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Podsumowanie rozprawy

Praca poswigcona jest poszukiwaniu optymalnego systemu inkubacji zarodkow krolika in vitro w
oparciu o kompleksowa analize szeregu czynnikow zwigzanych z inkubacja zarodkoéw (m.in. rodzaj i sktad
pozywek do hodowli zarodkow; udziat tlenu w atmosferze) oraz analiz¢ wybranych parametréw zarodkowych
obejmujacych m.in. % zarodkow uzyskujacych stadium blastocysty, liczbg blastomeréw (catkowita oraz z
podziatem na 3 pierwsze linie komorkowe) i aktywno$¢ metaboliczng 4 szlakow z uzyciem wybranych
inhibitorow. Warunkiem przeprowadzenia badan byto opracowanie modelowego wzorca rozwoju zarodkow
krolika pozyskanych in vivo obejmujgcego opisanie procesu réznicowania blastomeréow w 3 linie komdrkowe
(epiblast, endoderma pierwotna, trofektoderma) z uwzglednieniem czasu i lokalizacji przestrzennej. Model
ten stanowit punkt odniesienia w badaniach zarodkow pozyskanych in vitro. Przedstawiona praca ma przede
wszystkim charakter badan podstawowych, ale posiada takze potencjat aplikacyjny w medycynie cztowieka.
Kroélik uznawany jest za zdecydowanie lepszy od gryzoni model badan biomedycznych. W pracy testowano
komercyjne pozywki do inkubacji in vitro zarodkdéw cztowieka. Ponadto, istniejg pewne podobienstwa
pomiegdzy komercyjng procedura pozyskiwania in vitro zarodkéw cztowieka w oparciu o oocyty dojrzewajace
in vivo, a procedurg niniejszej pracy opartej o zygoty krolika powstate in vivo. W obu przypadkach dojrzewanie
oocytow zachodzi w warunkach naturalnych.

Autorka wyznaczyta 3 cele doswiadczalne:

1. opracowanie modelowego wzorca rozwoju zarodkow krolika pozyskanych in vivo

2. analiza 4 szlakow metabolicznych z uzyciem panelu 8 inhibitorow w zarodkach na réznym etapie
przedimplantacyjnego rozwoju: 1) od zygoty do moruli oraz 2) od moruli do blastocysty w celu
okreslenia znaczenia poszczegdlnych szlakow dla rozwoju zarodkdéw na danym etapie

3. okreslenie wplywu warunkéw hodowli zarodkow in vitro: st¢zenie tlenu w atmosferze (5%, 21%),
rodzaj pozywki (RDH, 5 pozywek komercyjnych - jednoetapowych i sekwencyjnych), obecnosc¢
komorek nabtonka jajowodu (ROEC) oraz rodzaj dodatku biatkowego (BSA, FBS, KSR) na wybrane
parametry zarodkow krolika (% blastocyst, liczba blastomeréw z podziatem na komoérki 3 pierwszych
linii komoérkowych, morfokinetyka).

Pragne podkresli¢, ze przedstawiona praca doktorska obejmuje wyjatkowo rozbudowany eksperyment i bardzo
bogaty panel badanych parametréw. Tak rozbudowany plan doswiadczenia stawia szczegdlnie wysokie
wymagania odno$nie sposobu jego prezentacji. Bardzo waznym elementem w ocenie pracy doktorskiej jest
ocena zakresu wykonanych analiz, w tym liczby zwierzat, grup do§wiadczalnych, liczby zarodkéw poddanych
poszczegbdlnym analizom i liczby powtodrzen itd. Poniewaz autorka nie przedstawita kompleksowego schematu
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przeprowadzonych badan z wlaczeniem wszystkich watkow i procedur, zrozumienie uktadu do§wiadczenia
wymagato ode mnie kilkukrotnej analizy rozdziatu Material i Metody.

Dla zobrazowania mojego stanowiska chciatabym przedstawi¢ podsumowanie mojej wstepnej analizy uktadu
2 doswiadczen:

aktywno§¢ metaboliczna zarodkow

e 2 grupy (2 okresy rozwoju zarodkéw poddane dziataniu inhibitorow: zygota-morula oraz
morula —blastocysta)

e x 8 grup (8 inhibitorow dla 4 szlakow metabolicznych)

te 2 elementy daja 16 kombinacji
e 19 grup (19 rozcienczen inhibitoréw)
e + 3 grupy kontrolne

warunki inkubacji in vitro

e 3 grupy (pozywka RDH z dodatkiem: BSA, FBS, KSR)
e x 2 grupy (2 poziomy tlenu: 5% i 21%)

te 2 elementy daja 6 kombinacji

e | grupa (Inkubacja z komdrkami nabtonka jajowodu ROEC)
e 5 grup (5 pozywek komercyjnych: 3 sekwencyjne, 2 jednoetapowe)
e + grupy kontrolne

Uwazam, ze zakres wykorzystanych procedur laboratoryjnych jest bardzo bogaty i obejmuje: przygotowanie
zwierzat 1 pozyskiwanie zarodkow in vivo w stadiach od zygoty do blastocysty, hodowle zarodkow in vitro w
bardzo rozbudowanym uktadzie do§wiadczalnym, barwienia immunofluorescencyjne z lokalizacja markerow
3 pierwszych linii komoérkowych (SOX2 epiblast, SOX17 endoderma pierwotna, CDX2 trofektoderma) oraz
analiz¢ danych morfokinetycznych. Efektem kompleksowosci doswiadczenia jest uzyskanie imponujacego
zbioru danych charakteryzujacych badane procesy. Dane to zostaly przez Autorke szczegdlowo opisane i
przeanalizowane.

Za oryginalny wklad ocenianej rozprawy uwazam wykorzystanie procesow wewnatrzkomorkowych (szlaki
metaboliczne, réoznicowanie blastomeréw) jako parametréw oceny jakosci hodowanych in vitro zarodkéw
krolika zmierzajacej do wskazania optymalnego $rodowiska najbardziej odzwierciedlajacego warunki
naturalne.

Pragne zwroci¢ uwage na nastepujace osiagniecia niniejszej pracy, ktéore uwazam za najciekawsze:

1. Opisanie modelowego wzorca rozwoju zarodkoéw krolika pozyskanych in vivo niezbednego do oceny
réznicowania blastomerow w zarodkach rozwijajacych si¢ in vitro: markery 3 pierwszych linii
komorkowych (trofektodemy CDX2, endodermy pierwotnej SOX17, epiblastu SOX2) obecne sag w
zarodkach krolika od wczesnej blastocysty: pojedyncze blastomery CDX2+ oraz SOX17+ pojawiaja
si¢ wezesniej (E3.25), natomiast blastomery SOX2+ w stadium E3.5. W badanych stadiach (E3.25 do
E3.5) obecne s3 takze komorki niezréznicowane, a ich udzial maleje wraz z rozwojem zarodka. Od
stadium E4.0 wszystkie blastomery sg zréznicowane i naleza do jednej z trzech linii komérkowych.

2. Wpykazanie, ze zygoty krolika powstate in vivo i hodowane in vitro do stadium blastocysty (6 dpc)
nadal wykazuja obecno$¢ znacznej liczby niezréznicowanych komorek niezaleznie od warunkow
inkubacji (dodatki biatkowe, stezenie tlenu).

3. Wykazanie, ze kinetyka rozwoju zarodka wigze si¢ z procesem wzrostu i réznicowania komorek:
zarodki rozwijajace si¢ szybciej maja wigcej blastomerow SOX2+ i SOX17+ przy wyzszej ogolnej
liczbie komorek, natomiast zarodki rozwijajace si¢ wolniej majg wigcej komorek CDX2+ przy nizszej
ogolnej liczbie blastomerow.

4. Wykazanie przewagi standardowych warunkéow hodowli in vitro zarodkdéw kréliczych nad
pozostalymi systemami testowanymi w doswiadczeniu. Hodowla w RDH/5% O2 (wszystkie opcje)
najkorzystniej wptywa na rozwdj (wiccej komorek) i réznicowanie blastomeréw (wigcej komorek
poszczegolnych linii).
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5. Wykazanie, ze metabolizm przedimplantacyjnych zarodkéw krélika kontrolowany jest przez rdzne
szlaki w zaleznosci od etapu rozwoju: podczas bruzdkowania (zygota - morula) kontrolowany jest
przez szlak fosforylacji oksydacyjnej, natomiast od moruli (72 hpc) wzrasta aktywnos¢ glikolizy i
szlaku Poksydacyjnego. Istotnos¢ tego szklaku zostata po raz pierwszy zbadana w zarodkach kroélika.

6. Wykazanie ograniczonej przydatnosci komercyjnych pozywek stosowanych w hodowli in vitro
zarodkow czlowieka (jednoetapowych i sekwencyjnych) do hodowli in vitro zarodkéw krolika m.in.
nizszy % blastocyst i blastocyst wyklutych, ograniczenia procesu roznicowania pierwszych linii
komorkowych)

7. Wykazanie ograniczonej przydatno$ci wspolnej inkubacji zarodkéw krélika z pecherzykami z
komorek nabtonka jajowodu krélika (m.in. brak wplywu na % blastocyst, ograniczenie réoznicowania
blastomerow).

Uwagi szczegolowe

Zdaj¢ sobie sprawe, ze wyniki niniejszej pracy doktorskiej beda publikowane, jednak jako
Recenzentka mam obowiazek oceni¢ przedstawiong monografi¢. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
mgr Anny Choloniewskiej napisana jest w jezyku polskim i ma typowy uktad monografii naukowe;j. Liczy
178 stron z podzialem na rozdzialy: streszczenie, summary, spis stresci, spis skrotow, wstep (11-44), hipoteza
(45), cele pracy (46), materiaty i metody (47-72), wyniki (73-111), dyskusje (112-138), wnioski (139), spis
literatury (140-178) ok 580 pozycji. Praca jest ilustrowana tabelami (12), wykresami (19), schematami (5),
zdjeciami zarodkow (1) oraz rycinami (zestawy zdje¢ mikroskopowych; 11). Autorka starannie formuluje
zdania, a dokumentacja graficzna istotnie ulatwia lektur¢ i zrozumienie opisywanych zjawisk. Pragne
podkresli¢ bardzo dobrg jako$é fotografii mikroskopowych oraz schematow dotyczacych rozwoju i
réznicowania zarodkow.

Wykaz uwag:

1. Summary jest za mato skoncentrowane na istocie przeprowadzonych doswiadczen (zakres, procedury,
liczba zarodkow etc) i najwazniejszych osiggnieciach. Opis w mojej opinii jest zbyt ogoélny i nie
charakteryzuje w peti pracy.

2. Uwazam stwierdzenie ,,Celem badan bylo poznanie jak warunki hodowli in vitro wplywajg na
naturalny przebieg rozwoju przedimplantacyjnych zarodkow krolika” za duzy skrot myslowy, gdyz w
warunkach in vitro nie mozna analizowac naturalnych procesow. Na potwierdzenie przytocze fakt, ze
glownym wynikiem tej pracy bylo wykazanie, ze zaden z testowanych systemow in vitro nie
odpowiadal wzorcowi roznicowania komorek zarodkow in vivo.

3. Pomimo, ze rozdzial Materiat i Metody jest bardzo szczegdtowy, sposob jego prezentacji wymaga od
czytelnika duzego skupienia i znajomosci ukladu doswiadczalnego. Przedstawienie uktadu
doswiadczenia na jednym schemacie z podaniem nazwy poszczeg6lnych grup, liczby zarodkow i
rodzaju procedur, ktorym te zarodki poddano w znacznym stopniu ulatwiloby czytelnikowi jego
zrozumienie. Dla przykladu opisz¢ wybrane watki do$wiadczenia z inhibitorami $ciezek
metabolicznych:

e analiza objg¢to zarodki na 2 etapach rozwoju: zygota-morula oraz morula-blastocysta. Jednak nie
wszystkie z 8 inhibitorow przetestowano na tych grupach zarodkéw np. ETMOX, DDGLU, 3-PB i 6-
AN przetestowano wytgcznie na grupie zygota-morula. Z czego to wynikato?

e czym kierowano si¢ w wyborze poszczeg6lnych st¢zen inhibitorow ?

Rozdziat Wyniki przedstawia wyniki poszczegolnych doswiadczen z uwzglgdnieniem poszczegdlnych

analiz/parametrow. Wyniki sa zestawione zgodnie z sekwencja przeprowadzonych doswiadczen.

Uwagi:

e Wysoko oceniam krétkie podsumowania wynikéw po kazdym podrozdziale

e Brakuje podsumowania liczbowego przeprowadzonych doswiadczen (w uktadzie procedura —
liczba zarodkow)

e Uwazam, ze krotkie wprowadzenia teoretyczne w kazdym podrozdziale wynikéw nie sg
konieczne

e Wartosciowym elementem podsumowania doswiadczen bytaby prezentacja optymalnego modelu
hodowli zarodkdw krélika in vitro bazujacego na wynikach niniejszej pracy.
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5. Dyskusje uwazam za najlepiej napisany rozdziat pracy. Jest zwarta i adresuje wigkszo$¢ pytan.
6. Zastanawia mnie bardzo wysoka liczba referencji (ok 580 pozycji). Uwazam, ze znacznie przekracza
ona optymalng liczbe zrédet literaturowych niezbednych do przygotowania tego opracowania.

Pytania merytoryczne z prosbg o ustosunkowanie sie:

1. W jakim stopniu wyniki dla zarodkéw krélika uzyskane dla komercyjnych pozywek cztowieka moga
by¢ wykorzystane w modyfikacji tych pozywek? Jedyna cechg réznicujacg pochodzenie zarodkdéw
krélika i cztowieka byl fakt, ze zarodki czlowieka powstaja z zaptodnionych in vitro, ale
dojrzewajacych in vivo oocytow, podczas gdy zarodki krélika pochodza z pozyskanych in vivo zygot

2. Wykazano, ze zarodki o obnizonej jakosci (m.in. rozwijajace si¢ wolniej czy inkubowane przy 21%
02) maja wigcej komoérek CDX2+ przy nizszej ogdlnej liczbie blastomeréw, natomiast zarodki lepszej
jakosci (rozwijajace si¢ szybciej) maja wigeej blastomerdw SOX2+ i SOX 17+ przy wyzszej ogdlnej
liczbie komorek. Prosze omowi¢ ewentualny wplyw tych zjawisk na dalszy rozwdj zarodka

3. Wykazano, ze w systemie Primovision (hodowla indywidualnych zarodkéw) stadium blastocysty
uzyskato 100% inkubowanych zygot, podczas gdy w warunkach hodowli grupowej ,.jedynie” 94%.
Ogodlnie wiadomo, ze hodowla indywidulanych zarodkdéw jest mniej skuteczna niz hodowla grupowa.
Prosz¢ o komentarz.

Jak Pani wythumaczy przyczyny ,,czesciowego” wykluwania blastocyst in vitro?

5. Prosze¢ przedstawié¢ swoja wizje na publikacje wynikdw rozprawy. Chodzi mi o stron¢ merytoryczng
— w jaki sposdb Autorka planuje pogrupowaé¢ dane i jakie hipotezy bedzie weryfikowaé w
poszezeg6lnych artykutach.

W podsumowaniu pragne podkresli¢, ze przedstawiona praca doktorska mgr Anny Choloniewskiej zawiera
elementy nowatorskie, w istotny sposdb poszerzajace dotychczasowy stan wiedzy na temat rozwoju in vitro i
réznicowania blastomeréw przedimplantacyjnego zarodka krolika. Imponujace spektrum badanych
parametréw, zaawansowane procedury badawcze oraz jako$¢ uzyskanych wynikéw sprawiaja, ze bez
watpienia beda one opublikowane w indeksowanych czasopismach. Pomimo moich krytycznych uwag
dotyczacych sposobu zaprezentowania uktadu doswiadczenia i wynikow uwazam, ze przedstawiona do
recenzji praca zawiera oryginalne dane weryfikujace postawione hipotezy i calkowicie spetnia wymogi
stawiane pracom doktorskim w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

Biorac powyzsze pod uwage stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska speinia warunki
okreslone w artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz.595; z 2005 r. Nr 164, poz. 1365; z 2010 r. Nr 96, poz.
620, Nr 182, poz. 1228; z 2011 r. Nr 84, poz. 455) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Genetyki i
Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzebcu o dopuszczenie Pani mgr Anny Choloniewskiej do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage aspekty nowatorskie, jakos¢ i potencjat publikacyjny uzyskanych wynikow
oraz bardzo szerokie spektrum badawcze objgte niniejsza rozprawa, wnioskuj¢ o jej stosowne wyrdznienie.

Prof. dr hab. Dorota Cieslak
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