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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Joanny Romanek

pt. "Wplyw wysokiego cisnienia hydrostatycznego (HHP) na jakosé¢

kriokonserwowanych mezenchymalnych komdrek macierzystych (MSC) swini”

Komorki macierzyste pochodzace z dojrzalego organizmu, specyficzne dla réznych
tkanek i organéw moga by¢ namnazane in vitro w $cisle okreslonych warunkach hodowli
wykazujac  samoodnawialnos¢, ekspresje specyficznych markeréw i potencjat do
roznicowania si¢ w okreslone linie komérkowe. Wykazano réwniez ich ogromna plastyczno$é
1 potencjal rozwojowy. Wsréd nich multipotencjalne, mezenchymalne komérki macierzyste,
izolowane migdzy innymi ze szpiku kostnego wykazuja potencjat do réznicowania w komorki
linii mezenchymalnych, miedzy innymi kosci, tkanki chrzestnej i thuszczowej.
Wykorzystywane sa w badaniach biomedycznych, klinicznych i przedklinicznych, oraz przy
opracowywaniu ro6znorodnych metod terapeutycznych w tym terapii komorkowych i
transplantacji. Obecnie $winia, w poréwnaniu z takimi gatunkami jak mysz czy szczur,
uwazana jest za najlepszy model zwierzgcy w nowoczesnych badaniach klinicznych,
medycynie regeneracyjnej i transplantologii, z uwagi na jej wysokie podobienstwo do
cziowieka: posiada 96% zgodnos¢ genetyczna, podobng morfologi¢ i wielkosé organdéw,
fizjologi¢ oraz system immunologiczny. Biorac pod uwage fakt uzyskania $win
zmodyfikowanych genetycznie poprzez wprowadzenie ludzkich transgenéw, taki model staje
si¢ jeszcze bardziej adekwatny. Potencjat terapeutyczny MSC $wini jest duzy. Komorki te
uzywane sg w wielu eksperymentalnych modelach, np.: ostry zawal mig$nia sercowego,
regeneracja skory, niewydolnosé watroby czy uszkodzenia chrzgstno-kostne. Z drugiej strony

efektywnos¢ technik kriokonserwacji komorek jest aktualnie niewystarczajaca. Korzystny



efekt dzialania wysokiego cisnienia hydrostatycznego na réznorodne komorki, gamety i
zarodki ssakow byt do tej tematem stosunkowo niewielkiej liczby publikacji. Udowodniono,
ze zastosowanie HHP w przypadku zarodkow myszy, bydta, owcy i §wini przyczynialo si¢ do
zwigkszenia ich kompetencji rozwojowych oraz jakosci podczas rozwoju in vitro.
Zwigkszeniu ulegla réwniez ich tolerancja na pdzniejsze stresy w tym kriokonserwacjg
poprzez zwigkszenie ekspresji bialek chaperonowych, ktére zaangazowane sa w réznorodne
procesy komorkowe, takie jak naprawa DNA, kontrola cyklu komérkowego czy metabolizmu
energetycznego.

Z uwagi na powyzej przytoczone fakty temat recenzowanej rozprawy doktorskiej, czyli
analiza wptywu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego na kriokonserwowane mezenchymalne
komorki macierzyste $wini wyizolowane ze szpiku kostnego, jest w mojej ocenie wazny,

innowacyjny oraz trafnie dobrany.

Praca posiada typowa i optymalng forme¢ rozprawy doktorskiej. Po streszczeniu oraz
spisie uzytych oznaczen i skr6tow zamieszczono wyczerpujacy, 14-sto stronicowy wstep,
ktory zostal napisany na podstawie szerokiego przegladu dostepne;j literatury. Po jego lekturze
mozna stwierdzi¢, ze Doktorantka doglebnie zapoznata si¢ ze wszystkimi aspektami swojej
tematyki badawczej. Sposdb rozplanowania tego rozdziatu, jego przejrzystos¢ i logicznosé¢ nie
budzi moich zastrzezen. Doktorantka opisuje w nim kolejno szpikowe mezenchymalne
komérki macierzyste (MSC), markery multipotencji, problemy jakie rodzi kriokonserwacja
tych komérek ze szczegblnym uwzglednieniem proceséw apoptozy i opisem funkcji
réznorodnych biatek, ktore biora w tych procesach udzial. Autorka Zajqia sie réwniez
omoéwieniem roli dezoksyrybonukleazy aktywowanej przez kaspazg jak rowniez analizg roli
surwiwiny, bialka nalezacego do rodziny inhibitoréw apoptozy, podczas rozwoju oocytow i
zarodkow in vitro. Wstep konczy bardzo obszerny opis wplywu zastosowania wysokiego
ciénienia hydrostatycznego na rozwéj gamet i zarodkéw ssakow oraz na poprawe
efektownosci metod ich kriokonserwacji. Omawia rowniez wplyw pokrewnej techniki,
cyklicznego cisnienia hydrostatycznego na biologie MSC oraz obecny stan wiedzy o
mechanizmach odpowiedzialnych za reakcje komorek na stres wywolany ci$nieniem
hydrostatycznym.

W oparciu o ta wiedze Doktorantka planuje realizacj¢ gtéwnego celu swoich badan,
jakim jest opracowanie efektywnej, ulepszonej techniki kriokonserwacji komorek MSC swini
poprzez poddanie ich dziataniu HHP. By osiagna¢ ten cel, poprawnie zaplanowano

imponujacy cykl doswiadczen i analiz wykonanych przy pomocy licznych technik opisanych



wyczerpujaco w rozdziale ,,Materialy i Metody”. W pierwszym etapie, na podstawie oceny
zywotnosci komorek, tempa ich proliferacji, apotozy, ekspresji surwiwiny i ekspresji 3
markeréw multipotencji MSC wybrano optymalng warto§¢ HHP dla komorek poddanych
kriokonserwacji. Dla tych wybranych wartosci analizowano p6zniej wplyw HHP na
efektywnos¢ kriokonserwacji poprzez oceng poziomu zmian apoptotycznych w trzech fazach.
Postuzono si¢ tutaj nowoczesnymi technikami badawczymi, miedzy innymi: Western-blotting,
chemiluminescencja, immunofluorescencja czy tez ilosciowa reakcja RT-PCR. M6j podziw
budzi liczba analizowanych w trakcie badan transkryptow i bialek. Zastanawiam sie jednak,
dlaczego z listy analizowanych markeréw multipotencji pominigto czynnik transkrypcyjny
Oct4? Dodatkowo, czy podczas wstgpnych badan probowano réznicowaé wyizolowane ze
szpiku komoérki MSC w kierunku chondrocytéw, osteocytow lub adipocytow? Za wyjatkowo
cenng technik¢ zastosowana w niniejszej pracy uwazam analiz¢ zdolnosci funkcjonalnych
MSC poprzez ocen¢ jakosci blastocyst bydlecych uzyskanych in vitro wspothodowanych z
komérkami MSC. Pragnge podkreslic, ze w celu opracowania i zastosowania tego
nowatorskiego, lecz niezwykle pracochtonnego modelu eksperymentalnego Doktorantka
musiala dodatkowo pozna¢ kilka trudnych technik takich jak: uzyskiwanie oocytow,
dojrzewanie i zaptodnienie in vitro oraz hodowla zarodkéw do stadium blastocysty. Zapewne
z uwagi na duza liczb¢ uzytych w pracy technik, przez nieuwage nie podano szczegétowo
procedury premedykacji i znieczulenia ogélnego $wini lub odpowiedniej cytacji, str. 35, oraz
niedoktadnie opisano procedur¢ dwustopniowego zamrazania komorek MSC, str. 36.

W rozdziale ,,Wyniki”, w sposob przejrzysty i zwigzty Doktorantka zaprezentowala dane
uzyskane w trakcie wykonywanych przez siebie eksperymentow postugujac si¢ licznymi
rycinami, tabelami, zdjeciami i mikrofotografiami. Na uwage zasluguje wysoka jakos¢ tej
prezentacji, na tle ktorej jedynie fotografie Fot. 1 na str. 49 i Fot. 7 na str. 61 prezentuja si¢
niekorzystnie. W celu ustalenia najkorzystniejszej wartosci HHP (40 i 60 MPa)
zastosowanego przed kriokonserwacja komdrek MSC, analizowano ich zywotnosé, tempo
proliferacji, ekspresj¢ markeréw pluripotencji jak réwniez stopien zmian apoptotycznych
mierzac ekspresj¢ biatka Bax, zliczajac odsetek zywych komoérek po barwieniu blekitem
trypanu, wykrywajac fosfatydyloseryng i jodek propidyny oraz oznaczajac ilosé transkryptow
C-myc, Rex1, Sox2 i surwiwiny. W drugim etapie, dla wybranych wartosci HHP i grupy
kontrolnej oceniano stopien zaawansowania apoptozy poprzez analiz¢: aktywnosci kaspazy 8,
ekspresji biatek Bax, Bclx;, i Bclxs, surwiwiny i CAD. Oceniono réwniez wptyw HHP na

zdolnosci funkcjonalne MSC poprzez ich wspéthodowle z zarodkami bydlgcymi mierzac



odsetek dzielacych sie zarodkoéw i uzyskanych blastocyst oraz stopien fragmentacji DNA w
blastocystach metoda TUNEL. Analiza statystyczna zostala wykonana prawidlowo z
zastosowaniem adekwatnych testow. Uzyskane wyniki sugeruja, ze zastosowanie HHP przed
kriokonserwacja nie wykazuje negatywnego wplywu na jako$¢ komorek lecz zwigksza ich
zywotno$é po rozmrozeniu i tempo proliferecji. Mozna wigc stwierdzi¢, ze cel pracy zostal
przez Doktorantke zrealizowany. Zastosowanie MSC $wini do wspothodowli zarodkow
bydlecych nie dato oczekiwanych wynikow, wptywa bowiem niekorzystnie na odsetek
uzyskanych blastocyst. Nasuwa si¢ tutaj pytanie czy réznice migdzygatunkowe nie miaty
wplywu na uzyskane w niniejszej pracy wyniki?

W rozdziale ,,DYSKUSJA”, z uwagi na nowatorski charakter pracy, uzyskane wyniki
przedyskutowane zostaly wieloaspektowo. Logicznos¢ wywodow nie budzi jakichkolwiek
zastrzezen. Nie zastosowalbym jedynie sformulowania, ktore deprecjonuje wyniki uzyskane
przez Doktorantke, cyt.: ,jednak zbyt mata liczba ocenianych blastocyst nie pozwala na
sformutowanie wiarygodnych wnioskéw”. Uwazam bowiem, ze otrzymane na tym etapie
badan wyniki sa wiarygodne, poniewaz Doktorantka uzyskata statystycznie istotne réznice
pomiedzy wartosciami indeksu apoptotycznego dla réznych grup blastocyst. Oczywiscie sg to
wyniki wstepne, ktére nalezy potwierdzi¢ na wigkszej probie losowe;j.

Za najbardziej warto$ciowe osiagnigcia w pracy Pani mgr inz. Joanny Romanek uwazam:

(1) doktadna analize proceséw apoptozy na etapie inicjacji, fazy wykonawczej 1
zniszczenia dla komorek MSC $wiezych, poddanych kriokonserwacji oraz HHP
(2) zastosowanie HHP w celu ulepszenia metody kriokonserwacji komérek MSC
oraz ze wzgledu na innowacyjnos¢
(3) zastosowanie wspothodowli MSC i przedimplntacyjnych zarodkéw do oceny
zdolno$ci funkcjonalnych komorek.
Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Joanny Romanek inspiruje do podjecia kolejnych badan i
eksperymentéw, co rowniez $wiadczy o jej wysokim poziomie naukowym. Osobiscie bylbym
zainteresowany wplywem wspothodowli mezenchymalnych komérek macierzystych $wini
wyizolowanych ze szpiku kostnego i zarodkow $wini na potencjal rozwojowy oraz jakos¢ w
ten sposob uzyskanych blastocyst. Na podstawie dotychczasowych badan udowodniono, ze
kriokonserwacja komoérek, oocytow i zarodkéw obniza ich metabolizm prowadzac miedzy
innymi do spadku potencjatu na wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Ciekawa wigc bytaby

analiza gléwnych szlakéw metabolicznych, w tym glikolizy w komoérkach MSC i wptyw HHP



na te procesy. Odrgbnym zagadnieniem bylyby badania poziomu aktywnych form tlenu,
dysmutazy ponadtlenkowe;j i katalaz w takim uktadzie eksperymentalnym. |

Recenzowana praca liczy ogélem 94 strony tekstu, 10 tablic z fotografiami
wizualizujacymi uzyskane wyniki, w tym 7 tablic z mikroskopowymi zdjgciami
analizowanych komorek i zarodkow jak rowniez 11 rycin i 9 tabel, ktdre zawierajq trzy
schematyczne plany zrealizowanych doswiadczen oraz uzyskane wyniki wraz z ich
opracowaniami statystycznymi. Starannie zredagowany spis cytowanych w pracy publikacji
zawiera 123 pozycje, w wigkszosci opublikowane w ciggu kilku ostatnich lat. Pragng
podkresli¢ wysoki poziom edytorski rozprawy, znalaztem w niej znikoma liczbe bledow

literowych i interpunkcyjnych. Moim zdaniem rozprawa napisana zostala w sposéb prosty i

precyzyjny, a do strony jezykowej nie wnosz¢ zadnych zastrzezen. Z obowiazku recenzenta

wymieni¢ musz¢ zauwazone przeze mnie, nieliczne bledy edytorskie lub niezrgcznosci
jezykowe:

- w rozdziale ,,WYNIKI” nie zamieszczono tytutu podrozdziatu ,,Ocena poziomu
multipotencji MSC”, str. 51,

- sformutowania: ,,wysoce statystycznie istotnie wyzsza” str. 5 w. 4 od gory, ,,statystycznie
nizszym” str. 5 w. 10 od gory, ,,statystycznie wysoce istotne réznice” str. 50 w. 7 od gory,
,,statystycznie wysoce istotny wzrost “str. 66 w. 6 od dotu, str. 67 w. 1 od dolu sg
niezreczne, mozemy powiedzie¢, ze sg to np. ,,statystycznie istotne roéznice przy wysokim
poziomie istotnosci”,

- zamiast terminu ,,membrany” proponuje uzy¢ terminu ,,blony”, str. 17 w. 16 od dotu,

- zamiast zargonowego pojecia ,komorki granulozy” uzywalbym raczej sformutowania
,.komorki ziarniste”, str. 46 w. 119 od gory,

- w opisie fotografii zamieszczal bym skalg, a nie wartosci powigkszen: Fot. 2, 3, 9 tak jak
zrobiono to w przypadku pozostatych zdjgciach mikroskopowych,

- sformutowania: ,,$wiatlo fluorescencyjne” i ,,$wiatto widzialne” w opisie mikrofotografii
wykonanych technikami mikroskopii fluorescencyjnej i mikroskopii swietlnej jasnego pola
jest niezreczne, str. 55, $wiatto fluorescencyjne jest takze Swiattem widzialnym,

- sformutowanie ,,pozytywny sygnat fluorescencji” jest niezrgczne, str. 73 w. 4 od géry,

- w Bibliografii, gdy wymieniamy kilka prac tego samego autora, drugim kryterium ich
uporzadkowania powinien by¢ rok wydania, czego nie uwzgledniono w przypadku prac

Pani Opieli i Pana Pribenszky’ego.



Pragng¢ stanowczo podkresli¢, ze powyzsze, nieliczne edytorskie niedociagnigcia nie wplywaja
na wysoka ocen¢ wartosci naukowej recenzowanej pracy. .

W podsumowaniu stwierdzam, ze Pani mgr inz. Joanna Romanek swoja pracg opisana w
recenzowane]j rozprawie doktorskiej prawidtowo zaplanowatla, starannie wykonala, a cele
badawcze zostaly zrealizowane. Uzyskane przez Nig oryginalne wyniki w istotny sposob
poszerzaja istniejaca wiedz¢ na temat kriokonserwacji komdrek macierzystych.

W zwigzku z powyzszym wysoko oceniam warto$¢ naukowq rozprawy Pani mgr inz.
Joanny Romanek i stwierdzam, ze spelnia ona wszystkie wymogi stawiane pracom
doktorskim, w szczegélnosci warunki okreslone w art. 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 poézniejszymi zmianami). Na tej podstawie
zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu
Badawczego o dopuszczenie Pani mgr inz. Joanny Romanek do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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