poziomie transkryptu. Badania okreslajgce poziom kodowanych przez
te geny biatek oraz ich interakcji miedzy sobg w petni wyjasnityby role genu SIRT1. Wysoka
dojrzatos¢ Doktoranta w realizacji dysertacji wynika z faktu, ze jest cztonkiem znakomitego
zespotu kierowanego przez prof. Jacka Modlinskiego posiadajgcego najwyisze w tej
specjalnosci kompetencje.

Whioski stanowigce w zasadzie podsumowanie uzyskanych wynikow sg w petni
uzasadnione i przejrzyscie przedstawione. PiSmiennictwo bogate, obejmujace 156 pozycji
zawiera odpowiednio dobrane z tematem pracy publikacje.

Reasumujgc uwazam, ze Autor wykonat bardzo duzg, ambitng, starannie
zrealizowang i wyjatkowo wartosciowg prace. Odnosi sie to zaréwno do samego zakresu
przeprowadzonych badan, ktérych wykonanie wymagato opanowania wielu trudnych i
réznorodnych metod, jak tez uzyskanych wynikéw, ktére oceniam jako niezwykle
wartosciowy wktad w poznanie mechanizméw apoptozy w oocytach i przedimplantacyjnych
zarodkach myszy.

Upowaznia mnie to stwierdzenia, iz przedstawiona mi do oceny dysertacja spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze zatem o dopuszczenie pana mgr inz.
Dawida Winiarczyka do nastepnych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto ze wzgledu na aktualnos¢ i wysokg range podjetej problematyki,
opanowanie i zastosowanie nowoczesnych metod badawczych a przede wszystkim uzyskanie
bardzo wartosciowych i waznych wynikéw, proponuje wyrdznienie rozprawy doktorskiej.

Jolanta Opiela



