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Ocena rozprawy doktorskiej

mgr inz. Katarzyny Poniedziatek-Kempny
pt.: ., Wplyw zmodyfikowanych warunkéw dojrzewania in vitro oocytéw oraz jakosci i
sposobu przygotowania nasienia knura na pozaustrojowe zaptodnienie u $win”
wykonanej
w Zaktadzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji Instytutu Zootechniki
Panstwowego Instytutu Badawczego w Krakowie
pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Gajdy

1 promotora pomocniczego dr Moniki Trzcinskiej

Ocena wyboru i znaczenia podjetej tematyki badawczej

Tematyka podjeta w przedstawionej do oceny pracy doktorskiej jest w pelni
uzasadniona zaréwno od strony naukowej, jak i aplikacyjnej. Uzyskanie prawidtowych
zarodkow $wini w warunkach pozaustrojowych pozwala nie tylko na wigksze wykorzystanie
potencjatu rozrodczego $win, ale przede wszystkim ma ogromne znaczenie w biomedycynie.
Uzyskanie w wyniku dojrzewania pozaustrojowego dojrzatych i kompetentnych oocytoéw jest
kluczowym, ale nie jedynym elementem w procedurze pozaustrojowej hodowli zarodkéw.
Istotne znaczenie ma takze wiasciwa jako$¢ i przygotowanie nasienia. W przypadku $win,
duzym problemem jest wysoka czgstotliwos¢ zaptodnien polispermicznych i niski odsetek
zarodkow osiagajacych stadium blastocysty o zadowalajacej jakosci. Przyczyng tego zjawiska
moze by¢ zbyt niski postgp w opracowaniu wlasciwej metody przygotowania i kapacytacji
plemnikéw knura, jak réwniez zaburzony przebieg dojrzewania oocytdéw w warunkach
pozaustrojowych. Dlatego tez szereg badaczy stawia sobie za cel opracowanie optymalnego
medium do dojrzewania oocytéw $wini i najwlasciwszego sposobu przygotowania
plemnikéw. Badania powyzszych probleméw prowadzone sg w wielu osrodkach naukowych,

w tym réwniez w Zakladzie Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji Instytutu Zootechniki
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w Balicach. W tym nurcie badawczym miesci si¢ takze praca doktorska mgr Katarzyny

Poniedziatek-Kempny.

Ocena merytoryczna pracy
WSTEP

We ,,Wstepie”, stanowigcym wprowadzenie do problematyki badawczej, Autorka w
pierwszej kolejnosci przedstawita aktualny stan wiedzy z zakresu dojrzewania in vitro
oocytow ze szczegodlnym uwzglednieniem oocytow swinskich. W sposob syntetyczny opisala
procesy, jakie zachodzg w czasie dojrzewania oocytdéw w warunkach fizjologicznych, a
nastgpnie wskazata na istotne czynniki majgce znaczenie w dojrzewaniu oocytow w
warunkach pozaustrojowych. Doktorantka opisata miedzy innymi wplyw kwasu
hialuronowego i wysokiego cisnienia hydrostatycznego na rozwoj oocytéw i zarodkow
(czynnikow, ktére wykorzystata w pracy do modyfikacji warunkow dojrzewania oocytow in
vitro). Autorka w dojrzewaniu pozaustrojowym oocytéw $winskich rozwaza réwniez udziat
tymozyny. Podata przyktady korzystnego dzialania tego hormonu w wielu procesach
zyciowych, wskazujac, ze zostalo ono stwierdzone tylko w komorkach somatycznych. Nie do
konca mozna si¢ z tym zgodzi¢, gdyz istniejg prace wskazujace na udzial tymozyny w
mejotycznym dojrzewaniu oocytéw bydlecych (np. praca Salhab i wsp. 2010:Thymosins -4
and B-10 are expressed in bovine ovarian follicles and upregulated in cumulus cells during
meiotic maturation). Ponadto tytul podrozdziatu (1.1.3.2.), ktéry brzmi ,,Tymozyna jako
suplement pozywki do dojrzewania oocytéw $wini”’ nie jest adekwatny do zawartej w nim
tresci.
Kolejne rozdziaty ,,Wstepu” sg opisem proceséw zachodzacych podczas dojrzewania
plemnikéw, zwlaszcza podczas kapacytacji, ktore warunkuja prawidlowy przebieg reakcji
akrosomalnej i zaptodnienia w warunkach fizjologicznych i pozaustrojowych. Doktorantka
poruszyla tez bardzo istotny problem, jakim jest zaptodnienie polispermiczne, a takze
szczegdtowo scharakteryzowala czynniki wplywajace na efektywnos$¢ zaptodnienia in vitro u
$wini.
W dalszej czedci opracowania Autorka podata informacje dotyczgce jakos$ci nasienia knura,
mozliwosci jego przechowywania i oceny.
»Wstep” konczy przeglad aktualnej wiedzy na temat warunkow hodowli in vitro zarodkow
swiniskich. Autorka wskazala na osiagnigcia, ale tez poruszyta wazne problemy w zakresie

pozaustrojowej hodowli zarodkow $winskich.
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Oceniajgc te cze$¢ pracy stwierdzam, ze dokonany przeglad pismiennictwa mimo pewnych
niedociggnig¢ wprowadza czytelnika w obszar stanowigcy zakres pracy i uzasadnia celowo$é
prowadzenia badan.

CEL PRACY

Gtoéwnym celem pracy byta modyfikacja warunkéw hodowli in vitro niedojrzatych oocytow
swini oraz ustalenie parametrow jakosci nasienia knura po kapacytacji moggcych mie¢ wptyw
na prawidtowe zaplodnienie in vitro u $wini.

Dla realizacji tego celu Autorka zaplanowata realizacje 7 celow szczegdtowych.

Cel pracy jest bardzo ambitny, a jego realizacja wymagata ogromnej pracy i nie byta tatwa.

W mojej ocenie, pierwsza czg$¢ celu glownego dotyczgcego modyfikacji warunkéw
dojrzewania oocytdw in vitro jest jak najbardziej prawidlowa, natomiast sformulowanie
drugiej czesci celu, dotyczacego jakosci nasienia knura, moze by¢ dyskusyjne. Aczkolwiek
zamierzenia wyznaczone w celach szczegétowych sg jasno ukierunkowane i wlasciwie
sformutowane.

MATERIAL I METODY

Rozdzial ,,Material i metody” zawiera opis stosowanych metod badawczych, a takze opis
kazdego z zaplanowanych doswiadczen.

Ze wzgledu na bardzo szeroki zakres prowadzonych prac Doktorantka musiata wykazaé sie
opanowaniem wielu technik badawczych zwigzanych z pozyskiwaniem oocytow, ich selekcja,
zakladaniem hodowli oocytow i zarodkéw, przeprowadzeniem kapacytacji i oceng nasienia.
Na podkreslenie zastuguje wykorzystanie w badaniach metod na poziomie molekularnym
pozwalajgcych na oceng zmian apoptycznych w plemnikach i zarodkach. Analiza statystyczna
zostata wykonana prawidlowo z zastosowaniem wlasciwych testow.

Metodyka badan nie budzi zastrzezen, chociaz w przedstawionym opracowaniu metodycznym
brakuje dos¢ waznych informacji.

e Przede wszystkim kazda opisana metoda badawcza powinna by¢ poparta odpowiednig
pozycjg pismiennictwa, chyba ze jest to opracowanie wiasne (powinno to by¢
zaznaczone). Dotyczy to miedzy innymi oceny morfologicznej oocytéw i poddawania
oocytow dziataniu wysokiego cisnienia hydrostatycznego.

e Nie jasnym jest takze, ktory etap procedury zwiazanej z kapacytacjg plemnikow jest
zmodyfikowany przez Autorke (Autorka w rozdziale ,,Wyniki” wnioskuje, ze
»---Opracowana metoda kapacytacji in vitro nasienia...”str. 63).

* Brakuje informacji dotyczacych stezen poszczegdlnych skladnikow pozywki, np.
NCSU-23 (str. 34).
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Nie wiadomo tez, jakie stezenie tymozyny lub kwasu hialuronowego zastosowano w
modyfikacji wlasnej pozywek. Autorka podaje tylko, ze oocyty hodowano w pozywce
z dodatkiem 0,5 mg tymozyny lub kwasu hialuronowego oraz z dodatkiem 1 mg
tymozyny lub kwasu hialuronowego. Brak réwniez informacji uzasadniajgcych dobor
zastosowanych w pracy stezen powyzszych sktadnikéw w suplementacji pozywek.
Szkoda, ze w tej czgsci opracowania Autorka nie podata konkretnej nazwy handlowej
i numeru katalogowego zastosowanych suplementow. Jest to wazna informacja
wskazujgca, jaki typ tymozyny uzyto do doswiadczen, czy byt to hormon specyficzny
gatunkowo.

Zamieszczony schemat doswiadczen (str. 37) nie za bardzo jest czytelny. Wedtug tego
schematu mozna si¢ spodziewac, ze oocyty z kazdej grupy badawczej byty poddawane
zaptodnieniu pozaustrojowemu plemnikami kazdej grupy doswiadczalnej.
Niedociggnigciem jest takze brak potwierdzenia, ze badania zwigzane z transferem
zarodkow prowadzono w oparciu o zgode Lokalnej Komisji Etycznej (jestem
przekonana, ze Zaklad Biotechnologii Rozrodu i Kriokonserwacji Instytutu
Zootechniki takie pozwolenie posiada).

Brak jest wzmianki o tym, jakiego aparatu uzyto do diagnostyki ultrasonograficznej.

WYNIKI

Uzyskane wyniki zostaty umieszczone w tabelach lub na wykresach i w sposob przejrzysty i

zwigzly zostaly przez Autorke opisane. Rozdziat ten zostal podzielony na kilka czesci, z

ktorej kazda przedstawia rezultaty kolejnego do$wiadczenia. Jednoczes$nie przedstawione

wyniki stanowig wzajemnie uzupelniajaca sie¢ dokumentacje. W dokumentacji tej znajduja sie

takze wartosciowe fotografie obrazow mikroskopowych badanych oocytéw i zarodkow.

W tej czgsci opracowania, Autorka nie unikngta jednak pewnych niedociagnigé.

Nie ma potrzeby powtarzania wynikéw umieszczonych w tabelach (konkretnych
wartosci) w ich opisie.

Niezbyt precyzyjne sg okreslenia, np: cyt.: ,,oocyty dojrzale w pozywee....”, ,,...w
blastocystach, uzyskanych z niedojrzatych oocytéw poddanych...”. Lepiej byloby
zastosowa¢ sformulowanie — oocyty, ktore dojrzewaty w pozywce, albo oocyty
hodowane w pozywce, czy oocyty, ktore przed dojrzewaniem in vitro poddawano
dziataniu wysokiego cisnienia hydrostatycznego. Z pewnoscig sa to pewnego rodzaju
skroty myslowe, ktore jednak moga wprowadzi¢ w blad czytelnika i moga

sugerowac, ze zaptadniano niedojrzate oocyty.
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e W tabeli 8, litery oznaczajace réznice statystyczne powinny by¢ umieszczone po
odchyleniu standardowym.
e Nasuwa si¢ rowniez pytanie, czy na uzyskane wyniki mogly mie¢ wplyw roznice
miedzyrasowe, czy wiek knurow.
DYSKUSJA
Dyskusja zostala przeprowadzona wieloetapowo zgodnie z zaplanowanymi zalozeniami i
uzyskanymi wynikami. Ten rozdzial, Autorka przygotowata bardzo kompetentnie i w sposob
merytoryczny przeprowadzita dyskusje z wynikami innych autorow.

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Zwienczeniem pracy jest rozdzial ,,Posumowanie i wnioski”. W sposob wyczerpujacy
weryfikuja one przyjete cele pracy i majg pelne uzasadnienie w przeprowadzonych
doswiadczeniach. Za najbardziej wartosciowe osiagniecie w pracy uwazam zastosowanie
dodatku tymozyny do modyfikacji pozywki do dojrzewania oocytow S$wini in vitro.
Modyfikacja ta pozwolila uzyska¢ imponujacy odsetek blastocyst, z ktorych czesé

kontynuowata dalszy rozwoj embrionalny i ptodowy w warunkach fizjologicznych.

Ocena formalna pracy

Strona formalna pracy nie budzi zastrzezen. Recenzowana praca liczy ogdétem 81 stron w
uktadzie typowym dla tego typu prac. Czgs$¢ doswiadczalng poprzedza streszczenie (w jezyku
polskim i angielskim) i dwudziestostronicowe wprowadzenie. Wykorzystane w pracy
pismiennictwo obejmuje 206 pozycji; w wigkszosci sg to aktualne pozycje obcojezyczne. Na
podkreslenie zastuguje staranny wykaz pozycji piSmiennictwa.

Praca napisana jest starannym jezykiem, wilasciwym dla prac naukowych. Co prawda
wystepuje w niej kilka uchybien stylistycznych, drobnych niescistosci i dwuznacznosci
stwierdzen.

Z obowigzku recenzenta musz¢ wymieni¢ zauwazone bledy czy niezrecznosci edytorskie:

e Podrozdziaty od 1.1.3.1 do 1.1.3.3 nie sg ujete w spisie tresci.

e Skroty niektérych hormonéw, czynnikow itd. nie sg wyjasnione w tekscie (takie
wyjasnienie powinno si¢ znajdowa¢ w miejscu, w ktorym po raz pierwszy sie je
wymienia) (np. str. 14).

e Zamiast okreslenia , komorki T” powinno by¢ limfocyty T.

o Skrot eCG (str. 31) nie oznacza gonadotropiny zrebnych klaczy, ale konska

gonadotroping kosmoéwkowa.



Strona6z6

e Niekiedy Autorka (w czesci doswiadczalnej pracy) uzywa okreslen: ,,nasze wyniki,
zrobiliSmy, uzyskaliSmy, w uzyskanych przez nas wynikach, wyzszy od naszych”. W
moim odczuciu powinno byé: uzyskane wyniki, wykonano, zrobiono, wyzszy niz w

niniejszej pracy itd.

Reasumujac, zwracam si¢ z prosba do Autorki rozprawy doktorskiej o ustosunkowanie sie do

wszystkich moich uwag i watpliwosci zawartych w catej recenz;ji.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Przedstawione uwagi nie obnizajg merytorycznej wartosci pracy, na ktérg sktada sie dobrze
opracowany przeglad piSmiennictwa, przemyslany, dobrze zaplanowany i zrealizowany cykl
doswiadczen, a przede wszystkim prawidtowo zweryfikowane wnioski o priorytetowym

znaczeniu dla badan nad pozaustrojowg hodowlg zarodkéw $winskich.

W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr
inz. Katarzyny Poniedziatek-Kempny pt.: ,,Wplyw zmodyfikowanych warunkow dojrzewania
in vifro oocytow oraz jakosci i sposobu przygotowania nasienia knura na pozaustrojowe
zaplodnienie u $win” odpowiada warunkom okreslonym w artykule 13 ustawy z dnia 14
marca 2003 roku: o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 z 2003 r., poz. 595, z p6z. Zm).

W zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Zootechniki —
Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Poniedzialek-

Kempny do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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