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Dzigki wyjatkowym wilasciwosciom do odnawiania si¢ i roznicowania w rézne linie
komorkowe, mezenchymalne komorki macierzyste (MSC) sg obiektem badan naukowcow
réznych dziedzin, dajac nadzieje w pierwszym rzedzie na ich zastosowanie w medycynie
regeneracyjnej jak réwniez wykorzystanie w biologii i biotechnologii, w tym zwigkszeniu
efektywnosci metod wspomagajacych rozrod. Opanowanie metod pozyskiwania i izolacji
tych komorek stworzylo nowe mozliwosci w zakresie szerszego poznania ich wlasciwosci
i dato impuls do szybkiego rozwoju badan w tym kierunku. W nurt tych badan, z duzym
powodzeniem, wlaczyt si¢ rowniez Zespot Dziatu Biotechnologii Rozrodu Zwierzat 1Z PIB w
Krakowie. Wykonane w tym Zespole nowatorskie i interdyscyplinarne prace, w ktére mocno
zaangazowana byla Promotor niniejszej rozprawy, przyczynily si¢ do blizszego poznania
wilasciwosci 1 mozliwosci modyfikacji MSC izolowanych ze szpiku Kkostnego oraz
wyjasnienia mechanizmow ich réznicowania w zadany typ komorek. Do szerszego zajecia sie
MSC sklaniaty réwniez Zespol mozliwosci wykorzystania ich do przedimplantacyjnego
zwigkszenia potencjatu rozwojowego zarodkéw, w tym klonalnych §win, ktory to problem
rozwigzywany jest w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzat od lat.

Stad tez, podjecie badan przez Autorke pracy nad mozliwoscia wykorzystania wysokiego
ci$nienia hydrostatycznego do ograniczenia strat jakie wystepujg w czasie konserwacji MSC
oraz poprawg efektywnosci produkcji zarodkéw bydlgcych, nalezy uzna¢ za interesujgce
i uzasadnione, zwazywszy znaczenie realizowanych prac dla rozwoju badan z zakresu
nowoczesnej medycyny regeneracyjnej oraz ochrony zdrowia ludzi i zwierzat. Podjety
problem badawczy wpisuje si¢ w nurt badan realizowanych aktualnie na $wiecie,

zmierzajacych do blizszego poznania wlasciwosci MSC oraz mozliwoscei ich modyfikacji.



Przedstawione we wstepie recenzji wybrane aspekty z zakresu znaczenia MSC
i koniecznos$ci rozwijania nad nimi badan, podkreslaja wazno$¢ podjetej tematyki pracy
doktorskiej, a zarazem celowo$¢ jej wykonania. Ma ona charakter studium
eksperymentalnego dotyczacego w glownej mierze wplywu wysokiego cisnienia
hydrostatycznego (HHP) na wybrane wiasciwosci biologiczne i zdolnosci funkcjonalne
mezenchymalnych komorek macierzystych (MSC) $wini.

Praca liczy 94 stron maszynopisu, zawiera 123 pozycje piSmiennictwa, z czego 112
stanowig prace obcoj¢zyczne (anglojezyczne) oraz zawiera 11 rycin, 9 tabel i 10 fotografii.
Praca zostala napisana wedlug klasycznego schematu przyjetego dla tego rodzaju opracowan
naukowych, z podzialem na rozdziaty: wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusja,
podsumowanie i wnioski, bibliografia. Na poczatku pracy zamieszczono streszczenia
w jezyku polskim i angielskim oraz stosowane skroty i oznaczenia, a na koncu pracy spis
rycin, tabel i fotografii.

We wstepie, bedagcym zarazem przegladem literatury, Autorka zaznacza, ze w trakcie
kriokonserwacji zywych komorek dochodzi zaréwno do uszkodzen mechanicznych
obnizajgcych wyniki ich odzyskiwania, jak rowniez innych zaburzen, miedzy innymi indukcji
procesu apoptozy. Po kréotkim wyjasnieniu tego procesu podaje mozliwosci ograniczenia jego
negatywnych skutkow wskazujac, ze jedna z drog poprawy efektywnosci kriokonserwacii
komérek moze by¢ indukcja reakcji obronnych poprzez poddawanie ich dziataniu wysokiego
cisnienia hydrostatycznego. Majac na uwadze pozytywny wplyw tego parametru na poprawe
kriotolerancji komorek rozrodczych przyjeto, ze podobny efekt bedzie w przypadku
mezenchymalnych komoérek macierzystych (MSC). Dalej Doktorantka charakteryzuje te
komorki podkreslajgc ich multipotentny charakter i wykazywanie ekspresji wielu markerow
powierzchniowych przy jednoczesnym braku antygendéw charakterystycznych dla komorek
endotelialnych oraz hematopoetycznych. Wymienia takze markery na podstawie, ktérych
okreslany jest multipotentny charakter MSC, omawiajac trzy z nich, gen Rex1, Sox2 i C-myc,
wykorzystane w swojej pracy. Podaje, ze komodrki o potwierdzonej ekspresji tych genow
moga by¢ izolowane ze szpiku kostnego, co pozwala uzyskiwa¢ duze iloci materiatu od
jednego osobnika, ktory trzeba przechowaé. Ze wzgledu na fakt, iz efektywnosé
kriokonserwacji nie jest jeszcze zadawalajgca, a proces ten moze wplywaé takze na
wlasciwosci  biologiczne MSC, zachodzi potrzeba opracowania efektywnej metody
pozwalajacej zminimalizowa¢ wplyw zamrazania i rozmrazania na procesy biologiczne
komorek. Uzupelnieniem tej czgsci rozwazan Autorki jest przedstawienie zwigzkéw

ostaniajgcych wykorzystywanych w  kriokonserwacji, z podzialem na penetrujgce



i niepenetrujace. Omawiajgc najczesciej wykorzystywane zwiazki w tych grupach i zmiany
zachodzace w komorkach nawiazuje do apoptozy. Przytacza najnowsze prace kilku autoréw
z ostatnich lat dowodzace, ze w rozmrazanych kriokonserwowanych MSC aktywowane sg
oba szlaki apoptozy — wewnetrzny i zewngtrzny, ktérych mozliwe jest hamowanie. Szlaki te
nastgpnie omawia, wskazujac na dominujace znaczenie kaspaz, taczacych powyzsze szlaki,
ktore mozna podzieli¢ na inicjatorowe i wykonawcze. Wyjasniajagc w przystepny sposob
zmiany zachodzace w czasie apoptozy, podkresla znaczenie kspazy 8, bedacej kaspaza
inicjujaeg i formujgcg kompleks aktywujgcy sygnat $mierci. Zaznacza, iz obecno$é powyzszej
kaspazy jest wymagana do indukcji apoptozy szlakiem zewnetrznym. Podczas przebiegu
natomiast szlaku wewnetrznego dochodzi do zachwiania réwnowagi miedzy iloscig
wytwarzanych biatek pro- i antyapoptycznych. Szerzej charakteryzuje biatko Bax,
powszechnie stosowane jako marker jakosci oocytow i zarodkoéw oraz biatko Bcly, mogace
wystgpowaé w dwoch izoformach: Belxp i Belxs. Opierajgc sie na pracach innych autorow
Doktorantka zaznacza, iz poziom ekspresji bialek pro- i antyapoptycznych oraz kaspaz jest
wykorzystywany réwniez w ocenie jakosciowej MSC.

Waznym biatkiem nalezacym do rodziny inhibitoréw apoptozy, ktérego mechanizm
dzialania w tym procesie opisuje Autorka, jest surwiwina. Poza oddziatywaniem na kaspazy 3
19, dodatkowo dziata ona takze w mechanizmie niezaleznym od kaspaz hamujac apoptoze
poprzez inhibicj¢ uwalniania czynnika indukujgcego apoptoze z mitochondrium. Réznice
w poziomie ekspresji tego biatka pozwalajg typowa¢ go na markera jakosci zarodkéw, co
zostato wykorzystane w niniejszej pracy.

Obydwie drogi inicjacji apoptozy, jak opisuje dalej Autorka, prowadza do aktywacji
kaspazy 3, nalezacej do tzw. kaspaz wykonawczych, ktéra posrednio przyczynia si¢ do
fragmentacji DNA. Dalej przedstawia szczegdtowo $ciezke tego procesu, podkreslajac w nim
rol¢ biatka dezoksyrybonukleazy aktywowanej przez kaspaze (CAD) i jego inhibitora
(ICAD). Ze wzgledu na potwierdzong rolg biatka CAD w degradacji chromatyny, zostato ono
wykorzystane przez Autorke niniejszej pracy do oceny jakosci MSC pod katem zmian
apoptotycznych, zachodzacych w czasie poddawania tych komérek dziataniu HHP
i kriokonserwacji.

Korncowa czgs¢ rozdzialu poswigcona jest gtéwnemu czynnikowi badawczemu, tzn.
wysokiemu ci$nieniu hydrostatycznemu (HHP). Na kilku stronach Doktorantka prezentuje
aktualny stan wiedzy dotyczacy wplywu tego czynnika na rézne komérki organizmu
i rozwijane kierunki badan z wykorzystaniem techniki HHP. Podkresla wszechstronne

mozliwosci jej zastosowania, m.in. w medycynie, technologii zywnosci, biotechnologii,



w tym réwniez do poprawy jakosci gamet i zarodkow oraz komoérek macierzystych ssakow
hodowanych in vitro. Istotnym w kontekscie realizowanych przez Nig badan jest
przedstawienie mozliwych drég korzystnego oddzialywania HHP na organizm i komorki.
W interesujacy sposéb omawia migdzy innymi role biatek opiekunczych chaperonéw,
zwlaszcza nalezacych do tej grupy biatek szoku cieplnego (HSP), a wsréd nich nalezace do
rodziny HSP70, bedacymi inhibitorami apoptozy. W pelni zatem stusznym, jednoczesnie
przekonywujacym i uzasadniajacym celowos¢ podjetych badan jest stwierdzenie Autorki, ze
komorki poddane HHP moga zakumulowa¢ wigksza ilo$¢ biatek opiekunczych niz
w warunkach fizjologicznych, dzigki czemu w przypadku dzialania kolejnego czynnika
stresogennego, jakim jest np. kriokonserwacja, mogg one szybciej przeciwdziataé
zachodzgcym niekorzystnym zmianom.

Po przedstawieniu najwazniejszych cech uzasadniajgcych wybér HHP jako stresora,
w dalszej czg$ci swoich rozwazan Autorka zaznacza, ze czynnik ten moze byé wykorzystany
w technikach wspomaganego rozrodu do poprawy stopnia przezywalnosci gamet po
kriokonserwacji, hodowli in vitro, transferze jadra komorki somatycznej lub przy stosowaniu
inseminacji. Przytacza szereg prac badawczych wykonanych na oocytach oraz blastocystach
swini i myszy, wskazujacych na zmienne efekty wptywu HHP na ich jako$¢ w zaleznosci od
innych czynnikéw, m.in. temperatury, pozywki, wysokosci cisnienia itp. Prace te
jednoznacznie wskazuja, z¢ HHP wptywa nie tylko na poziom ekspresji genow, ale takze na
pigtnowanie rodzicielskie genéw podczas rozwoju embrionalnego. Parametr ten moze
rowniez wptywaé na ruchliwosé plemnikow i ich zdolno$é zaptadniajaca.

Na tle realizowanych prac zwiazanych z komoérkami ptciowymi i zarodkami, niewiele
wiadomo o wplywie HHP na komoérki macierzyste lub wykorzystaniu tych komorek
poddanych dziataniu HHP w wspéthodowli zarodkéw zwierzat. Badania, jakie realizowano
na tych komoérkach, dotyczyty cyklicznego cisnienie hydrostatycznego. Byl to zapewne
istotny argument, motywujacy do przeprowadzenia niniejszych badan.

Podsumowujqc  prezentowany  rozdzial ~wstgp, bedgcy zarazem  przeglgdem
pismiennictwa, na szczegolne podkreslenie zastuguje sposéb i forma przedstawienia
informacji. Jest ona jasna i przejrzysta. Autorka potrafila zaprezentowac¢ trudne zagadnienia
w przystepnym i zrozumialym dla czytelnika ukladzie. Wykorzystano w nim aktualne materialy
Zrédlowe, odpowiednio zinterpretowane, co $wiadczy o dobrej znajomosci omawianej
tematyki i dobrym Jej przygotowaniu teoretycznym. Dokonany przez Nig poprawnie przeglgd
literatury naukowej, zwlaszcza dotyczqcy mechanizméw apoptozy i wplywu wysokiego
ciSnienia hydrostatycznego na komorki, moze stanowié Zrédlo materialu faktograficznego,
obejmujgcego wybrane zagadnienia z zakresu poprawy efektywnosci kriokonserwacji
materialu biologicznego



W rozdziale ,,Wstep” zawarto kilka probleméw dotyczacych zjawisk towarzyszacych
apoptozie, znaczeniu i wptywie HHP na komorki i inne, ktére mozna byto wyr6zni¢ w postaci
podrozdziatow. Rozdzial ten bytby wtedy bardziej przejrzysty.

Na tle przedstawionych rozwazan we wstepie, w pelni uzasadnionym jest podjgcie

realizacji niniejszej pracy i postawienie gldwnego celu jakim bylo opracowanie efektywnej
metody kriokonserwacji komorek MSC $wini.
Cel ten realizowano poprzez sprawdzenie najkorzystniejszych wariantéw ci$nienia
zwigkszajgcych podatnosé MSC na kriokonserwacje, a nastepnie zbadanie wplywu dwdch
najkorzystniejszych wartosci na jakos$¢ i zdolnosci funkcjonalne komorek poprzez ocene
zmian apoptotycznych oraz jakosci zarodkoéw bydlgcych uzyskiwanych w  wyniku
zaptodnienia in vitro i hodowanych w obecnosci MSC poddawanych dziataniu HHP.

Zaplanowane badania przeprowadzono na komoérkach MSC izolowanych z pobranego

szpiku kostnego loszek i knurkéw rasy polskiej biatej zwistouchej. Po kilkudniowej hodowli
in vitro MSC poddawano dziataniu HHP o cisnieniu od 20 do 60 MPa. Po zamrozeniu
i rozmrozeniu komorki poddawano wszechstronnym badaniom oceniajgc ich zywotnosé,
tempo proliferacji, poziom ekspozycji fosfatydyloseryny na powierzchni komorek oraz
poziom ekspresji transkryptow kilku genéw. Po wyborze dwoch najkorzystniejszych wartosci
cisnienia HHP, oceniano poziom zmian apoptotycznych w fazie inicjacji, wykonawczej oraz
zniszczenia dokonujgc pomiaru ekspresji wybranych genow.
Wplyw HHP na zdolnosci funkcjonalne MSC oceniano posrednio poprzez ocene jakosci
blastocyst uzyskanych we wspothodowli z komoérkami MSC poddawanych wczesniej
dziataniu réznych wartosci cisnienia. W celu okreslenia bezposredniego wplywu HHP na
oceniane komorki, przeprowadzono oceng obecnosci proapoptycznego biatka Bax.

Wykonanie badan wymagalo duzego zaangazowania i dobrego przygotowania Doktorantki
oraz calego Zespolu wspoluczestniczgcego w ich realizacji na kazdym etapie poszczegélnych
procedur, poczgwszy od pobrania MSC i ich przygotowania do hodowli, poprzez hodowlg
w odpowiednich pozywkach, a nastgpnie oceng danej cechy. W badaniach tych wykorzystata
nowoczesny sprzet i najnowsze metody z zakresu biologii molekularnej, ktore pozwolily Jej
miedzy innymi dokona¢ izolacji RNA, oznaczy¢ ilosci transkryptow gendw, czy tez wykonaé
pomiary aktywnosci kaspazy 8.
Duzego zaangazowania i znajomosci problemu wymagaly badania majgce na celu okreslenie
wplywu HHP na jakos¢ zarodkow, ktére uzyskiwano w warunkach in vitro, a w koricowym
etapie doswiadczenia oceniano metodq TUNEL.

Formg opisowa metodyki badawczej uzupelniajg cztery ryciny (1A, 1B, 2 i 3)

ilustrujgce poszczegdlne procedury postegpowania w czasie przygotowania préb do badan,

konserwacji MSC, a nastepnie ocen¢ ich jakosci. Jedna z rycin w przejrzysty sposob



prezentuje schemat pozaustrojowego uzyskiwania zarodkéw bydlecych. Ryciny te pozwalajg
czytelnikowi lepiej zorientowac sie w postgpowaniu metodycznym.

Na uwage zastuguje przejrzyscie przedstawiony uklad doswiadczenia, a wszechstronnosé
technik badawczych i potrzeba dostosowania metodyki Swiadczg o dobrym przygotowaniu
Autorki pracy od strony analitycznej. Podkreslenia wymaga takze trafny dobdr metod
badawczych, zwlaszcza w kwestii oceny zmian apoptotycznych mezenchymalnych komorek
macierzystych, oznaczenia poziomu ekspresji bialek oraz pozaustrojowej produkcji zarodkéw
i oceny ich jakoSci. Wynika to zapewne z duzych mozliwosci realizacji specjalistycznych
badan w Dziale Biotechnologii Rozrodu Zwierzgt i dobrej znajomosci technik badawczych,
zwlaszcza dotyczgcych oceny zmian apoptotycznych komdrki przez Promotor rozprawy,
bedqcej uznang specjalistkqg w tym zakresie.

W nastepnym rozdziale pracy szczegélowo omoéwiono uzyskane wyniki. Przyjety

uklad rozdzielenia wynikow od dyskusji jest czytelny i dobrze stuzy poznaniu
najwazniejszych efektéw pracy.

W toku realizacji badan Autorka uzyskata szereg interesujgcych wynikéw. Majg one
znaczenie poznawcze i praktyczne, zmierzaja bowiem do opracowania skutecznej metody
konserwacji MSC. W badaniach swoich wykazata, ze zastosowanie zrdznicowanego
wysokiego ciSnienia hydrostatycznego nie wplynelo istotnie na poziom ekspresji
proapoptycznego biatka Bax w komorkach MSC nie poddanych kriokonserwacji. Poddanie
natomiast tych komorek dziataniu HHP, a nast¢pnie kriokonserwacji miato istotny wplyw na
ich zywotno$¢ zaraz po rozmrozeniu. Opierajac si¢ na pracach innych badaczy wykonanych
na oocytach i zarodkach Autorka przypuszcza, iz procedura HHP poprzez stymulacje reakcji
obronnych na stres poprawia zywotno$¢ komorek, gamet oraz zarodkow
kriokonserwowanych réznymi metodami. Efekt ten okazuje sie jednak krotkotrwaty, gdyz po
8 dniach brak bylo réznic migdzy grupami. Poddanie komoérek MSC dziataniu HHP
korzystnie wplyneto na ich tempo proliferacji. Najbardziej korzystny wplyw miat wariant
z cisnieniem 40 MPa. Na podstawie oceny powyzszego tempa proliferacji Autorka
przypuszcza, ze wysokie cisnienie hydrostatyczne o podanej wartosci wptywa na zmiany
w ekspresji genéw biorgcych udzial w regulacji tempa proliferacji komorek. Z analizowanych
trzech genéw badany czynnik wywieral znaczacy wplyw na ekspresje genu Rex1. Warto$é
cisnienia 60 MPa okazata si¢ w tym przypadku najkorzystniejsza. Nie wykazano natomiast
zadnych statystycznie istotnych réznic w przypadku genéw C-myc i Sox2. Wyniki te Autorka
poréwnuje w nastgpnym rozdziale dyskusja z pracami innych badaczy poddajacych komérki
MSC stresowi napigcia. W pracach tych napigcie w przeciwienstwie do HHP stymulowato
ekspresj¢ genu C-myc. Po interesujacej dyskusji przypuszcza, ze brak zmian w profilu tego

genu w wykonanych przez Nig badaniach moze wynikaé z faktu, iz stosowane wartosci



cisnienia HHP byly warto$ciami do$wiadczalnymi i mogly si¢ okazaé niewystarczajacym
bodzcem do stymulacji ekspresji genu. Dalej Doktorantka podkresla, ze MSC poddawane
dziataniu HHP o wartosci ci$nienia 60MPa zawsze charakteryzowaly sie wyzszym poziomem
ekspresji badanych genéw w poréwnaniu z grupa kontrolng, mimo iz statystycznie nie
wykazano istotnych réznic. W konkluzji swoich rozwazan stwierdza Ona dalej, ze HHP nie
wplywa na utrat¢ multipotencji przez MSC.

W kontekscie podawanych wynikow, a nastgpnie ich dyskusji, pewnego usciglenia
wymagaja podane dane na ryc. 5, 6 1 7 (str. 52 i 53) i na str. 68. Z danych tych wynika, ze
istotne réznice wystapity w przypadku ekspresji genu Rexl, natomiast przy omawianiu
wynikéw podane jest, ze odnosza si¢ one do ekspresji genu C-myc. W nastgpnym zdaniu
podano takze, ze nie zaobserwowano zadnych statystycznych istotnych réznic w poziomie
ckspresji genu Rex1 oraz Sox2 pomigdzy analizowanymi grupami do$wiadczalnymi.
W swietle zamieszczonych danych na ryc. 51 7 jest to stuszne tylko w odniesieniu do genu
Sox2. Dyskusyjnym wydaje si¢ rowniez stwierdzenie na str. 69, ze poddanie komérek MSC
dziataniu HHP nie wptywa na poziom ekspresji badanych genéw (C-myc, Rex1, Sox2)...... .
Mozna z nim si¢ zgodzi¢ poréwnujac wyniki z grupa kontrolna, ale w przypadku ekspresji
genu Rex1 migdzy grupami doswiadczalnymi réznice statystycznie istotne wystepowaty. Czy
mozna blizej wyjasni¢ powyzsze watpliwosci?

Interesujgce i inspirujgce do dalszych prac sa wyniki oceniajgce stopien zmian
apoptotycznych w komorkach mezenchymalnych wszystkich 5 wariantéw HHP oraz
wybranych dwéch wartosci cisnienia 40 i 60 MPa. Wykonane analizy z zastosowaniem
aneksyny V i jodku propidyny nie wykazaty réznic statystycznie istotnych w liczbie komérek
nekrotycznych, apoptotycznych i zywych poddanych dziataniu HHP o zréznicowanych
wartosciach ciSnienia a komérkami grupy kontrolnej. Pomimo braku powyzszych roznic
mozna bylo zauwazy¢, ze MSC poddawane dziataniu HHP o warto$ci 40 i 60MPa cechowaly
si¢ najnizsza liczbg komoérek apoptotycznych oraz najwyzsza liczba komérek zywych.
W wykonanych nastgpnych badaniach nad zaawansowaniem zmian apoptotycznych w MSC,
generalnie nie wykazano wigkszych roznic odnosnie analizowanych wskaznikow miedzy
grupami doswiadczalnymi a grupg kontrolng. Dotyczylo to w fazie inicjacji apoptozy
ekspresji kaspazy 8, w fazie wykonawczej ekspresji biatek Bax, Belxy, Belxs oraz surwiwiny,
a w fazie zniszczenia poziomu biatka CAD. Na tej podstawie Autorka stwierdza, ze
poddawanie komérek dziataniu HHP nie wplywa na ekspresje badanych bialek pro- i anty-

apoptotycznych, nie ma wigc szkodliwego wplywu na jakos¢ MSC.



Za nowatorskie i interesujace niewatpliwie nalezy uznaé podjecie badan nad
wspéthodowlg zarodkéw z komérkami MSC. W dostepnej literaturze brak jest bowiem prac
na powyzszy temat. Na podstawie badan innych autoréw dotyczacych wspothodowli tych
komoérek z innymi komérkami, Autorka przyjeta hipoteze o korzystnym wptywie komoérek
MSC na hodowle zarodkéw. Uzyskane wyniki ich rozwoju do stadium blastocysty odbiegaja
jednak od oczekiwanych. Hodowla bowiem zarodkéw z komoérkami MSC, zaréwno
poddanymi jak i niepoddanymi dziataniu HPP, statystycznie istotnie zmniejszyta liczbe
otrzymanych blastocyst. Wykonana wstgpnie analiza TUNEL wykazata, ze blastocysty
uzyskane z hodowli z MSC poddawanych dzialaniu HHP odznaczaty sie nizszym indeksem
apoptotycznym w poréwnaniu do blastocyst uzyskanych z hodowli bez MSC i
niepoddawanych dziataniu HHP. W konkluzji Autorka stwierdza, ze wspothodowla zarodkow
z komoérkami MSC wplywa niekorzystnie na liczbe uzyskanych blastocyst, przy
jednoczesnym braku negatywnego wptywu na ich jakos¢.

W moim odczuciu, te niejednoznaczne wyniki nie powinny zniechgcaé¢ Autorke, a wrecz

przeciwnie mobilizowaé Jg do zglebiania problemu i poszukiwania nowych rozwigzan nad
wykorzystaniem komérek MSC w doskonaleniu metod pozaustrojowej produkcji zarodkow.
Zagadnienie wydaje si¢ wazne w kontekscie stosunkowo niskiej skutecznosci produkcji
zarodkéw w warunkach in vitro. Badania te na pewno warto powtdrzyé na wiekszym liczebnie
materiale i uwzglednic¢ inne warunki prowadzenia hodowli, do czego nawigzuje w swoich
rozwazaniach.
Nalezy podkresli¢, ze wykonanie powyzszych badan wymagato duzego wysitku, duzych
umiejetnosei i sprawnosci organizacyjnej. Przy nieznacznym rozwinigciu przegladu literatury
i uwzglednieniu wigkszej liczby prob, badania wykonane w tym zakresie moglyby stanowié¢
wystarczajgcy material do odrgbnej pracy doktorskiej.

Na  szczegdlne podkreslenie zastuguje zamieszczony material faktograficzny,
dokumentujgcy i potwierdzajgcy otrzymane wyniki. Profesjonalnie wykonane fotografie
i ryciny, o duzej przejrzystosci i wyrazistosci, $wiadczg o dobrym opanowaniu technik

badawczych, podnoszq warto$¢ pracy i pozwalajq czytelnikowi zglebi¢ omawiane problemy.

Otrzymane wyniki Autorka interpretuje w nastepnym rozdziale, dyskusja. W rozdziale
tym wyniki wlasne poréwnuje z pracami innych autoréw, wykonanych na ludziach
1 zwierzgtach, przedstawia whasne spostrzezenia i poglady w kwestii omawianych zagadnien.
Na tle rzeczowej dyskusji, bogatego i trafnego doboru materiatléw zrodtowych, opracowanie

tego rozdziatu $wiadezy o dobrym przygotowaniu i znajomosci tematu przez Doktorantke.



W jasnej i zrozumialej formie prezentuje swoje, jak i innych badaczy osiagniecia.
Niejednoznaczne i trudne czasami do interpretacji wyniki przedstawia obiektywnie
1 ostroznie, co nalezy uznaé¢ za pozytywng ceche u mlodej osoby rozpoczynajacej kariere
naukowa. Za bardzo pozytywne w tym wzgledzie, nalezy uznaé ocene wlasng metody HHP
w powigzaniu z mozliwosciami praktycznego jej wykorzystania. Krytyczne uwagi zawarte
w koricowym akapicie rozdziatu, wynikajq z obiektywnych spostrzezen Autorki i mogq byé
cennqg wskazowkq dla badaczy chcgcych zglebié ten problem. Tego typu podejscie do
problemu, w kiérym poddaje si¢ ostrej krytyce wykorzystywang przez siebie metode i uzyskane
wyniki, zastuguje na szczegélne uznanie.

Reasumpcji uzyskanych wynikéw dokonuje Autorka w nastepnym rozdziale

»Podsumowanie i wnioski”. Zawarte informacje w tym rozdziale, w trzech pierwszych
punktach s3 w zasadzie najwazniejszymi spostrzezeniami, dlatego ujecie tego rozdziatu w tej
formie nie jest w moim odczuciu najbardziej trafne. Bardziej whasciwym bytoby dokonanie
najpierw krotkiego podsumowania, a nastepnie podanie po nim wnioskow.
Przyjety Sposob przedstawienia najwazniejszych rezultatow wynikajacych
z przeprowadzonych badan w powyzszej formie jest odczuciem oceniajgcego i nie umniejsza
znaczenia pracy, ktéra pod wzgledem merytorycznym posiada duza wartos¢, $wiadczy
o duzych umiejetnosciach i kompetencjach Autorki.

W wyniku przeprowadzenia badan Doktorantka uzyskata szereg cennych danych
o charakterze poznawczym, mogacych przyczyni¢ si¢ do rozwoju badan w tym kierunku
1 wykorzystania ich w praktyce, co nadaje pracy oryginalnosci i podkresla jej tworczy
charakter. Na podkreslenie zastuguje:

1. Nowatorski charakter pracy w odniesieniu do oceny wplywu wysokiego cisnienia
hydrostatycznego na jakos¢ i zdolnosci funkcjonalne kriokonserwowanych
mezenchymalnych komorek macierzystych oraz ich wpltywu na jako$é zarodkow
bydlgcych uzyskiwanych po zaptodnieniu in vitro.

2. Bardzo dobre opracowanie metodyczne, odpowiedni dobér najnowszych metod
z zakresu biologii molekularnej, zaréwno w odniesieniu do komérek macierzystych
jak i zarodkéw, co $wiadezy o duzym potencjale i mozliwosciach realizacji badan,
wpisujgcych si¢ w nurt aktualnej problematyki badawczej na swiecie.

3. Wykazanie, ze zastosowane wartosci ci$nienia hydrostatycznego nie maja generalnie
szkodliwego wplywu na jakos¢ komérek MSC i zarodkéw, a ewentualne
wykorzystanie tego parametru w praktyce wymagaé bedzie dalszych prac

badawczych.
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Po zapoznaniu si¢ z trescig pracy, proponuj¢ uwzglednienie drobnych uwag natury
redakcyjnej nie majacych wptywu na warto$é¢ pracy:

- str. 19 (11d) - jest apoptotycznej, powinno by¢ apoptotyczne

- str. 22 (5g) — jest indukuje, powinno by¢ indukcje

- str. 25 (10d) — w zdaniu niepotrzebne jest ,,a”

- str. 27 (8d) — w wyrazie oceny jest 2x ,,y”

- str. 52 (1g) — zamiast pomigdzy powinno by¢ ,,w”

-str. 68 (3d) — w zdaniu brak jest wyrazu ekspresji

- str. 69 (2g) — zamiast cisnieniu powinno chyba by¢ dziataniu

- str. 72 (12g) — przy cytowaniu wielu autorow powinna by¢ uzyta liczba mnoga
- str. 76 (8g) — jest wynikajac, powinno by¢ wynikajace

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa dotyczy wainego i aktualnego problemu

zwiqzanego generalnie 7 szerszym poznaniem wlasciwosci i zwiekszeniem mozliwosci
wykorzystania mezenchymalnych komdrek macierzystych. Priyjeta koncepcja rozwigzania
tego problemu jest oryginalna, dobrze przemyslana i zrealizowana. Praca ma
niepodwazalne walory poznawcze, z wyrainym ukierunkowaniem aplikacyjnym.
Na podkresienie zastuguje kompleksowe podejscie metodyczne, ktére pozwolilo Autorce
w pelni wykona¢ postawione zadania, pomimo %e otrzymane wyniki nie zawsze byly zgodne
z Jej oczekiwaniami. Powinny one zachgcad i inspirowaé do dalszych prac w tym kierunku,
co jest rownie; pozytywnym aspektem niniejszej pracy. Wykonanie badari wymagalo
dobrego  przygotowania  teoretycznego, specjalistycznego  sprietu,  umiejetnosci
analitycznych, dobrego opanowania warsztatu badawczego. Wszechstronne podejscie do
poszczegolnych zagadnien, rzeczowa i krytyczna w stosunku do wlasnych osiggnieé
dyskusja, $wiadczq o duzym obiektywizmie i dojrzatosci naukowej Doktorantki. Uzyskane
przez Nig wyniki sq trwalym i oryginalnym osiggnigciem badawczym, przyczyniajq si¢ do
rozwoju badari w uprawianej dyscyplinie oraz w dyscyplinach pokrewnych, biologii
i biotechnologii.

Majgc powyisze na uwadze stwierdzam, ie praca doktorska mgr Joanny Romanek
pt. "Wplyw wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP) na jakos¢ kriokonserwowanych
mezenchymalnych komdrek macierzystych (MSC) swini” odpowiada wymaganiom
okreslonym w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. Nr 65, poz. 595, 7 po%. zm.).

Przedktadam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Zootechniki Paristwowego
Instytutu Badawczego w Krakowie wniosek o dopuszczenie mgr Joanny Romanek do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze duza warto$¢ naukows i nowatorski charakter pracy, bogaty warsztat
badawczy, szeroki zakres, sposob opracowania i przedstawienia wynikéw, rzeczows
i krytyczng dyskusje, walory poznawcze i aplikacyjne, przedkladam Wysokiej Radzie
Naukowej wniosek o wyréznienie pracy.

Szczecin, 5 wrzesnia 2016 roku f. dr hab. Jan Udata



