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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytulowanej ,,Wplyw wybranych czynnikéw
genotoksycznych na oocyty myszy” autorstwa pana mgr Lukasza Ggsiora

W  przedstawionej do mojej oceny rozprawie doktorskiej, autor zaprezentowal i
przedyskutowal wyniki kompleksowych badan zmierzajacych do wyjasnienia wplywu
czynnikow genotoksycznych na oocyty myszy i do identyfikacji ewentualnych mechanizmow
obronnych wyst¢pujacych w zenskich komoérkach rozrodczych przed i w trakcie procesu
dojrzewania mejotycznego. Doktorant skupit swoja uwage na dziataniu dwoch czynnikow
stresogennych, ktore r6znig si¢ mechanizmem dziatania: t-BHP i etopozydu.

Poznanie mechanizméw molekularnych powodujacych obnizenie jakosci komérek
rozrodczych jest ogromnym wyzwanie wspétczesnosci ze wzgledu na ciggle obnizajace sig
zdolnosci rozrodcze ludzi. Wynikaja one migdzy innymi z dzialania stresoréw chemicznych,
ktdére cztowiek sam wprowadza do srodowiska. Z oczywistych wzgledow badania tego typu
muszg by¢ prowadzone najpierw na modelach zwierzgcych. Trzeba rowniez zaznaczy¢ w tym
miejscu, ze bezposrednie przenoszenie wynikdw uzyskanych na tych modelach na ludzi nie
jest mozliwe. Po wykryciu i opisaniu tych mechanizméw na przyktad u myszy, co czyni w
swoim doktoracie mgr Ggsior, trzeba bedzie w przysztosci wykonaé¢ podobne obserwacje i
doswiadczenia na oocytach ludzkich. Tylko w ten sposéb mozna bedzie stwierdzi¢ czy te
same, czy tez inne mechanizmy dziatajga w ludzkich zenskich komérkach rozrodczych. W
mojej opinii, mgr Ggsior wykonat pierwsza czes¢ tej pracy z bardzo dobrymi skutkami.

Pierwsza czg$¢ badan skupia si¢ na opisie i doswiadczalnym ustaleniu jakie skutki wywotuja
oba stresory dziatajac na oocyty profazowe myszy nastepnie zaindukowane do rozpoczecia
dojrzewania mejotycznego in vitro. Ta czes$¢ badan jest bardzo skrupulatnie i z prawdziwy
zacigciem naukowym przedstawiona w niniejszej rozprawie. Opisano szczegdlowo wplyw
obu stresoréw na przebieg dojrzewania mejotycznego oocytow. Stosujagc odpowiednie
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inhibitory chemiczne wykazano udziat punktéw kontrolnych typu checkpoint w odpowiedzi
oocytow na dziatanie stresorow. Przeprowadzono testy na zywotno$¢ oocytéw poddanych
stresowi. Zbadano wplyw samej hodowli in vitro jako czynnika przyczyniajacego sie do
ogblnego stresu oocytéw i mozliwosci usuwania jego skutkéw przez hodowane oocyty.
Doktorant skupit si¢ oddzielnie nad dziataniem stresogennym na jgdrowe i mitochondrialne
DNA. Zbadal on rdéwniez zaleznosci migdzy manipulowaniem poziomem transkrypcji i
konfiguracji chromatyny na poziom uszkodzen DNA i dynamike ich napraw w oocytach.
Przedstawione nastgpnie w rozprawie badania stresogennego dzialania na genom
mitochondrialny dotycza zardwno morfologii jak i organizacji, liczby i wilasciwosci tych
organelli w badanych oocytach. Przeanalizowano rolg¢ aktywnych form tlenu i poziom
produkcji i akumulacji ATP. Liczby i organizacje mitochondriow w oocytach ujawnione
metodami cytologicznymi zestawiono z badaniem ilosciowym mitochondrialnego DNA przy
pomocy metod analizy molekularnej. Nalezy podkresli¢ zalete takiego podejscia, ktore
umozliwilo ujawni¢ w sposéb bardzo rygorystyczny wplyw stosowanych stresoréw na
indukowane zmiany i ich naprawg. Nastepnie przeprowadzono badania morfologiczne jakosci
tworzonego w stresowanych oocytach aparatu podzialowego poprzez obserwacje
immunofluorescencyjne chromosomow i mikrotubul wrzeciona podziatowego podczas
dojrzewania mejotycznego stresowanych oocytéw. Na podkreslenie zastuguje bardzo
precyzyjna analiza statystyczna tych wynikéw. Zbadano réwniez wplyw wywolywanego
doswiadczalnie stresu na ekspresj¢ gendéw znanych z zaangazowania w procesy naprawcze
DNA. Uwzgledniono wptyw stresoréw na krople lipidowe, ktére stanowig istotny element
wskazujacy na jako$¢ oocytow.

Na szczegolng uwage zastuguje nowatorska koncepcja zastosowania transferu jader
komorkowych miedzy oocytami poddawanymi stresowi genotoksycznemu. Zastosowanie jej
pozwolito po raz pierwszy uzyska¢ uktad doswiadczalny, w ktorym w komérkach obecne sa
indukowane uszkodzenia genomu jadrowego przy nienaruszonym genomie mitochondrialnym
1 vice versa. Dzigki takiemu podejsciu mozna byto rozrézni¢ w jakim stopniu rézne procesy
sktadajgce si¢ na odpowiedz oocytdw na stres (m. in. aktywacja punktéw kontrolnych cyklu
komorkowego, czy wzrost liczby kopii mtDNA) wywolywane sg uszkodzeniami genomu
jadrowego, a w jakim uszkodzeniami genomu mitochondrialnego. Innymi stowy, mozna bylo
ustali¢ jaki jest udzial uszkodzen genomu jadrowego, a jaki uszkodzen genomu
mitochondrialnego w procesach skladajacych si¢ na odpowiedZ oocytu na stres
genotoksyczny.

W zwiazku z t3 czescig rozprawy mam pytanie czy rozwazane bylo wykonanie takiego
wariantu do$wiadczalnego, w ktorym stresowany bylby sam cytoplast, czyli cze$¢ oocytu
oddzielona od jadra komorkowego, a nastgpnie tgczony bytby on na drodze fuzji komérkowe;
z odpowiednim partnerem? Czy taki wariant eksperymentalny mogiby postuzyé do
precyzyjniejszego rozdzielenia efektéw mitochondrialnych od jadrowych?

Intrygujace i solidnie udokumentowane (m.in. przez obrazowanie barwnikami Mitotracker i
przez zastosowanie analizy mtDNA z wykorzystaniem dwdch réznych wariantow techniki
PCR) jest wykazanie wzrostu liczby kopii mtDNA w oocytach poddanych dziataniu stresu.
Doktorant proponuje interesujaca koncepcjg, w mysl ktorej utrata jakosci mtDNA (a by¢
moze takze inne defekty oocytu?) stymulowataby wzrost replikacji tegoz mtDNA. Jak pisze
doktorant samo wlaczenie replikacji genomu mitochondrialnego, nawet bez udziatu jego
aktywnych napraw, skutkuje wzrostem proporcji kopii prawidlowych czasteczek mtDNA w
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stosunku do uszkodzonych. Mechanizm taki doprowadzatby zatem do poprawy jakosci
mitochondrialnego genomu, z ominigciem wymogu dziatania specyficznego mechanizmu
naprawy mtDNA. Zwigkszona replikacja mtDNA mogtaby wigc okaza¢ sie gléwnym
mechanizmem przywracajacym jakos¢ mtDNA lub mechanizmem réwnolegtlym w
przypadku, gdyby oocyt byl zdolny do prowadzenia aktywnych napraw. Czy takie naprawy
zachodza nie udato si¢ niestety ustali¢ w trakcie tego doktoratu ze wzgledu na ograniczenia
stosowanych metod. Warto nadmienié¢, ze takiego mechanizmu komorka nie moze uzy¢ do
przywracania jakosci genomu jadrowego, dla ktorego liczba cykli replikacyjnych jest
ograniczona do jednego na cykl komoérkowy. Nie wiadomo, czy indukowana stresem
replikacja mtDNA wystepuje w innych typach komérek. Nalezy jednak pamiegtad, ze oocyt co
najmniej z kilku powodéw moze dysponowal wytworzonymi w trakcie ewolucji
szczegblnymi mechanizmami pozwalajgcymi na zachowanie wysokiej jakosci genomu
mitochondrialnego. Po pierwsze, mtDNA oocytu stanowi matryce¢ przekazywang z pokolenia
na pokolenie i stad niezwykle istotna jest jego jakos¢. Po drugie, prawidlowa funkcja
mitochondriéw jest absolutnie kluczowa w przebiegu zaplodnienia i rozwoju
preimplantacyjnego. Po trzecie, naklady energetyczne ponoszone przez organizm do
osiggnigcia dojrzatych stadiow oocytdw sa na tyle wysokie, ze w przypadku wystgpienia
mniej szkodliwych anomalii by¢ moze lepszym ewolucyjnie rozwigzaniem jest uruchomienie
szczegoblnych mechanizméw utrzymujacych taki genom w obrebie oocytu niz jego eliminacja,
ktora wydaje si¢ rozwigzaniem korzystnym dla wielu innych typow komorek. Z powyzszych
wzgleddw, hipoteza sformutowana przez doktoranta na temat wyewoluowania szczeg6lnego
mechanizmu ochrony genomu mitochondrialnego wtasnie w oocytach jest bardzo ciekawa i
wysoce prawdopodobna. Mam nadzieje, ze doktorant bedzie mial okazj¢ w trakcie swojej
dalszej kariery naukowej doglebnie zbadad to niezwykle ciekawe zagadnienie.

Bardzo wazng zaleta recenzowanej tu rozprawy doktorskiej jest wysoka jako$¢ i doskonata
klarownos$¢ wywodu. Wstep zawiera wszystkie podstawowe informacje, ktore musi posiadaé
czytelnik aby moc zrozumieé cele do$wiadczalne i doceni¢ wyniki przedstawionych w
rozprawie badan. Informacje te przedstawione sg w czytelny sposob i z odniesieniem do
najnowszych wynikéw badan dostgpnych w postaci literatury przedmiotu w jezyku
angielskim. Koncepcja badan i cele jakie postawit sobie doktorant tez sg przedstawione w
sposoOb bardzo czytelny. Po zapoznaniu si¢ z catoscig rozprawy doktorskiej trzeba stwierdzié,
ze wszystkie wymienione tu cele naukowe zostaty osiggniete.

Na wyroznienie zasluguje rdwniez opis rozdzialu Materialy i Metody. Doktorant opisuje
zastosowane metody z wielka doktadnoscia, ttumaczy sens uzycia takich wlasnie metod i
analizuje ich przydatnos¢ jak i ograniczenia. To ostanie jest szczegolnie istotne, gdyz wiasnie
rozpoznanie limitdéw metodologicznych umozliwia prawidtowa interpretacje wynikow i
zabezpiecza przed ich nadinterpretacja. Doktorant udowadnia, iz w pelni zdaje sobie sprawe z
tego, ktore z zastosowanych metod pozwalajg na dokonanie dogltebnych interpretacji, a ktore
daja jedynie wskazowki dotyczace mozliwych interpretacji. Bardzo istotne sg tez wysitki
polegajace na dostosowaniu istniejacych metod do uzytego materiatu i wprowadzanie
modyfikacji, ktore podniosty znacznie jakos$¢ uzyskanych wynikow.

Ostania czgs¢ rozprawy doktorskiej, czyli Dyskusja, jest rowniez bardzo ciekawg lekturg i
pokazuje umiejetnos$¢ krytycznej analizy wynikéw przez doktoranta. Dyskusja wykazuje
pelng znajomos¢ tematu badawczego przez doktoranta, migdzy innymi przez powotywanie sie
na ostatnio publikowane badania. Wida¢, zaangazowanie doktoranta i to, ze $ledzi z wielkg
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uwaga literatur¢ przedmiotu i swobodnie si¢ nig postuguje w kontekscie wtasnych dokonan.
Te cechy Swiadczg o naukowej dojrzatosci doktoranta i jego wstrzemiezliwos$ci w ocenie
wiasnych wynikow, jak rowniez o krytycznym podejsciu do danych bibliograficznych.

W przedstawionej tutaj ocenie skupilem si¢ na formalnej stronie rozprawy ze szczegdlnym
uwzglednieniem merytorycznej i technicznej jako$ci przedstawionych badan, wykazaniem sie
umiejetnosciami doswiadczalnymi przez autora, jak réwniez zdolnosciami przekazania
informacji naukowej w formie pisemnej. Wszystkie te aspekty sg w rozprawie bez zarzutu.

Podsumowujac, pracg przedstawiong do mojej oceny uwazam za bardzo wartosciows i w
pelni spelniajagca wymogi stawiane przed rozprawami doktorskimi. Jest ona na bardzo
wysokim poziomie naukowym i z pewnoscig zastuguje na wyrdznienie, o ktére w tym
miejscu jednoznacznie postuluj¢. Dlatego z przekonaniem wnioskuje o dopuszczenie mgr
Lukasza Gasiora do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i szczerze gratuluje mu
doskonale wykonanej i zaprezentowanej pracy.

J



