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pt. ,, Wplyw subletalnego stresu w postaci wysokiego ci$nienia hydrostatycznego na
kompetencje rozwojowe i metabolizm zarodkéw §wini podczas ich
przedimplantacyjnego rozwoju”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Marka Romka,
w Instytucie Zoologii i i Badav Biomedycznych, Wydzial Biologii, Uniwersytet Jagiellonski
w Krakowie

Rozwoj technologii wspomaganego rozrodu zwierzat (ARTs; ang. assisted
reproductive technologies), takich jak pozaustrojowe uzyskiwanie zarodkow (IVP; ang. in
vifro embryo production) w oparciu o zaptodnienie in vitro oraz klonowanie zarodkowe lub
somatyczne, a takze nowoczesnych metod embrionalnej inzynierii genetycznej takich jak
transgeneza gamet 1 zarodkow, szczegdlnego znaczenia nabiera w odniesieniu do
biotechnologii reprodukcyjnej §win. Swinia domowa (Sus scrofa domesticus), ze wzgledu na
wysoki stopien zgodno$ci genetycznej, a takze wielko$¢ i wydolno$¢ swoich narzadow,
anatomicznie i fizjologicznie zblizonych do narzadow cztowieka, jest atrakcyjnym gatunkiem
zwierzat, coraz czgSciej wykorzystywanym w  interdyscyplinarnych  badaniach
biomedycznych jako potencjalny dawca tkanek i organow do miedzygatunkowe;
transplantacji (ksenotransplantacji) czy jako zwierz¢ modelowe m.in. chor6b cywilizacyjnych,
takich jak: cukrzyca, otylo$¢, zespol metaboliczny badZ choroby neurodegeneracyjne.
Jednoczesnie jest to gatunek, u ktorego skutecznosé metod wspomaganego rozrodu jest nizsza
w pordwnaniu do innych gatunkdw zwierzat gospodarskich, by¢ moze uwarunkowana
gatunkowo-specyficznymi réznicami w ultrastrukturze, biochemii i fizjologii molekularne;
komorek zarodkowych $wini, m.in. wigksza zawartoscig kropli lipidowych, a takze wysokimi
wymaganiami co do warunkow pozaustrojowego $rodowiska hodowlanego. Jako$¢ blastocyst,
rozwijajacych si¢ po zaptodnieniu in vifro, oceniana na podstawie catkowitej liczby komorek
(zarowno komorek wezta zarodkowego jak i trofoektodermy) jest znaczgco niZsza w
porownaniu do zarodkoéw uzyskiwanych in vive. Dlatego tez, szczegdlnie uzasadnione jest
podejmowanie  badan, ktére moga wnie$¢ istotny wkiad w poznanie molekularnych
czynnikow 1 mechanizméw, warunkujacych poprawe jakosci hodowanych in vitro zarodkéw
Swini, a tym samym przyczyni¢ si¢ do uzyskiwania warto$ciowych zarodkéw o wysokim
potencjale rozwojowym. Recenzowana rozprawa doktorska wpisuje sie w ten nurt badan.
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Poswiecona jest problematyce jakosci 1 kompetencji rozwojowych zarodkow $wini, w
nast¢pstwie zastosowania stresora w postaci wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP;
ang. high hydrostatic pressure). Doktorant badat reakcje/odpowiedz komorek zarodkowych
(blastomerow) na stres HHP, zadany w stadium zygoty lub moruli, w oparciu o wybrane
parametry aktywnosci mitochondrialnej takie jak: potencjat wewngtrznej blony
mitochondrialnej (A¥m), poziom reaktywnych form tlenu (ROS), zawarto$¢ ATP w
komorkach zarodkowych, a takze dokonujac pomiaru ekspresji biatek enzymatycznych
(heksokinazy II, syntazy cytrynianowej, palmitoilotransferazy karnityny I) uczestniczacych w
glownych szlakach metabolicznych (glikoliza, cykl Krebsa, [(-oksydacja kwaséw
thiszczowych) oraz objetosci wzglednej kropli lipidowych w blastocystach.

By¢ moze inspiracja do podjecia badan w tym zakresie, byty nieliczne publikacje
sugerujace pozytywny wptyw HHP, w kontekscie wydajnosci technik wspomaganego rozrodu
zwierzat. W $wietle powyzszych rozwazan tematyke recenzowanej pracy doktorskiej,
dotyczaca oddzialywania cisnienia hydrostatycznego na przedimplantacyjny potencjat
rozwojowy 1 metabolizm zarodkdéw §wini, nalezy uznac za interesujacg, wazng, innowacyjng i
trafnie dobrana, jako krok w kierunku rozpoznania czynnikéw i mechanizmdéw regulujgcych
wewnatrzkomorkowe szlaki metaboliczne lipidow, znaczaco rézniacych sie od adekwatnych
szlakdéw w komorkach zarodkow innych gatunkow ssakdw, w tym zwierzat gospodarskich.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczaca 120 stron posiada typowag forme monografii. Rozpoczyna sig¢
streszczeniami w jezyku polskim 1 angielskim oraz wykazem stosowanych skrotow. Wstep
(26 stron) zawiera 8 podrozdziatow, ktore wprowadzaja czytelnika w zakres badan opisanych
w rozprawie. W dalszej kolejnosci, po jednostronicowym przedstawieniu celdow badan
rozpoczyna si¢ opis materiatdéw 1 metod (21 stron). Nastepny rozdzial, Wyniki (30 stron) sg
podzielone na 9 podrozdziatow, po ktérych nastepuje dyskusja liczgca 12 stron. Rozprawa
konczy si¢ przedstawieniem wnioskow i zwigztego podsumowania oraz spisem literatury
zawierajagcym 156 pozycji.

Ocena merytoryczna

Wstep. W rozdziale tym Doktorant pomieécit obszerna, starannie wyselekcjonowana
wiedzg¢ lezacg u podstaw zagadnien begdgcych przedmiotem rozprawy. Po ogoélnym
omoéwieniu parametréw decydujacych o wewnatrzkomoérkowej aktywnosci metabolicznej w
oocytach 1 zarodkach takich jak: morfologia, liczebno$¢ i rozmieszczenie mitochondridw w
srodowisku cytoplazmatycznym komorki, skupit si¢ na metabolizmie energetycznym tych
organelli w komorkach zarodkéw S$wini, podkreslajac gatunkowo-specyficzne rdznice
wystepujace miedzy tym gatunkiem zwierzat, a innymi gatunkami ssakdow, w tym
czlowiekiem, a takZze poruszajagc problem utleniania kwasow tluszczowych. Podkreslit
znaczenie mitochondridow w powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych (ROS), ktore sa
niezbedne do prawidlowego przebiegu wielu procesow zyciowych, m.in. w regulacji ekspresji
gendw, procesow fosforylacji biatek, stezenia wapnia w komorkach i.in., ale ich nadmiar jest
powodem biodestrukcji elementow strukturalnych i funkcjonalnych komérek, co skutkuje
Smiercia komorek w wyniku apoptozy lub nekrozy. Ponadto, opisal oddzialywanie
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wewngtrzkomérkowych szlakéw metabolizmu energetycznego na rozwd] zarodkowy
(embriogeneze) ssakow. Sposob rozplanowania tego rozdziatu, logiczna prezentacja watkow
tematycznych, nie budzg moich zastrzezen. Dodatkowo, we Wstepie Doktorant zamiescit 3
barwne ryciny, ktére w formie graficznej opisujg wewnatrzkomorkowe szlaki metaboliczne,
glikolizy i cyklu Krebsa oraz kompleksy biatkowe tworzace tancuch oddechowy.

Do tej cze$ci rozprawy mam pewne uwagi, ktore jednak nie majg wplywu na moja
pozytywna ocene tego tekstu.:

- zabraklo mi chocby krotkiego uzasadnienia dla wyboru $§wini domowe] jako modelu
zwierzecego do przeprowadzenia zaprojektowanych badan, co czyniloby ten wielowatkowy
opis bardziej zwartym i logicznie uzasadnionym.

- str. 12, jest: ,,...u ludzi w zenskich komorkach rozrodczych...” , powinno by¢ ,,w zZeriskich
komorkach rozrodczych czltowieka™

- str. 13 blad ortograficzny ,,...specjalnym sekwencja sygnalizacyjnym”, poprawnie
powinno by¢: ,,...sekwencjom...”

- str. 22, jest: ,,W hodowli zarodkéw in vitro obserwuje si¢ zatrzymanie rozwoju
zarodkowego wynikajace prawdopodobnie z niemoznoSci przej$cia mitochondridéw na wyzszy
stopien reorganizacji zapewniajacy zwickszong produkcje energii w postaci ATP” - zamiast ,,
z niemoznosci reorganizacji mitochondriow lub z niemoznosci przejscia mitochondriow na
wyzszy stopien organizacji...”. Warto réwniez zauwazy¢, ze blok rozwojowy ujawnia si¢
najczgécie] na etapie aktywacji genomu zarodkowego, a powody jego wystapienia mogg by¢
natury genetycznej jak i Srodowiskowej, i to moze skutkowaé ostabieniem aktywnosci
mitochondriow.

- str. 24 — niedokonczone zdanie

- str. 26 jest: ,,oocytow ludzkich..” powinno by¢: ,,cocytéw czlowieka”

- str. 37 , drugi akapit; jest: ,,wzrost ekspresji roznorakich genow m.in...’
ekspresji niektorych genow, m.in...”, badz ,,wzrost ekspresji wielu genéw, m.in...”

- str. 38; jest: ,,Obecnie jednak nikt nie opisat zmian...” raczej : ,,Dotychczas nikt nie opisal

zmian...”
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, raczej: ,wzrost

Cele pracy zostalty do$¢ jasno przedstawione w postaci celu gléwnego i 8 celow

szczegbtowych. Mam jednak kilka zastrzezen do tej czesci rozprawy:

- brak jasno sprecyzowanej hipotezy badawczej, aczkolwiek nie do konca, poniewaz w
rozdziale Dyskusja mozna doszuka¢ si¢ elementéw tej hipotezy, ale to wiasnie w tym
miejscu powinna by¢ wyraznie sformutowana.

- cel szczegdtowy nr 2 jest nieprecyzyjnie zdefiniowany 1 przez to niezrozumiaty.

- moja watpliwos¢, polemicznej natury, dotyczy przyjetego przez Doktoranta okreslenia:

»szybka lub dlugotrwata odpowiedz komorek zarodkowych”, w reakcji na stres zadany w

postaci HHP w stadium zygoty lub moruli. Zastanawiam si¢, czy bardziej adekwatnym

terminem nie byloby okreslenie wezesna lub pozna odpowiedz na stres HHP.

Material i metody zostaly opisane w odrebnych podrozdziatach, ktére dobrze koresponduja
7 przedstawionymi celami szczegdétowymi. Na podkreslenie zastuguje zlozony warsztat
metodyczny Doktoranta, ktory wykorzystat do badan szereg nowoczesnych metod 1 technik
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badawczych, w tym =z =zakresu mikroskopii konfokalnej, transmisyjne] mikroskopii
elektronowej oraz technik immunohistochemicznych 1 biochemicznych, a takze
biotechnologicznych z dziedziny rozrodu (przyzyciowe pozyskiwanie oocytow 1 zarodkdéw od
stymulowanych hormonalnie samic-dawczyn, hodowle in vitro zarodkow). Wymagato to
opanowania wielu nowych umiej¢tnosci i ogromnego naktadu pracy. Metody zostaty
prawidtowo dobrane do potrzeb realizacji zatozonych celéw. Rozdziat Materiaty 1 metody
wzbogacony zostal trzema rycinami ilustrujgcymi m.in. sposob liczenia objetosci wzgledne;
mitochondriow wzgledem jednostkowej objgtosci cytoplazmy oraz powierzchni wzgledne]
zewngtrznej btony mitochondrialnej wzgledem jednostkowej objetosci mitochondrium, w
oparciu o obraz z transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM).

Do tej czeSci rozprawy mam nastgpujace uwagi:

- w oparciu o jakie kryteria/przestanki ustalono wartos¢ subletalnego stresu HHP dla
zarodkow swini na poziomie 20 MPa?

- czy uzasadnione jest uzywanie okreslenia subletalny w odniesieniu do HHP, gdyz stresor ten
nie wywolywal zwigkszenia czestoSci wystepowania $mierci apoptotycznej Iub nekrotycznej
w przewazajace] czeSci komorek zarodkow, w konsekwencji prowadzace] do wzmozonej
$miertelnosci zarodkowej?

- w pierwszym podrozdziale oprécz odczynnikéw chemicznych warto byloby umiescic
réwniez wykaz specjalistycznej aparatury/sprzetéw wykorzystywanych do badan

- bardziej zasadne byloby umieszczenie schematu/opisu doswiadczen na koncu rozdziatu, a
nie na poczatku.

Wyniki prac eksperymentalnych zostaly przedstawione starannie i udokumentowane w

postaci czytelnych diagramow shipkowych, 11 tabel oraz 20 fotogramoéw z mikroskopu

konfokalnego, transmisyjnego mikroskopu elektronowego, fluorescencyjnego 1 kontrastowo-

fazowego, ktére w zdecydowanej wigkszosci sa znakomitej jakosci, 1 bardzo dobrze

uzupetniaja/ilustruja opisywane watki. Uzyskane wyniki wnoszg nowe i1 wazne tresci do

ogblnej wiedzy na temat oddzialywania wysokiego ci$nienia hydrostatycznego na potencjat

rozwojowy 1 wewngtrzkomérkowy metabolizm zarodkéw §wini.

Do tej czgSci rozprawy mam kilka uwag:

- str. 63; pomytka w tekscie ,,...nie wykazano statystycznie istotnych roznic (p<0,05)...7, jesli
tak, to powinno by¢ (p>0,05); ten btad powtarza si¢ takze na kolejnych stronach: 68,74,77

- str. 64; Ryc. 10, na obrazach spod mikroskopow (kontrastowo-fazowego 1
fluorescencyjnego) przedstawiono blastocysty kontrolne, nie poddawane stresowi HHP, w
ktérych oceniano poziom ROS, w oparciu o intensywno$¢ fluorescencji, po wybarwieniu
specyficznym fluorochromem (kontrola pozytywna) i nie barwionych (kontrola negatywna).
W kontroli pozytywnej, przed wybarwieniem zarodki dodatkowo inkubowano w 2%
nadtlenku wodoru w celu zwigkszenia poziomu ROS i tego nie rozumiem, bo w tej sytuacji
nie oceniano rzeczywistego poziomu ROS w blastocystach kontrolnych tylko chemicznie
indukowanego. Moja watpliwo$¢ budzi takze jako$¢ zarodkéw z kontroli pozytywnej -
raczej nie przypominaja one blastocyst.

- str. 64; proponuj¢ zmodyfikowaé tytul podrozdziatu 4.2, ,,Pomiar czasowego przebiegu

zmian...”, na ,,Sekwencyjny pomiar przebiegu zmian...”



- str. 68; ,,Opisane powyzej modyfikacje parametrow blastocyst wykryte po zastosowaniu

HHP w stadium moruli byly podobne do parametréw blastocyst uzyskanych po zastosowaniu

HHP w stadium moruli z wyjatkiem...), domyslam si¢, ze miato by¢ ,,Opisane powyzej

modyfikacje parametréw blastocyst wykryte po zastosowaniu HHP w stadium zygoty byly

podobne do parametrow blastocyst uzyskanych po zastosowaniu HHP w stadium moruli z

wyjgtkiem...)

Dyskusja jest rzetelnym omowieniem wynikoéw, zostala napisana z duzg znajomoscig

zagadnienia 1 literatury zrdédlowej. Jest to bardzo interesujgca cze$é rozprawy, zawierajaca

obszerne omowienie wszystkich badanych watkow.

Do tej cze$ci rozprawy mam kilka uwag:

- str. 90; w pierwszym zdaniu Dyskusji Doktorant uzyt dos¢ niefortunnego okreslenia ,,...
wplyw HHP...na wazne funkcje komoérkowe ich blastomerow...”, poprawniej bytoby
~wplyw HHP...na metabolizm wewngtrzkomdrkowy zarodkow...”

- str. 90/91; zbedne powtodrzenia o charakterze metodycznym

- str. 91; blednie zacytowana praca (Sturmey i Leese, 2003)

- str. 93; brak statystycznie istotnych réznic w zawartosci ATP w komorkach zarodkow

traktowanych HHP i kontrolnych Doktorant interpretuje zbyt matg liczbg powtorzen (4-6), z

jego kalkulacji wynika, Ze powinno ich by¢ 15-20, a minimalna liczba zarodkow na poziomie

1000. Czy nalezy zatem przyjac, ze uzyskanych wynikéw dotyczacych pomiarow zawartosci

ATP, nie mozna jednoznacznie ocenic ?

- str. 96; stwierdzenie: ,,Wyniki te wskazuja, ze stres HHP zastosowany w szczegdlnos§ci w

stadium zygoty jest bardziej skuteczng metodg produkcji zarodkéw Swini in vitro niz

standardowy system hodowli w pozywce NCSU-23" jest falszywym stwierdzeniem,
poniewaz HHP nie jest metoda produkcji zarodkéw, a jedynie czynnikiem, ktoéry moze
wplywaé na ich potencjal rozwojowy, a po drugie pozywka NCSU-23 z rdéznymi
modyfikacjami byla/jest powszechnie stosowana w hodowli in vifro zarodkow S$wini,
réwniez w tym doswiadczeniu zarodki, zaréwno traktowane HHP jak i kontrolne, hodowano

w takich warunkach. Dlatego nie mozna tych metod przeciwstawiaé i poprawniej bgdzie

sformutowa¢ to nastgpujaco: ,,Wyniki te wskazujg, ze stres HHP zastosowany w

szczegoOlnosci w stadium zygoty skufecznie zwieksza potencjal rozwojowy zarodkow Swini,

hodowanych w standardowych warunkach hodowli z uzyciem pozywki NCSU-23.”

Whioski. Rozprawa zakonczona jest o$mioma, w wigkszodci logicznie sformutowanymi
wnioskami wskazujacymi osiggniecia naukowe wykonanej pracy. Doktorant wykazat, m.in.,
ze: 1) HHP w stadium zygoty lub moruli oddziatuje korzystnie na potencjat rozwojowy in
vitro zarodkow §wini, a takze na ich jakos¢, 2) HHP w stadium zygoty lub moruli wywotuje
szybka i dlugotrwatg odpowiedz komorek zarodkowych w postaci obnizenia produkcji energii
w oparciu o fosforylacj¢ oksydacyjng, a w konsekwencji redukcje poziomu stresu
oksydacyjnego, przy zachowaniu wzmozonej produkcji energii w beztlenowym szlaku
glikolizy; 3) HHP w stadium zygoty wptywa na zmiany morfologiczne 1 ultrastrukturalne
mitochondriow w komorkach blastocysty, powodujac wzrost objetosci tych organelli oraz
pola powierzchni wewnetrznej btony mitochondrialnej; 4) HHP w stadium zygoty indukuje
wzrost ekspresji bialek enzymatycznych (heksokinazy II 1 syntazy cytrynianowej), natomiast
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nie powoduje zmian w poziomie ekspresji palmitoilotransferazy karnityny II; 5) HHP w
stadium zygoty nie wplywa na zmiang objetosci kropli lipidowych, ale skutkuje obnizeniem
poziomu catkowitej zawarto$ei lipidow w komorkach blastocysty.

Moje zastrzezenia dotyczg wniosku 2:

- Whniosek jest zbyt lakoniczny, wymaga usci$lenia

Podsumowanie recenzji

Rozprawe doktorskg mgr. Marcina Kuci pt.”Wptyw subletalnego stresu w postaci
wysokiego cisnienia hydrostatycznego na kompetencje rozwojowe i metabolizm zarodkow
$wini podczas ich przedimplantacyjnego rozwoju” oceniam pozytywnie zarOwno w wymiarze
koncepcyjnym jak i metodycznym. Uzyskane wyniki posiadajg nowatorski charakter, sg
znaczaco poznaweze i inspirujg do poszerzenia badan w oparciu o zarodki uzyskiwane w
wyniku zastosowania takich technik wspomaganego rozrodu jak zaptodnienie in vitro (IVF)
oraz klonowanie somatyczne (SCNT). Wymienione w recenzji uwagi maja wylgcznie
charakter porzadkowy i dyskusyjny 1 w zaden sposob nie obnizajg ogolnej, pozytywnej oceny
merytorycznej opracowania. Rozprawa spelnia wszystkie wymagania 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 pozniejszymi zmianami (Dz.U. z 2003 r.
Nr 65, poz.595; z 2005 r. Nr164, poz. 1365; z 2010 r Nr96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228; z
2011 r. Nr 84, poz. 455).

Z pelnym przekonaniem wnosze¢ wigc do Rady Wydziatu Biologii 1 Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr Marcina Kuci do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.



