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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Choloniewskiej

pt. ,, Wplyw warunkéw hodowli in vitro na rozwéj przedimplantacyjnych zarodkow
kroélika”

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka A. Modlinskiego i dr hab. Anny Piliszek ,
w Instytucie Genetyki i Biotechnologii Zwierzqt PAN, w Jastrzebcu

Dynamiczny rozwoj technologii wspomaganego rozrodu zwierzat (ARTs; ang. assisted
reproductive technologies) takich m.in. jak zaplodnienie in vitro, klonowanie zarodkowe lub
somatyczne, a takze innych nowoczesnych metod embrionalnej inzynierii genetycznej
(transgeneza gamet i zarodkow) byl mozliwy, dzigki opracowaniu, w pierwszej kolejnosci,
metod pozaustrojowej hodowli gamet i zarodkoéw ssakow, co pozwolito monitorowaé wczesny
(przedimplantacyjny) etap embriogenezy, poza organizmem samicy-matki. Warunki
srodowiskowe (rodzaj pozywki hodowlanej, wlasciwa temperatura, czy specyficzne warunki
gazowe (poziom tlenu i dwutlenku wegla) podczas inkubacji zarodkéw w inkubatorach, obok
czynnikow genetycznych, stanowia gléwny czynnik przesadzajacy o prawidlowej realizacji
scenariusza rozwojowego zarodka. Aktywno$¢ mitotyczna oraz tempo inicjacji kolejnych cykli
komoérkowych bruzdkowania w znacznym stopniu zdeterminowane sg trafnos$cig doboru
zastosowanych parametréw fizyko-chemicznych hodowli in vitro. Mimo stosunkowo wysokiej
skuteczno$ci zardwno pozywek komercyjnych, jak i tych opracowywanych, modyfikowanych
w laboratoriach, ich jako$¢ jest wcigz suboptymalna w porownaniu do warunkéw
fizjologicznych panujgcych w drogach rozrodczych samicy. Dlatego tez, jako$¢ zarodkow
osiggajacych stadium blastocysty w warunkach hodowli in vifro oceniana na podstawie
catkowitej liczby komorek (zar6wno komoérek wezta zarodkowego jak i trofoektodermy) jest
znaczaco nizsza w porownaniu do zarodkow uzyskiwanych in vivo. W zwiagzku z powyzszym,
uzasadnione jest podejmowanie badan, ktore poszerza wiedzg w tym obszarze i przyczynia si¢
do wzrostu kompetencji rozwojowych hodowanych w warunkach pozaustrojowych zarodkoéw
ssakow. Recenzowana rozprawa wpisuje si¢ w ten nurt badan. Poswigcona jest tematyce
oddzialywania wybranych parametréw fizyko-chemicznych hodowli in vitro na réznicowanie
si¢ komorek zarodkowych krélika w kierunku trofoektodermy, epiblastu i endodermy
pierwotnej, a takze tematyce aktywnosci wewnatrzkomorkowych szlakow metabolicznych, w



aspekcie ich wplywu na kompetencje rozwojowe zarodkdéw krolika. Pod tym wzgledem
oceniana rozprawa ma duzg warto$¢ naukowa w zwiazku z nowatorskim podejsciem do tematu.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczaca 178 stron posiada typowy uktad dla rozpraw doktorskich. Rozpoczyna si¢
streszczeniami w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem stosowanych skrotow. Wstep (34
strony) zawiera 5 podrozdziatow, ktore wprowadzajg czytelnika w zakres badan opisanych w
rozprawie. W dalszej kolejnosci, po jednostronicowym przedstawieniu celéw badan
rozpoczyna si¢ opis materiatow i metod (26 stron). Nastepny rozdziat, Wyniki (39 stron) jest
podzielony na 5 podrozdziatlow, po ktoérych nastgpuje dyskusja liczaca 27 stron. Rozprawa
konczy si¢ przedstawieniem wnioskéw oraz spisem literatury (38 stron) zawierajagcym 581

pozycji.
Ocena merytoryczna

Wstep. W rozdziale tym Doktorantka pomiescita obszerna wiedze lezaca u podstaw
zagadnien bedacych przedmiotem rozprawy, podkreslajac znaczenie krolika jako zwierzecia
modelowego w badaniach z zakresu biologii rozwoju, jak i biomedycyny. Kolejne podrozdziaty
poswigcita zagadnieniom dotyczacym przedimplantacyjnej fazy embriogenezy ssakow,
réznicowaniu pierwszych linii komérkowych w blastocystach ssakow z uwzglednieniem
czynnikow odgrywajacych istotng rol¢ w tworzeniu trofoektodermy (TE), epiblastu (EPI) i
endodermy pierwotnej (PrE). Nastepnie opisata wewnatrzkomorkowsa aktywnos$¢ metaboliczng
zarodkéw krdlika na tle zarodkéw innych gatunkdéw zwierzat, zar6wno laboratoryjnych (mysz,
szczur), ale takze zwierzat gospodarskich (bydlo i $winia domowa). Prawie 15 stron
Doktorantka poswiecita opisaniu zagadnien zwigzanych z hodowlg in vitro zarodkow (w tym
do$¢ obszerny rys historyczny badan z tego zakresu, rodzaje pozywek, sklady pozywek i ich
biatkowe suplementacje, systemy hodowli zarodkow in vitro, inne parametry srodowiskowe jak
temperatura i sklad mieszanki gazowej w trakcie inkubacji). Dodatkowo, we Wstepie
Doktorantka zamiescita 3 barwne ryciny/schematy, ktore ilustruja m.in. etapy
przedimplantacyjnego rozwoju zarodkow kroélika, od zygoty do wyleglej/wyklutej blastocysty
(E0.75 do E6.5), z zaznaczeniem dwoch istotnych zdarzen, do ktorych dochodzi na tym etapie
rozwoju czyli procesow kompakeji i kawitacji.

Wstep niewatpliwie dokumentuje duza wiedz¢ Doktorantki w przedmiocie rozprawy, o czym
$wiadczy bogato cytowane pisSmiennictwo (ponad 500 pozycji), a sposob prezentacji watkow
tematycznych, w zasadzie nie budzi moich zastrzezen, poza jednym:

- obszerny wielowatkowy opis mozna by przedstawi¢ w formie bardziej skondensowanej, co
niewatpliwie utatwiloby zdefiniowac te zagadnienia, na temat ktorych dotychczasowa wiedza
jest niewystarczajaca badz fragmentaryczna i co uzasadniatoby konieczno$¢ podjecia dalszych
badan w tym obszarze.

Cele pracy zostaly sformutowane w oparciu o przyjeta przez Doktorantke hipoteze badawcza:
- rozw0j 1 réznicowanie pierwszych linii komoérkowych w zarodkach krélika, w warunkach
pozaustrojowych (in vitro), zalezny jest od parametrow $srodowiskowych hodowli;



- aktywno$¢ wewnatrzkomorkowa szlakéw metabolicznych u krélika jest skorelowana ze
stadium rozwoju zarodka.

Na tej podstawie Doktorantka sformutowata Cel gtéwny, ktory realizowany byt poprzez
3 cele szczegdlowe. Moje zastrzezenia do tej czesci rozprawy dotycza sformutowania Celu
glownego:
Str. 47, Autorka pisze: ,,Opracowanie i okreslenie systemu hodowli zarodkow kréliczych in
vitro, pozwalajgcego na przebieg rozwoju zarodkow odpowiadajgcy rozwojowi in vivo, z
zachowaniem ram czasowych, stopnia proliferacji i zréznicowania komorek™ — pomijajac
stopien zapetlenia stylistycznego tego sformutowania, nie jest to adekwatne do tytutu
rozprawy. W mojej opinii bardziej trafne byltoby: ,,Okreslenie wphywu wybranych systemow
hodowli na przedimplantacyjny potencjal rozwojowy zarodkow krolika, ze szczegolnym
uwzglednieniem ich oddzialywania na zdolnos¢ do roznicowania si¢ pierwszych linii
komorkowych”.
- dodatkowo sugerowatabym odwroci¢ kolejnos$¢ celow szczegdtowych (trzeci jako drugi, a
drugi jako trzeci i skroci¢ Cel szczegdlowy 3 ,,Okreslenie wplywu stezenia tlenu w atmosferze
hodowlanej, rodzaju dodatku biatkowego w pozywce, systemu hodowli (jednoetapowy,
sekwencyjny lub wspothodowla z kréliczymi komoérkami nabtonka jajowodu) na rozwoj i
morfokinetyke przedimplantacyjnych zarodkéw kroliczych oraz na réznicowanie w zarodkach
pierwszych linii komorkowych” na ,,Okre$lenie wplywu wybranych parametréw
srodowiskowych hodowli in vitro na rozwoj, morfokinetyke oraz stopien roéznicowania
pierwszych linii komérkowych”.

Material i metody zostaly opisane w odrgbnych podrozdzialach, ktére koresponduja z
przedstawionymi celami szczegdélowymi. Doktorantka w sposob wyczerpujacy i skrupulatny
opisuje metody badawcze, ktore zostaly dobrane adekwatnie do postawionych zadan
badawczych. Na podkreslenie zastuguje ztozony warsztat metodyczny Doktorantki obejmujacy
nowoczesne metody i techniki badawcze, m.in. z zakresu embriologii eksperymentalne;j,
mikroskopii konfokalnej, czy metod immunofluorescencyjnych uzytych na potrzeby detekcji
biatkowych markeréw pierwszych linii komorkowych. Nalezy réwniez podkreslié
réznorodno$¢ testow statystycznych zastosowanych przez Doktorantke do oceny/weryfikacji
uzyskanych wynikéw. Wymagato to opanowania wielu nowych umiejetnosci i ogromnego
naktadu pracy. Rozdziat Materiaty i metody wzbogacony zostat 8 tabelami i jednym schematem
ilustrujgcym procedurg hodowli pecherzykow z komorek nabtonkowych jajowodu, na potrzeby
jednego z wariantéw doswiadczenia (wspothodowli zarodkéw z komodrkami somatycznymi).
Do tej czesci rozprawy mam kilka uwag/ watpliwosci:
- czy 40-mikrolitrowa objetos¢ kropli pozywki na 7-10 zarodkéw i dodatkowo 5-7
pecherzykoéw, zastosowana przez Doktorantke w systemie wspothodowli zarodkow z
pecherzykami z komorek nabtonka jajowodowego (ROEC), nie jest zbyt drastycznie zanizona,
co w konsekwencji mogloby oddziatywac, zar6wno na odsetek jak i jakos¢ zarodkow
osiagajacych stadium blastocysty?
- czy w systemie hodowli time-lapse (PrimoVision EVO+) istnieje mozliwos¢ zmiany
warunkdéw inkubacji pod wzgledem mieszaniny gazowej (z 21% Oz2na 5% Oz i1 odwrotnie)?
- jaka jest wydajno$¢ zabiegu usuwania ostonek przejrzystych i mucynowych z utrwalonych
blastocyst krolika (gldwnie tych rozwinigtych w warunkach in vivo, przeznaczonych do analizy



immunofluorescencyjnej w celu detekcji biatkowych markerow poszczegélnych linii
komorkowych) i czy zabieg taki moze skutkowaé uszkodzeniem zarodka?

- podobnie jak w przypadku Wstepu, rozdzial Materiat i Metody mozna bylo przedstawi¢ w
bardziej zwartej formie, koncentrujgc si¢ na informacjach waznych, z punktu widzenia jako$ci
pracy, a pomijajac drobiazgowe opisy niektorych czynnosci.

Wyniki prac eksperymentalnych zostaly opisane i zaprezentowane w usystematyzowany
sposoéb w osobnych podrozdziatach, starannie udokumentowane w postaci 19 diagramow
stupkowych/wykresow, 5 tabel oraz 11 fotograméw/rycin z mikroskopu konfokalnego,
znakomitej jakosci, ktore bardzo dobrze uzupetniaja/ilustruja opisywane watki. Uzyskane
wyniki wnosza nowe treSci do ogolnej wiedzy na temat oddzialywania wybranych systemow i
parametréw srodowiskowych hodowli in vitro na tempo réznicowania si¢ pierwszych linii
komorkowych w uformowanych blastocystach, jak roéwniez na temat aktywnosci
wewnatrzkomérkowych szlakoéw metabolicznych, w trakcie przedimplantacyjnego rozwoju
zarodkow krolika. Do najbardziej wartosciowych naukowo obserwacji Doktorantki nalezy
zaliczy¢:

() jednoznaczne udowodnienie, ze catkowita liczba komoérek w zarodku, w tym komorek
roéznicujacych sie w kierunku epiblastu, wykazujacych obecnos¢ biatka markerowego
SOX2 zalezna jest od czasu rozpoczecia przez zygote pierwszych cykli mitotycznych.
Doktorantka potwierdzita to testem korelacji Spearmana wykazujac negatywna
korelacje miedzy catkowitg liczba komodrek/komorek epiblastu i szybkim tempem
podzialowym bruzdkowania. Wyniki te dostarczaja argumentu na poparcie
wcezesniejszych obserwacji/wiedzy na temat wysokiego potencjatu rozwojowego
zarodkow wykazujacych najkrotszy czas osiggania stadium 2- i 4-komorkowego.

(i1) Wykazanie, ze w 6-dniowych blastocystach rozwijajacych si¢ in vitro, udziat
niezroznicowanych komorek w catej populacji komorek blastocysty byt na poziomie
zblizonym do wystepujacego w zarodkach 3.50-3.75-dniowych, rozwijajacych si¢ w
warunkach in vivo. Odzwierciedla to stopien zaburzen procesu rdznicowania
pierwszych linii komérkowych w blastocystach krélika hodowanych in vitro.

(iii)  Potwierdzenie  hipotezy, ze aktywno$¢ wewnagtrzkomorkowych — szlakow
metabolicznych u krolika jest skorelowana ze stadiami rozwojowymi zarodka.
Odnotowano zréznicowanie podatnosci/zapotrzebowania zarodka na substraty
energetyczne; i tak, na etapie bruzdkowania wykazano wyzsza aktywno$¢ szlaku
fosforylacji oksydacyjnej, a od stadium moruli odnotowano wzrost aktywnosci szlakow
glikolizy i B-oksydacji kwasow tluszczowych.

Do tej czegsci rozprawy mam kilka uwag:

-str. 74 - dwa pierwsze akapity do Wstepu

- str. 83 - caly podrozdzial 6.3 (jednostronicowy) do Wstepu i/lub Materiat i Metody

- str. 85/Wykres 2. — mato przejrzysty ze wzgledu na zbyt duzo zmiennych parametrow (dwa
podstadia rozwojowe blastocyst, hodowla w atmosferze 5% 1 21% Oz, pozywka
suplementowana roéznymi dodatkami biatkowymi), co utrudnia poréwnania miedzy
populacjami hodowanych zarodkow. Zdecydowanie utatwiloby takie poréwnania
przedstawienie danych na dwoch wykresach, na jednym — odsetek blastocyst hodowanych w



atmosferze 5% O», w kilku wariantach suplementacji pozywki, a na drugim — w atmosferze
21% 0Os.

- str. 86, 88/Wykresy 3. i 5. — brak informacji dotyczacej wieku blastocysty E?

- str. 92/Wykres 8. — brak danych dotyczacych odsetka blastocyst hodowanych w systemie
PrimoVision, w pozywce suplementowanej FBS

- str. 92/Ryc.4 — w przedstawionej sekwencji zdje¢ rejestrujacych rozwoj zarodkow krolika w
trakcie hodowli w systemie PrimoVision, na drugim zdjeciu, zarodek opisano jako 4-
komoérkowy, w mojej opinii jest to zarodek 6-8 komorkowy, z kolei, na trzecim zdjeciu
opisanym kompakcja poprawniej byloby wskaza¢ stadium tego zarodka, czyli 8-16
komorkowy, z dopiskiem - kompakcja

- 1 jeszcze uwaga, natury ogoélnej — brak informacji na temat liczby powtoérzen w ramach
kazdego eksperymentu.

Dyskusja jest rzetelnym omoéwieniem znaczenia uzyskanych wynikow, zostata napisana z
duza znajomoscig zagadnienia i obszernej literatury zrédlowej. Chciatabym podkreslié, ze jest
to bardzo interesujaca cz¢$¢ rozprawy, zawierajaca krytyczne omowienie uzyskanych wynikow
na tle danych literaturowych.

Do tej czesci rozprawy mam drobne uwagi, raczej sugestie:

- str.113 — nie ma uzasadnienia ten jednostronicowy opis/wprowadzenie do dyskusji, ktore jest
powtorzeniem tresci zawartych we Wstepie 1 Celach badan

- str. 115 — Doktorantka zaprezentowala w formie schematu wzorzec réznicowania komorek
blastocysty krolika in vivo, warto byloby przedstawi¢ roéwniez taki schemat w odniesieniu do
procesow roznicowania komorkowego (cytodyferencjacji) w blastocystach rozwijajacych si¢
in vitro, w oparciu o najkorzystniejszy wariant hodowli, wynikajacy z przeprowadzonych badan
wlasnych.

- str. 116 — Autorka pisze: ,,Nalezy zwroci¢ uwage, ze wiele badan poréownujgcych rozwoj
zarodkoéw hodowanych in vitro z rozwojem zarodkow in vivo, jako porownywalny punkt
koncowy przyjmuje stadium blastocysty. Jednak w rozwoju przedimplantacyjnym krolika
stadium blastocysty, czyli okres od momentu kawitacji (ok. E3.0/E3.25) do momentu
implantacji (E6.5) trwa okoto 3 dni i 6-12 godzin. Zatem rozni autorzy piszqc o stadium
blastocysty opisywali zarodki zarowno 3.5-dniowe, jak i 6-dniowe”. W mojej opinii, autorzy,
piszac o blastocystach maja na uwadze uformowane blastocysty, z wyraznie wyodrgbnionym
weztem zarodkowym, a wigc stadia poznej, ekspandujacej blastocysty, a nie zarodki na
etapach inicjowania procesu kawitacji.

Whioski. Rozprawa zakonczona jest sze§cioma, dos¢ ogoélnie sformutowanymi wnioskami.

Moje zastrzezenia dotyczace wnioskow:

- Whioski sg zbyt lakonicznie sformutowane, wymagaja rozwini¢cia i uprecyzyjnienia.

- brak wniosku stwierdzajacego w sposob jednoznaczny, wystepowanie drastycznych réznic
w jakos$ci blastocyst krolika rozwijajacych si¢ w warunkach in vitro (radykalny spadek
liczby komorek, zaburzony proces réznicowania si¢ pierwszych linii komérkowych) w
poréwnaniu do wzorca referencyjnego w postaci zarodkéw rozwijajacych si¢ in vivo.

- wnioski nr 4 i nr 5 sg de facto tozsame.



Szkoda, ze Doktorantka nie wykorzystata wnioskow, ktoére w formie podsumowania
zamiescita w kolejnych podrozdziatach Wynikow.

Podsumowanie recenzji

Rozprawe doktorskg Pani mgr Anny Chotoniewskiej pt.: "Wplyw warunkéw hodowli
in vitro na rozwoj przedimplantacyjnych zarodkow krélika” oceniam pozytywnie zarowno
w wymiarze koncepcyjnym, jak i metodycznym. Obszerny material do§wiadczalny, bogaty
warsztat metodyczny, oryginalne, dobrze udokumentowane i doglgbnie zinterpretowane
wyniki, a takze rozlegta znajomos¢ literatury przedmiotu $wiadczg o dobrym przygotowaniu
Doktorantki do pracy badawczej. Warto roéwniez podkresli¢, ze przeprowadzenie badan wigzato
si¢ z ogromnym nakladem pracy. Uzyskane przez Doktorantke oryginalne wyniki poszerzaja
naszag wiedz¢ na temat wplywu warunkow hodowli in vitro na zmian¢ profilu
morfokinetycznego zarodkéw krolika. Natomiast, pytania, watpliwos$ci i sugestie wymienione
w recenzji maja charakter wylacznie porzadkowy i dyskusyjny i nie obnizaja ogoélnej,
pozytywnej oceny merytorycznej opracowania.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wszystkie wymogi ustawowe
stawiane rozprawom doktorskim w art.13 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2014 roku z p6zniejszymi zmianami
(Dz.U. 22003 r. Nr 65, poz.595; z 2005 r. Nr164, poz. 1365; z 2010 r N196, poz. 620, Nr 182,
poz. 1228; z 2011 r. Nr 84, poz. 455) i wnosz¢ do Rady Naukowej Instytuty Genetyki i
Biotechnologii Zwierzat w Jastrzgbcu o dopuszczenie Pani mgr Anny Chotoniewskiej do
dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.



