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Rozw@j zarodkowy ssakow jest procesem, w trakcie ktorego potencjat rozwojowy komorek
ulega stopniowemu ograniczeniu. blastocysta sklada si¢ z trofektodermy (TE) oraz wezta
zarodkowego (ICM). TE to pozazarodkowa linia komorkowa powstajace ze spolaryzowanych
komorek zewnetrznych, otaczajagca ICM. TE jest zaangazowana w pozniejszy proces
implantacji oraz w powstawanie zarodkowej czesci tozyska. Prawidlowe roznicowanie TE
jest kluczowe dla wlasciwego przebiegu procesu implantacji oraz utrzymania cigzy.
Zaangazowanie szlaku sygnatowego Hippo w regulacj¢ potencji komorek macierzystych,
proliferacji czy roznicowania komorek, zostalo potwierdzone w badaniach na wielu typach
komorek, a w przedimplantacyjnych zarodkach myszy, gdzie szlak Hippo zostat obszernie
zbadany, stwierdzono jego kluczowg rolg¢ w trakcie réznicowania TE. Odmienna aktywnos$¢
szlaku Hippo pomiedzy zewng¢trznymi i wewnetrznymi komoérkami zarodka inicjuje proces
réznicowania w kierunku TE lub ICM. Do tej pory rola szlaku Hippo nie zostata zbadana w
trakcie przedimplantacyjnego rozwoju krolika. Dlaczego krolik i czy warto wktadac tyle
wysitku w tego typu badania na kroliku?

Kroélik jest hodowany gléwnie do produkcji migsa i futer, a takze czestym towarzyszem i
zwierzeciem laboratoryjnym. Kroéliki sg wykorzystywane w przemysle farmaceutycznym jako
bioreaktory do produkcji bialek terapeutycznych i do produkcji przeciwciat. Zdolnos¢
krolikow do szybkiego przybierania na wadze w odpowiedzi na wysokokaloryczng diet¢ o
niskiej zawarto$ci blonnika sprawita, ze zwierzeta te sg doskonalym modelem do badania
metabolizmu thuszczow  oraz chorob zwigzanych z otytoscia u ludzi, takich jak jak
hiperlipidemia, miazdzyca t¢tnic oraz zakrzepica. Transgeniczne szczepy krolicze zostaty
wykorzystane jako model dla chorob serca. Patogeneza choréb bakteryjnych i wirusowych u
krolikow jest czgsto bardzo podobna do tej u ludzi, dlatego tez krolik znalazt miejsce jako
model dla choréb zakaznych. Model krolika jest pomocny w badaniu choréb wirusowych
wywotanych przez opryszczke zwykta (HSV1), wirus brodawczaka ludzkiego (HPV). Linie
transgeniczne krolikoéw sg modelem choroby AIDS w badaniach, aby zrozumie¢ mechanizmy
poczatku i rozwoju choroby, a takze skutecznos$¢ potencjalnych lekow i szczepionek.

Kroliki wyrdzniaja si¢ unikalng cechg indukowanej owulacji. Wydzielanie GnRH (hormonu
uwalniajacego gonadotroping), neuropeptydu podwzgorza, ktéry kontroluje funkcje rozrodcze
1 przedowulacyjny wzrost LH (hormonu luteinizujacego), jest indukowane przez odbieranie
bodzcow somatosensorycznych narzadow piciowych podczas kopulacji. U krolikow owulacja
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wystepuje po 10-13 hpc (Harper 1961). Dlugos¢ okresu przedimplantacyjnego u kroélika
wynosi 6 dni, a okres cigzy $rednio 31 dni. Dzigki tym cechom mozliwe jest pozyskiwanie i
badanie zarodkéw lub ptodéw kréliczych w kolejnych stadiach rozwojowych w krotkim
czasie po kryciu, inseminacji lub transferze zarodkéw.

Krolik wykazuje cechy dogodne do trzymania i manipulacji w celach badawczych, w tym
wielko$¢ samicy 1 jej uktad rozrodczy. Lejek jajowodu czy przesmyk jajowodowo-maciczny
sg widoczne bez powigkszenia.

Wielkogabarytowe blastocysty sprawiaja, ze krolik jest wygodnym modelem badawczym do
przeprowadzania mikromanipulacji zarodkéw lub prowadzenia analiz specyficznych dla danej
linii komorkowe;.

Rozwdj, funkcja 1 morfologia tozyska krolika sg bardziej podobne do ludzi niz gryzoni, co
poczatkowo uczynito ten gatunek waznym modelem do badan nad rozwojem zarodkow
ssakOow. Zatem powyzszy wywod przekonuje, ze warto bada¢ krolika tym bardziej ze jest
atrakcyjnym modelem do studiowania biologii rozrodu i rozwoju.

O wysokim znaczeniu badan nie trzeba przekonywac¢. Doktorantka badala réznicowanie TE
ktore jest kluczowe dla wlasciwego przebiegu procesu implantacji oraz utrzymania cigzy.
Szacuje sie, ze ponad 20% par sygnalizuje problem z uzyskaniem potomka drogg naturalng, a
ponad 10% wymaga interwencji medycznej w postaci odpowiedniej diagnostyki, a wreszcie
leczenia. Zwazywszy na obecne problemy naszej populacji §wiatowej 1 polskiej w dziedzinie
zaptodnienia zakonczonego urodzeniem zdrowego potomstwa oraz spadajace wskazniki
demograficzne, niniejsze badania sa odpowiedzig na obecne problemy i wyzwania.

W przedstawionej] mi do oceny pracy Autorka przedstawita dowody na obecno$¢ szlaku
Hippo w réznicowaniu TE/ICM w zarodku krolika poprzez szczegotowa analize
immunolokalizacji wybranych biatek od stadium wczesnej moruli do stadium blastocysty.
Takze wzgledny poziom ekspresji genow zaangazowanych w regulacj¢ szlaku Hippo zostat
poréwnany migdzy poszczegdlnymi stadiami rozwojowymi krolika. W swoich badaniach
Autorka sprawdzita wptyw inhibicji kinazy ROCK na przedimplantacyjny rozwoj kroélika.
Sygnat immunofluorescencyjny biatek YAP oraz GATA3 nie r6znit si¢ miedzy zarodkami
kontrolnymi oraz traktowanymi inhibitorem ROCK (Y-27632), chociaz inhibicja ROCK
zaburzyla proces kawitacji oraz przyczynila si¢ do nietypowej dystrybucji biatek aPKC oraz
F-aktyny.

Uzyskane wyniki pozwolity porowna¢ model krélika z dostepng wiedza na temat innych
modeli ssakoéw, wskazujac na roznice i podobienstwa w polaryzacji komorek i regulacji
szlaku Hippo podczas pierwszej decyzji o losach komorek.

Ocena pracy

Praca napisana jest w jezyku angielskim, wg. mnie poprawnym, ale ja niestety nie jestem
filologiem. Prac¢ dobrze si¢ czyta, ze postuze si¢ kolokwialnym zwrotem, jednak w petni
oddaje on klarowno$¢ w jakim jest napisana.

Wstep jest obszernym opracowaniem liczagcym 25 stron i zawiera przejrzyscie skonstruowany
blok informacji podzielony na 8 watkéw: Preimplantation development of the mammalian
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embryo; Embryo compaction; The cell polarity; Trophectoderm versus Inner Cell Mass — the
first cell-fate decision; Trophectoderm - specific markers; The Hippo pathway signalling; The
role of the RHO-ROCK signalling in trophectoderm differentiation in mammals; The rabbit as
a valuable animal model in biological and medical research.

Rozdziat ten wuzupelniony jest pigcioma kolorowymi rycinami w czytelny sposob
podsumowujacy opisane zagadnienia (Rycina 1. The timeframe of the rabbit embryo development
showing morphology changes at subsequent stages; Rycina 2. Mouse at 8-cell stage undergoes
morphogenetic event — the compaction. Simultaneously with compaction, the apicobasal polarity is
established in the outer cell as represented by the apical (magenta) and basolateral (blue) membrane
domains of specific blastomeres; Rycina 3. CDX2 and GATA3 colocalisation in rabbit embryos at
stage VI (3.25 dpc); Rycina 4. Regulation of trophectoderm (TE) and inner cell mass (ICM)
differentiation by the Hippo pathway in the mouse embryo; Rycina 5 The mechanism of RHO-ROCK-
dependent regulation of trophectoderm differentiation in mammals through the Hippo pathway.
Wyrazam uznanie za przystgpny przekaz tej wiedzy embriologicznej, co nie jest tatwe.
Kolejno przedstawia Autorka trzy hipotezy badawcze, ktérym odpowiadaja trzy cele
badawcze.

Hipotezy badawcze 1. Roznicowanie trofektodermy w zarodku krolika zalezy od
ustalenia polarno$ci na etapie moruli. II. R6znicowanie trofektodermy w zarodku krolika jest
kontrolowane przez aktywno$¢ szlaku Hippo. III. Regulacja specyfikacji TE rozni si¢ u
myszy i krolika.

Cele badan 1. Zbadanie, czy istniejg réznice w ekspresji genéw bioracych udzial w
kaskadzie szlaku Hippo migdzy poszczegdlnymi etapami przedimplantacyjnymi w zarodku
krolika. II. Zbadanie dystrybucji szlaku Hippo i czynnikdw polaryzacji od stadium 4-
komorkowego do stadium blastocysty w zarodku krolika. II1. Zweryfikowanie udziatu szlaku
Hippo i1 kinazy ROCK w réznicowaniu trofektodermy przez inhibicje ROCK w embrionach
krolikow.

Nie wnosze¢ zadnych uwag krytycznych do tych czesci pracy.

Rozdzial Materialy i metody liczacy 18 stron, rozpoczyna si¢ opisem zwierzat
uzytych w doswiadczeniach. Na przeprowadzenie do$§wiadczen opisanych w niniejszej
rozprawie doktorskiej zgode wydata Lokalna Komisja Etyczna nr 3 w Warszawie (uchwaty
nr: 167/2018). Adekwatnie do postawionych 3 celow badawczych w kolejnych rozdziatach
opisano metodyke badan. I tak, metodyka badan obejmuje opis pozywek do hodowli,
pozyskiwania zarodkow przez wyptukiwanie jajowodow 1 macicy, hodowle zarodkow in vitro
wraz z ich obserwacjg przy udziale systemu Primo Vision EVO+ (Vitrolife), traktowanie
zarodkoéw inhibitorami kinaz ROCK. Kolejne rozdziaty obejmujg opis utrwalania zarodkow,
usuwania ostonek zarodka (ZP I i plaszcz mucynowy), immunofluorescencyjng detekcje
bialek. Rozdzial ten prawidtowo zostal opatrzony tabelami z wypisanymi specyfikacjami
uzytych przeciwciat pierwszo- i1 drugo- rzedowych oraz zastosowanym w procedurze
rozcienczeniem. Kolejne rozdzialy opisujg uzyte barwienia: falodyna (Phalloidin staining)
dla okreslenia lokalizacji F-aktyny w cytoszkielecie oraz barwienie jader komodrkowych
Hoechst’em. Wybarwione zarodki nalezy oceni¢ pod mikroskopem, co zostalo opisane w
rozdziale obrazowanie zarodkéw przy uzyciu mikroskopu konfokalnego oraz analiza
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uzyskanych obrazéw konfokalnych. Rozdzial wzbogacony jest rycing 6. opisujaca sposéb
pomiaru intensywnos$ci pikseli w komorkach zewnetrznych zarodka. Kolejny rozdziat
obejmuje opis uzytych metod biologii molekularnej takich jak: pobieranie probek do analizy
ekspresji genow, ekstrakcja RNA, wytracanie RNA, RT-PCR (z tabelg przedstawiajaca
sktadniki reakcji i1 ich objeto$¢ na 1 reakcje oraz sktadowe Master mixu), projektowanie
starterow (z tabela przedstawiajaca sekwencje uzytych starteréw, dlugos¢ produktu i
temperatur¢ topnienia dla 10 genéw w tym 3 kontrolnych), ilosciowy PCR z tabelg
prezentujaca sktadniki reakcji i uzyty program oraz elektroforez¢ w Zelu agarozowym.
Kolejny podrozdziat traktuje o odczynnikach i1 zestawach uzytych w pracy. Caty rozdziat
Materiat i metody konczy podrozdzial opisujacy wykorzystane w pracy metody statystyczne.
Opis czesci metodycznej jest wzbogacony wspomniang rycing 6 1 9. tabelami. Wszystkie
tabele 1 rycina sg czytelne i klarownie przedstawiajg opisywany etap do$§wiadczenia. Jestem
pod wrazeniem szerokiego warsztatu metodycznego jakim poslugiwata si¢ doktorantka.
Posiada wysokie umiej¢tnosci manualne (uzyskiwanie zarodkoéw, manipulacja zarodkami:
dezagregacja zarodkow, izolacja ICM, TE) jak i biologii molekularnej (RT-qPCR).
Opanowata tez w stopniu doskonatym warsztat obserwacji mikroskopowej w tym mikroskopii
konfokalnej jak i jej dokumentacji. Techniki wybarwiania i immunofluorescencji wydaja si¢
nie mie¢ tajemnic dla mgr Michniak. Wida¢ to na znakomitej jakosci fotografiach. Sposob
opisu wszystkich wykonanych badan jest zwiezly i czytelny, a jednocze$nie podane sg
wszystkie potrzebne informacje do samodzielnego powtoérzenia eksperymentu przez
czytelnika. Nie mam zadnych zastrzezen to tej czg$ci pracy.

WYNIKI podzielone sg na 8 czesci obejmuja: Kalendarium rozwoju zarodka kroélika in vitro
od stadium zygoty do stadium blastocysty; Analiza wzglednych poziomoéw ekspresji gendw
biorgcych udziat w kaskadzie szlaku Hippo w zarodkach krolikow w kolejnych stadiach: 1,5,
2,5, 3,25, 4,0 dpc.; Lokalizacja wczesnego markera TE, GATA3 w przedimplantacyjnym
zarodku krolika, czyli P-Ezrina (P-ERM)+ kinaza biatkowa C (aPKC)+ F-aktyna + -
katenina. Kolejne cztery czesci wynikow dotyczg: 1. Lokalizacji YAP w zarodku kroélika od
stadium 8-komoérkowego do stadium blastocysty 2. Kolokalizacji YAP 1 GATAS3; 3. Analizy
roli szlaku Hippo i polaryzacji w zarodku kroélika poprzez hamowanie kinazy ROCK 1 4.
Wptywu hamowania ROCK na szlak Hippo i rozmieszczenie markerdw polaryzacji. Dwa z
wymienionych podrozdziatow sa podzielone na kolejne 2 subrozdziaty, z czego jeden
podzielony jest na 4 subrozdzialy, a jeden na trzy. Struktura wynikéw pokazuje jak ogromng
prace wykonata Doktorantka. Wyniki prezentowane sg w poprawnym ciggu logicznym. Po
uzyskaniu wynikow dla danego etapu, Autorka stawiata sobie zasadne pytania na ktore
odpowiadajg wyniki uzyskane w kolejnym etapie. Wszystko to $wiadczy o dojrzatym
podejsciu do badan, a w szczegdlnosci do weryfikacji stawianych hipotez i otwartym umysle
W reagowaniu na otrzymane rezultaty. Czasami ma si¢ wrazenie, ze Autor za wszelka cene
chce udowodni¢ pierwotng hipoteze, Autorka do takich badaczy na szczescie nie nalezy.

Wyniki zostaty zaprezentowane ogdtem na 61 stronach A4, w tym w formie 1 tabeli i az 32
zdje¢/wykreséw/rycin. Jedna rycina w ocenianej pracy czegsto sklada sie ze zdje¢ z
mikroskopu konfokalnego oraz schematu, zatem podana liczba rycin jest w rzeczywisto$ci
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znacznie wicksza. Niekiedy rycina sktada si¢ z 3 elementow- ww. plus wykresy.
Przedstawiona mi do oceny praca ma tak znakomite ryciny, ze w zasadzie nie trzeba czytaé
tekstu, wystarczy postudiowac zdjecia i schematy, zeby wyciggna¢ wlasciwe wnioski. Jakos¢
zdje¢ z mikroskopu konfokalnego jest zachwycajaca. Sposob przedstawienia w odniesieniu
do poszczegdlnych stadiow rozwoju przedimplantacyjnego zarodka krolika jak 1
poszczegolnych biatek roznigcych si¢ kolorem potgeguje wrazenie uporzadkowania i
przejrzystosci. Konieczne informacje s3 uwzglednione na rycinach i dodatkowo schematach.
Bardzo starannie przygotowana cze$¢ pracy, gleboko przemyslana. Opis legendy pod
rycinami jest bez zarzutu. Wszedzie, gdzie umieszczono zdj¢cia podane sg skale. Nie mam
zastrzezen odnoszacych si¢ do merytorycznej strony uzyskanych wynikow, ktore oceniam
bardzo wysoko. Opis kazdego z uzyskanych wynikéw konczy si¢ konkluzja, z ktérg sie¢
zgadzam. Konkluzja w znakomitej wigkszosci oparta jest o wynik, nie jest przypuszczeniem.
Prezentowane wyniki sa ponadprzecig¢tne, jak i sposob ich prezentacji jest znakomity. W
odniesieniu do krélika uzyskane wyniki sa wysoce oryginalne. Zwarzywszy na skape
doniesienia $wiatowe w tym temacie, wyniki majg szanse zosta¢ zauwazone na arenie
swiatowej. Dodatkowo jak dowiedziatam si¢ z dyskusji, w kilku przypadkach uzyskane dane
roznig si¢ od wczesniejszych badan, co czyni prezentowane do§wiadczenia jeszcze bardziej
wartosciowymi. W moim przekonaniu warsztat Doktorantki jest profesjonalny, co sktania
mnie do przytozenia wigkszej wagi to wynikéw Autorki niz innych §wiatowych, uzyskanych
prostszymi, mniej zaawansowanymi metodami. Fakt, ze wyniki sg graficznie bardzo dobrze
opracowane ulatwi ich publikacje w czasopismach z wysokim IF, czego z serca Pani mgr
Machnik zycze.

Stoéw kilka o statystyce. Autorka pilnuje czy wyniki podlegaja rozktadowi normalnemu. To
jest punktem odniesienia do doboru konkretnych testow statystycznych. Autorka uzywata
kilku: unpaired two-tailed t-Student and Mann-Whitney test, odpowiednio dla danych o
rozktadzie normalnym i nienormalnym. Poréwnania wigcej niz dwoch grup przeprowadzano
za pomocg jednoczynnikowej ANOVA (dla danych o rozktadzie normalnym) lub testu
Kruskala-Wallisa (dla danych o rozktadzie nienormalnym), gdzie lokalizacj¢ YAP lub
kategori¢ komorek uznano za czynniki niezalezne. W przypadku istotnosci statystycznej
wykazanej testem ANOVA lub Kruskala-Wallisa wlaczono dalsza analize post-hoc z
wykorzystaniem testu Tukeya lub testu Dunna. Do oceny korelacji obliczono wspétczynnik
korelacji Pearsona. Aby okresli¢, czy istnieje istotny zwigzek migdzy dwiema zmiennymi
kategorycznymi dla grupy kontrolnej i zarodkéw zahamowanych przez ROCK, zastosowano
test chi-kwadrat. Wszystkie wyniki uznano za statystycznie istotne dla p<0,05. Dane na
wykresach przedstawiono jako $rednig = SEM (jesli dotyczy).

Za szczegollnie cenne uwazam wyniki gdzie statystyczna istotno$¢ jest p<0,01. U Autorki jest
kilka wynikéw o jeszcze wyzszej istotnosci statystycznej. Przyklady: Figure 17, Comparison of
the YAPY* cells contribution in the outside compartment between stages V-IX. Percentage of outside/TE
cells with YAP nuclear localisation. Post-hoc comparisons are denoted by symbol * (*p<0.05;
**¥¥¥p<0.0001; Dunn's multiple comparison test); Figure 28. Embryos after 72h ofin vitro culture.

A Representative images of control embryos, B.and ROCKi embryos after 72h of culture. Embryos that
failed to cavitate are marked by yellow arrows. A’ and B’ Inserts show enlarged details of one embryo
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for each group, embryo with a cavity in the control (A9 and embryo with no cavity in the treated group
(B). C Averaged percentages of blastocysts (cavity) and morulae (no cavity) in control and
experimental groups presented in the graph, Chi-square test, ****p-value<0.0001. Scale bar = 100um.
Figure 29. Average diameter values of the control and ROCK-inhibited (ROCKi) embryos after 48h and
72h of in vitro culture. A Image representing the morula diameter after 48h of culture; B Image
representing the morula/blastocyst diameter after 72h of culture. C Comparison of the size (diameter)
of embryos between control and experimental groups after 48h of culture. D Comparison of the size
(diameter) of embryos between control and experimental groups after 72h of culture. (***p<0.005;
unpaired t-test; Mann-Whitney test. Scale bar =100 um. Figure 30. Total cell count of rabbit embryos
after two different time intervals (48h and 72h) in in vitro culture. Quantification of total cell number in
rabbit embryos after 48h and 72h of culture with ROCK inhibitor. (**p<0.01; unpaired t-test)

Figure 38. The contribution of aPKC localising in a polarised manner in outside cells in control and ROCK-
inhibited embryos. A. Correlation between the total number of outside cells and the number of outside
cells with aPKC localisation in apical domains for the control embryos (r=0.6963; p<0.001; n=46). B.
Correlation between the total number of outside cells and the number of outside cells with aPKC
localisation in apical domains for the control embryos and for the ROCK-inhibited embryos (r=0.9571;
p<0.001; n=51). C In control and ROCK-inhibited embryos, the percentage of outer cells with aPKC
distribution in apical domains (relative to all outer cells). (*** p<0.001, Pearson correlation coefficients;
**E* p<0.0001, Mann-Whitney test, 3 independent experiments) Figure 39. Changes in aPKC
distribution after ROCK inhibition treatment in the rabbit embryo. A The representative confocal z-
section of the control embryo, B and the ROCK-inhibited embryo after 48h of in vitro culture. A-B In
order to quantify differences in aPKC distribution in the apical domain after treatment, the intensity
profile of the aPKC signal was obtained at ~10 similar arbitrary locations within each embryo from both
groups (yellow lines). A1, A2, B1 Representative intensity profiles (blue line). A plot (the intensity profile)
generally shows one peak of intensity corresponding to the apical domains and a plateau region
observed with much lower signal intensity. A Gaussian curve (orange line) was fitted to all profiles
obtained from every embryo (n=30) to acquire precise values for each peak and plateau. C Graph of
Individual values presenting ratio of maximum peak and plateau in the outside cells of control and
ROCK-inhibited embryos (10 lines per embryo, n=15 per group). (****p<0.0001, Mann—Whitney test;
n=30 embryos, 3 independent experiments).

Dyskusja podzielona jest na 9 czesci/podrozdzialéw z czego dwie ostatnie to wnioski
1 ograniczenia badan oraz plany na przyszto$¢. Podzial na czes$ci jest adekwatny do
prezentacji metodyki jak i przedstawienia wynikow.

Moje wagi, pytania, komentarze do Doktorantki:

1. ,,My research combines analyses of both in vivo and in vitro developing embryos. Thus, it
is important to understand that embryonic development under both conditions is not fully
equivalent.. ’- moze przeoczytam, ale nie zauwazytam odniesien w wynikach, czy we
wnioskach do zarodkéw hodowanych in vitro i in vivo

2. Prosze przedstawic¢ konkrety jak Pani wyniki mogq by¢ zastosowane w rozrodzie u ludzi
(badania, analizy, leczenie, diagnostyka)?



3. Pisze Pani o wplywie dziatan mechanicznych na roznicowanie TE a moze i ICM. Prosze
powiedzie¢ jaki wplyw na roznicowanie TE a moze i ICM mozZe miec izolowanie
pojedynczych blastomerow z zarodkow ludzkich celem wykonania np. analiz
genetycznych? Czy dzialania takie mogg mie¢ wptyw na dalsze roznicowanie listkow
zarodkowych?

4. Na str. 120 pisze Pani ,,..moje odkrycia zostaly niedawno potwierdzone przez nasze
laboratorium we wspolpracy z dr hab. Piotr Pawlak (Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu) poprzez analize transkryptomiczng zarodkow krolikow. Wedtug analizy catych
zarodkow krolikow (dane niepublikowane),ekspresja TEADI, TEAD2, TEAD3, LATSI
byta na bardzo niskich poziomach u krolikow w 2,0 dpc i 3,0 dpc, podczas gdy transkrypty
YAP, TEAD4 i LATS2 wykryto, ale ich poziomy ekspresji nie roznily sie miedzy 2,0 dpc a
3,0 dpc” Interesuje mnie, czy nie wykazano statystycznie istotnych roznic dla TEADI,
TEAD?2, TEAD3, LATSI w catych zarodkach krolika? W jakim stopniu Pani badania
pokrywajq sie z badaniami dr hab. Piotra Pawlaka?

5. Jak podano na str. 121,”.. stwierdzitam w wiekszosci przypadkow brak roznic w
poziomach ekspresji analizowanych genow pomiedzy kolejnymi stadiami rozwojowymi
zarodka krolika, w przeciwienstwie do danych u innych gatunkow ssakow. W zwiqzku z
tym jest bardziej prawdopodobne, ze aktywnos¢ sktadnikow szlaku Hippo u krolikow
bedzie modulowana przez modyfikacje potranslacyjne lub zmiany aktywnosci biatka, w
tym lokalizacje biatka w komorce, fosforylacje lub interakcje z innymi biatkami, niz przez
transkrypcje genu. Dlatego proponuje, aby wszystkie analizowane geny szlaku Hippo i ich
dalsze efektory byty utrzymywane w zarodkach kroliczych przed implantacjg na statym
poziomie ekspresji podczas rozwoju przedimplantacyjnego, jak to jest powszechnie
obserwowane w roznych szlakach sygnalizacji komorkowej (przeglgd w El-Brolosy i
Stainier 2017).” Jezeli te geny sq zaangazowane w Sciezke Hippo, to modyfikacje
potranslacyjne lub zmiany w aktywnosci biatka, w tym w lokalizacji subkomorkowej
biatka, fosforylacji lub interakcjach z innymi biatkami, te wszystkie wymienione
mechanizmy nie sq mozliwe bez transkrypcji, zatem jesli biatko powstanie powinien spas¢
poziom transkryptu. Staly poziom produkcji- ok- ale wtedy tez staly poziom przepisywania
na biatko — translacja tez zaburza poziom bazalny transkryptu.

6. Szkoda, ze Bouchereau i in. 2022 wyprzedzili Panig w publikacji © ,, W konsekwencji,
poprzez te badania, wykazatam, ze w przeciwienstwie do wczesniej wspomnianego CDX2,
GATA3 pozostaje dobrym kandydatem na czynnik inicjujgcy linie TE w embrionach
krolikow. Moje odkrycia zostaly niedawno potwierdzone przez podobng obserwacje
przeprowadzong przez Bouchereau i wspotpracownikow, ktorzy oglosili wysoki poziom
ekspresji GATA3 w morulach krolika przy 2,7 dpc (Bouchereau i in. 2022)”. Z
ciekawosci- czy ma Pani doniesienie przed nimi?

7. Bardzo podoba mi si¢ Ryc.40 - jest bardzo czytelna z podziatem na stadia rozwoju i
regiony zarodka, tabela w polgczeniu z schematami i kolory korespondujqce miedzy



tabelq a grafikq stadiow rozwojowych- rewelacyjna prezentacja wynikow- czy w 100% to
Pani dzielo?

8. YAP protein might be regulated in the embryo through mechanisms controlling the
protein localisation in the nucleus or the cytoplasm rather than on the gene activity level.-
ciekawa interpretacja, ze regulacja YAP jest przez lokalizacje a nie transktypcje, ale
lokalizacja nie wyklucza transktypcji, przeciez te biatka muszq powstac¢ z wykorzystaniem
znanej nam drogi- gen-transktypcja- translacja- no i jeszcze pozniej mechanizmy
potranslacyjne zeby biatko bylo aktywne. Prosze rozwingc ten mechanizm, zatem kiedy ma
miejsce transktypcja i translacja i jak regulowa moze by¢ zmiana lokalizacji?

Moje uwagi nie umniejszajg wartos$ci uzyskanych wynikow czy dyskusji na ich temat, ktora
jest prowadzona bardzo prawidlowo i wskazuje na duza znajomos¢ tematu przez Doktorantke
jak 1 na doskonata znajomo$¢ literatury $wiatowej. Liczba cytowanych pozycji w pracy jest
ogromna. Wedtug moich obliczen wynosi 282 prace.

Reasumujac w DYSKUSJI zawartej na 23 stronach Doktorantka przedstawita kilka watkow
na temat:

1. Ekspresja gendw bioracych udziat w szlaku Hippo (TEAD1-4, LATS1/2, YAP);

2. Czynniki transkrypcyjne specyficzne dla TE w zarodku krolika;

3. Czynniki zwigzane z polaryzacja: P-Ezrin, aPKC, F-aktyna, 3-katenina;

4. Dynamiczne wzorce lokalizacji YAP podczas wczesnego rozwoju kroélika;

5. Kolokalizacja GATA3 i YAP w zarodku przedimplantacyjnym;

6. Wptyw sygnalizacji RHO-ROCK na szlak Hippo i ré6znicowanie TE;

7. Réznice w regulacji sygnalizacji Hippo migdzy krolikami a innymi gatunkami
ssakow.

Rozdzial Dyskusja przedstawiony jest rzeczowo, koncentrujgc si¢ na osiggnig¢tych
wynikach 1 ich interpretacji na tle prac innych Autoréw. Doktorantka wykazata si¢ bardzo
szeroka wiedza 1 ponadprzeci¢tng znajomoscig literatury. PiSmiennictwo bardzo bogate,
obejmujace az 282 pozycje, zawiera odpowiednio dobrane z tematem pracy publikacje. Na
uwage zastuguje umiejetnos¢ mgr Michniak jasnego formutowania mysli. Wywody
przeprowadzone sg logicznie. Wysoka dojrzalo$¢ Doktorantki w realizacji dysertacji wynika z
faktu, ze jest cztonkiem pr¢znego i aktywnego zespotu kierowanego przez dr hab. Anng
Piliszek, ktorg wysoko cenie.

Whioski

Obszerna dyskusja ptynnie podprowadza do sformutowania wnioskow, ktérych jest az
osiem. Naleza do nich:

1. TEADA4 jest najbardziej prawdopodobnym kandydatem z rodziny TEAD, ktora jest
zaangazowana w szlak Hippo w embrionach krélikéw, podobnie jak w modelu myszy i u
ludzi. 2. Poziomy transkryptu analizowanych genow szlaku Hippo sa podobne w roéznych
stadiach i kompartmentach ICM/TE, co sugeruje dodatkowy mechanizm regulacji aktywno$ci
szlaku Hippo 3. GATA3 jest wczesnym markerem linii TE w zarodku krolika 4. Polarnosé¢
komorek wraz z zageszczaniem jest inicjowana w stadium 8-komoérkowym zarodka krolika i
oba sg procesami ciggltymi az do stadium 64-komoérkowego 5. Lokalizacja YAP zaczyna by¢
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ograniczona do jader komorek TE w 3,0-3,25 dpc 6. YAP moze by¢ wymagany do
zainicjowania ekspresji GATA3 w komorkach TE, ale utrzymanie GATA3 prawdopodobnie
obejmuje mechanizm niezalezny od YAP 7. ROCK kontroluje polaryzacje komorek w
komorkach TE zarodka 8. Polaryzacja komorek nie jest niezbedna do regulacji
subkomorkowej lokalizacji YAP w zewng¢trznych komorkach zbitej moruli krélika, co

oznacza, ze polaryzacja komorek nie jest zaangazowana w regulacj¢ szlaku Hippo podczas
specyfikacji TE.

Prosze zauwazy¢, ze z 8. wnioskow tylko jeden, nr 6 jest przypuszczeniem- wszystkie
pozostate sg twierdzeniem, zbadanym 1 potwierdzonym faktem. Trudno wybra¢ mi
najistotniejsze wnioski, gdyz wszystkie uwazam za jednakowo wazne. Praca ‘przeciera’
szlaki w omawianym temacie u krolika, co tylko podnosi ich warto$§¢. Wnioski sg oryginalne i
maja swoje poparcie w wynikach.

Rozdzial ‘Ograniczenia badawcze i dalsze kierunki’ tadnie spina cato$¢ dysertacji.

Doktorat zostat ztozony, ale problem nie jest do kofica rozwigzany. Zycze kontynuowania
zarysowanej linii badawczej wedle wytyczonych planow.
Po referencjach umieszczono jeszcze material dodatkowy, analizy wykonane na
pojedynczych zarodkach dotyczace: Quantification of the contribution of YAP+ and
GATA3+ cells in individual embryos at stages III-IV, V, VI, VII oraz Colocalisation of
nuclear YAP and GATA3 in the inside and outside cells of control and ROCK-inhibited
embryos.

Reasumujgc uwazam, ze Autorka wykonala ambitng pracg, starannie zrealizowang i
warto$ciowa. Odnosi si¢ to zarowno do samego zakresu przeprowadzonych badan, ktorych
wykonanie wymagalo opanowania trudnych i Zmudnych czasami metod, jak tez uzyskanych
wynikow, ktére oceniam jako warto$ciowe w poznaniu roli szlaku Hippo w réznicowaniu
trofektodermy zarodkéw krolikow.

Upowaznia mnie to stwierdzenia, iz przedstawiona mi do oceny dysertacja spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze zatem o dopuszczenie Pani mgr
Katarzyny Michniak do nastepnych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto ze wzgledu na aktualno$¢ i1 range podjetej problematyki, opanowanie i
zastosowanie nowoczesnych metod badawczych, staranno$¢ przygotowania dysertacji, a
przede wszystkim uzyskanie bardzo warto$ciowych i waznych wynikow, proponuje
wyroznienie rozprawy doktorskiej.
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