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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,Apoptoza w oocytach i
przedimplantacyjnych zarodkach myszy” autorstwa Pana mgr. inz. Dawida Winiarczyka

W przedstawionej do oceny rozprawie autor zaprezentowat i przedyskutowat wyniki
badan prowadzonych nad czynnikami, ktére moga mie¢ wptyw na regulacje apoptozy we
wczesnych zarodkach myszy. Apoptoza jest waznym elementem wielu proceséw
morfogenetycznych i jej wystepowanie stwierdzano podczas réznych stadiéw rozwoju
zarodkow wielu organizméw modelowych. O zachodzeniu programowanej $mierci komérek
w zarodku myszy donoszono wielokrotnie, nie ma watpliwosci, ze stadium rozwojowym, w
ktérego powstawaniu bierze udziat ten proces, jest okoto implantacyjna blastocysta. Wydaje
sie jednak, ze choc apoptoza jest zjawiskiem, ktére uczestniczy w , kontroli jakosci” oocytéw,
to od momentu zaptodnienia i przez caty okres bruzdkowania blastomery zarodka s3 przed
nig chronione. Proces ten zapewne jest precyzyjnie regulowany podczas rozwoju zarodka, a
mechanizmy jego kontroli sg jak dotad stabo poznane. Dlatego za dobrze uzasadnione uznaé
nalezy zadanie, ktore przed soba postawit doktorant. Po pierwsze postanowit on bowiem
zbadac jak na podatnos¢ na apoptoze oraz na czas jej wystepowania i jej intensywnosé
wptywaja indukowane eksperymentalnie in vitro zaburzenia w liczbie komérek zarodka, w
ich ploidii, a takze w stosunku jadrowo-cytoplazmatycznym blastomeréw. Po drugie autor
pracy podjat sie zbadania tego, jak na zarodki w réznych stadiach rozwoju
przedimplantacyjnego in vitro wptywajg egzogenne czynniki proapoptotyczne. Doktorant
analizowat ich zdolnos$¢ do indukcji apoptozy blastomerow, a takze ich wptyw na ekspresje
genow pro- i antapoptotycznych w zarodkach.

Wyniki badan wchodzacych w zakres pierwszej czesci pracy zasadniczo potwierdzity
stusznos¢ hipotezy testowanej przez dyplomanta, ktéra gtosi, ze blastomery bruzdkujacego
zarodka sa niepodatne na apoptoze. Na czas i czestos¢ tego procesu w zarodkach nie
wywierato w sposéb istotny zmniejszenie o potowe liczby jego komérek spowodowane
usunigciem jednego blastomeru zarodka 2-komérkowego, lub wywotane poprzez fuzje
blastomeréw w tym stadium —ta druga procedura powodowata takze tetraploidyzacje jader
blastomerdéw. Doktorant wykazat takze, ze dziatanie przeciwne, czyli dwukrotne zwiekszenie
liczby komorek zarodka, ktére uzyskiwat poprzez agregacje dwoch zarodkéw 2-komérkowych
nie deregulowato pojawiania sie apoptozy w podwdjnych zarodkach chimerowych. Zmiana
stosunku jadrowo-cytoplazmatycznego komérek zarodka, osiggana takze w stadium 2-
komdérkowym poprzez enukleacje jednego z blastomerdw i nastepnie fuzje cytoplastu z
pozostatym (nie poddawanym enukleacji) blastomerem réwniez znaczaco nie modyfikowata
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zachodzenia apoptpozy w zarodku eksperymentalnym w poréwnaniu z kontrola. W tej czesci
pracy doktorant wykazat zatem, ze apoptoza w zarodku myszy jest prawdopodobnie
regulowana przez zegar biologiczny, ktéry zapewnia to, ze regularnie pojawia sie ona
dopiero w stadium blastocysty, a w zarodkach o budowie zmodyfikowanej eksperymentalnie
w stadiach odpowiadajgcych czasowo blastocyscie.

W dalszej czesci badan doktorant podjat prébe wyjasnienia podtoza tego zjawiska i
dlatego postanowit przyjrzec sie blizej czestosci apoptozy oraz ekspresji genéw kodujacych
czynniki pro- i antyapoptotyczne zaréwno w oocytach i zarodkach hodowanych in vitro w
czystej pozywce, jak i w obecnosci staurosporyny lubTNFa, ktére dziatajg proapoptotycznie.
Te eksperymenty potwierdzity, ze bruzdkujace zarodki myszy s znacznie mniej podatne na
indukcje apoptozy niz oocyty i blastocysty. Okazato sig, ze jest tak mimo tego, ze zachodzi w
nich ekspresja genéw kodujacych czynniki proapoptotyczne. Na podstawie
zaobserwowanego wzoru ekspresji interesujacych go gendéw doktorant zaproponowat, ze
inhibitorem apoptozy, ktéry chroni bruzdkujace zarodki przed indukcja tego procesu moze
by¢ szlak przekaznictwa zalezny od sirtuiny.

Ustosunkowujac sie bardziej szczegétowo do doswiadczer opisanych w rozprawie
mozna stwierdzi¢, ze zostaty one zaplanowane prawidtowo i w oparciu o oryginalng
hipotezg, oraz ze zostaty dobrze wykonane. Ich przedstawienie w rozprawie jest prawidtowe,
a sama rozprawa jest napisana klarownie i logicznie. Jednak zdaniem recenzenta jest kilka
kwestii dotyczacych wykonywanych doswiadczen oraz ich interpretacji w rozprawie, ktére
wymagajq wyjasnien.

1. Czy w wariancie pierwszym eksperymentalnej manipulacji budowa zarodka
rzeczywiscie, tak jak twierdzi autor, dochodzi do zmiany stosunku jagdrowo-
cytoplazmatycznego? Wielokrotnie wykazano, a potwierdzaja to tez obserwacje
poczynione przez autora rozprawy, ze tempo rozwoju zarodkéw uzyskanych w
wyniku oddzielenia blastomerdw w stadium 2-komérkowym (zarodki %) jest takie
samo, jak w zarodkach kontrolnych. Takze w tym samym czasie jak w kontroli
zachodza w nich zjawiska morfogenetyczne takie jak kompakcja i kawitacja. Zatem
stosunek jagdrowo-cytoplazmatyczny w poszczegdinych stadiach rozwojowych jest w
zarodkach % taki sam jak w zarodkach normalnych. Zdaniem recenzenta w tym
wariancie zmianie ulega tylko liczba komérek w zarodku.

2. Czy przy analizie wptywu manipulacji budowa zarodka na liczbe komarek
poréwnywano liczbe komdrek zarodkéw doswiadczalnych z liczbg komérek w
kontroli, czy tez z liczbg komérek w kontroli podzielong przez dwa dla trzech
pierwszych wariantéw i pomnozong przez dwa dla wariantu 4? Zdaniem recenzenta
tylko to drugie postepowanie jest prawidtowe i tylko wtedy, gdyby stwierdzono
istotne réznice, mozna by méwic o réznicach w tempie podziatu blastomeréw.
Tymczasem mozna odnies¢ wrazenie, ze analiza przedstawiona w rozprawie zostata
przeprowadzona wzgledem liczby komérek w kontroli nie zmodyfikowanej w sposéb
uwzgledniajacy to, ze w punkcie wyjsciowym eksperymentu w wariantach 1 - 3 liczba
komérek zarodkéw eksperymentalnych byta o potowe zmniejszona, a w wariancie 4
dwukrotnie zwigkszona. Jezeli tak byto, to zdaniem recenzenta istotne informacje
uzyskujemy tylko w tej czesci analizy, ktéra poswigcona jest stosunkowi liczby
komorek wezta zarodkowego do liczby komérek trofektodermy w blastocystach
eksperymentalnych i kontrolnych, gdyz ta wielko$é nie zalezy od bezwzglednej liczby
komérek w tych liniach.
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3. W badaniach z wykorzystaniem immunofluorescencji doktorant
zaobserwowat silne i homogenne znakowanie przeciwciatem pierwszorzedowym
skierowanym przeciwko histonowi H2AX wszystkich jader komdrkowych we
wszystkich badanych zarodkach. Czy znakowanie to rzeczywiscie oddaje lokalizacje
fosforylowanego histonu (yH2AX), lokalizujgcego sie w miejscach uszkodzenia DNA?
Wz6r znakowania pokazany w rozprawie bardziej przypomina lokalizacje ogélnego
H2AX w jadrach komdrek zarodkéw (u myszy: Nashum et al. 2010, Development 137,
3785) niz yH2AX (u myszy: Luo et al. 2006, Biol Reprod 75, 673; u $wini: Wang et al.
2015, PLOS One DOI:10.1371/journal.pone.0142561).

4. Nastr. 73, |. 6-7 od géry doktorant pisze, ze ,W grupie 2kom/St zaden z
zarodkow nie podzielit sie po 24 godz. hodowli in vitro”. Nie znajdujemy jednak
informaciji, jak zachowywaty sig zarodki w innych wariantach hodowli — czy dzielity sie
tak samo jak zarodki kontrolne?

Mimo ze powyzej przedstawione kwestie zdaniem recenzenta wymagajg wyjasnien i
ewentualnej korekty podczas przygotowania manuskryptu publikacji opartej na wynikach
zawartych w rozprawie, stwierdzi¢ mozna, ze badania w niej przedstawione s3 istotne dla
lepszego zrozumienia mechanizméw regulujacych przedimplantacyjny rozwéj zarodka ssaka.
Sposob ich przeprowadzenia i zaprezentowania ich wynikéw w rozprawie $wiadczy o
dojrzatosci badawczej i naukowej dociekliwosci doktoranta.

Przechodzac do omdwienia strony formalnej rozprawy stwierdzi¢ nalezy, ze praca jest
dobrze napisana pod wzgledem jezykowym i logicznie zorganizowana w rozdziaty i
podrozdziaty. Btedy redakcyjne i niedoskonatosci jezykowe sa w niej nieliczne.
Najistotniejszym z nich wydaje sie konsekwentne uzywanie przez autora pojecia
czestotliwosc apoptozy, zamiast prawidtowego czestosé apoptozy. Nalezy pamietaé, ze o
czestotliwosci méwimy tylko wtedy, gdy okreslamy liczbe zachodzacych w czasie cykli
zjawiska okresowego — apoptoza za$ takim zjawiskiem nie jest. Spis pozostatych
niedociagniec redakcyjnych, ktére recenzent zauwazyt, zawarty jest w zataczniku do recenz;ji
(zat. 1). Rozdziat wstepny, nazwany przez autora Przeglgdem literatury zawiera zwiezte
omowienie wspdtczesnej wiedzy na temat przebiegu, kontroli i znaczenia apoptozy.
Nastepnie zaprezentowany jest w nim przebieg rozwoju zarodka myszy i to, co wiemy na
temat zachodzenia w jego trakcie proceséw apoptotycznych. Rozdziat ten stanowi bardzo
dobre przygotowanie dla czytelnika, ktory w trakcie lektury moze poznaé tto badan
przedstawionych w rozprawie. Ich cele zwigzle przedstawiono w kolejnym rozdziale pracy.
Nasuwa sig jedynie uwaga krytyczna, ze w rozdziale wstepnym zupetnie pominieto kluczowa
rolg kadheryny E, ktdra biatko to odgrywa w czasie kompakcji zarodka. Przedstawienie przez
doktoranta stosowanych Materiatdw i metod nie budzi zadnych istotnych zastrzezen, a
wyréznienie na poczatku tej czesci pracy podrozdziatu prezentujacego Schemat doswiadczeri
bardzo pomaga w lekturze rozprawy. Stwierdzi¢ nalezy rowniez, ze doktorant whasciwie
wywigzat si z zadania, jakim byto przedstawienie uzyskanych Wynikéw. Rozdziat ten dobrze
sig czyta, po pierwsze ze wzgledu na logiczne zorganizowanie materiatu w rozdziaty i
podrozdziaty, a po drugie dzigki prawidtowemu zilustrowaniu przez zamieszczone wykresy,
zdjecia i tablice, ktore sa klarowne i pozwalajg czytelnikowi samemu ocenié uzyskane
rezultaty. W rozdziale Dyskusja wyniki sa dobrze oméwione i przeanalizowane w odniesieniu
do doniesien literaturowych. Przeprowadzona tam interpretacja uzyskanych wynikéw i to jak
powigzano je z tym, co dotychczas byto wiadome wydaja sie w wiekszo$ci prawidtowe i
dobrze uzasadnione. Zaproponowane modele tego jak apoptoza jest regulowana podczas
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przedimplantacyjnego rozwoju zarodka logicznie wynikajg z poczynionych obserwacji.
Jednakze do Dyskusji recenzent ma nastepujace krytyczne uwagi szczegétowe:

1. Na str. 86, drugi akapit napisano ,Na tym etapie komorki zarodkéw sa
wyjatkowo oporne na indukcje apoptozy (jakby za wszelkg cene musiato dojéé do
powstania blastocysty)” i dalej ,zarodek musi sie rozwijaé aby bez strat ...
doprowadzi¢ do utworzenia ... prawidtowej blastocysty” (podkreslenia recenzenta).
Takie sformutowania sugeruja dziatanie celowej sity w zarodku, za$ podejscie
teleologiczne powinno by¢ unikane przy opisie zjawisk przyrodniczych.

2. Na stronie 86 i 87 autor pisze, ze udowodnionym jest iz biopsja blastomeru
bruzdkujacego zarodka ssaka ma niekorzystny wptyw na jego dalszy rozwdj, a takze
na funkcjonowanie organizmu, ktéry z niego powstaje. Wtasciwszym wydawatoby
sie jednak stwierdzenie, ze cho¢ taki efekt zasugerowano, to nie jest to powszechnie
akceptowane.

3. str. 87, trzeci akapit od géry. Czy wyttumaczeniem obserwowanego
obnizenia liczby komérek apoptotycznych w zarodkach doswiadczalnych nie moze
by¢ to, ze w trzech z czterech wariantéw doswiadczalnych ogdlna liczba komoérek w
zarodku byta w poszczegéinych stadiach rozwojowych o potowe obnizona w
stosunku do kontroli?

Kolejna czes¢ rozprawy stanowig Whnioski, w ktérych doktorant dobrze, cho¢ moze
troche zbyt lapidarnie podsumowat to, co udato mu sie wykazaé w badaniach
przedstawionych w ocenianej pracy. Rozprawe zamyka prawidtowo sporzadzona
Bibliografia.

Podsumowujac te recenzje stwierdzam, ze nadestana mi do oceny rozprawa
doktorska p. mgr Dawida Winiarczyka spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z 2015 r. poz. 249 i 1767) i na tej podstawie wnioskuje
o dopuszczenie p. mgr Winiarczyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Marek Maleszewski
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Zat. 1.
Zestawienie uwag redakcyjnych do rozprawy doktorskiej mgr. inz. Dawida Winiarczyka

str. 3, .8 od géry i str. 10, |.7 od dotu: zamiast ,rozktad DNA” powinno by¢ ,fragmentacja
DNA”".

str. 4, drugi i trzeci akapit: tryb osobowy (,,zaobserwowatem”) miesza sie z bezosobowym
(,wykazano”).

str. 10, 1.15 od dotu i str. 15, 1.9 od géry: powinno by¢ , konserwowanym”, a nie
»konserwatywnym”.

str. 13, 1.1 od géry: Powinno by¢ , biatka z tej grupy”, a nie ,,grupa biatek”.
str. 14, 1.14 od dotu: ,nieuzasadniona indukcja” to niewtasciwe pojecie.
str. 15, 1.1 od dotu: lepiej ,dla” zamiast ,w celu”.

str. 20, 1.2-3 od dotu: , powstaje ok. 10 mld komérek” — w jakim czasie? Skrét ,,ok.” piszemy z
kropka.

str. 25, 1.6 od dotu: ,szlak apoptotyczny wystepuje w catoséci” — niezreczne.
str. 35, .11 od dotu: powinno by¢ ,szczepu”, a nie ,szczepowych”.

str. 40, I.1 od géry: ,mikroskopijnych” ? Najlepiej podaé przyblizong objetosé.
str. 40, .11 od dotu: ,ptukano”, a nie , ptukane”.

str. 42, 1.7 od dotu: zamiast , pellet” lepiej ,,osad”.

str. 45: na wydruku obcieta prawa skrajna kolumna tabeli.

str. 84, |.7 od goéry: ,Uprzednio opisano juz zarodkéw 2/1 ...” ?

str. 88, 1.11 od gory: ,Pierwsze geny ... zaobserwowano w tozysku” — zbyt daleko idacy skrét
myslowy.

str. 89, 1.4 od géry: powinno by¢ , pierwotnej”, do tego stowo to jest zbednie powtérzone.
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