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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytulowanej ,,The Role of the Hippo Pathwy in
Trophecoderm lineage Specification in the Rabbit Embryo” autorstwa pani mgr
Katarzyny Michniak

W przedstawionej do mojej oceny rozprawie doktorskiej autorka zaprezentowata i
przedyskutowata wyniki kompleksowych badan zmierzajacych do wyjasnienia roli szlaku
molekularnego kinazy Hippo w rozwoju trofektodermy zarodka krolika. Doktorantka skupita
swoja uwage na badaniu ekspresji genow zaangazowanych w te procesy, lokalizacje ich
produktow biatkowych i zalezno$ciach potencjalnie majacych wplyw na tworzenie sig
trofektodermy 1 specyfikacje jej komorek.

Poznanie mechanizméw molekularnych proceséw wczesnego rozwoju zarodka kroélika jest
bardzo istotne poniewaz wickszo$¢ dostepnych w literaturze naukowej informacji dotyczacych
tego okresu dotyczy zarodka myszy. Wiele procesow rozwojowych na tym etapie ma podobny,
ale nie taki sam przebieg u réznych ssakow. Opieranie wiedzy na ten temat na jednym tyko
modelu mysim moze prowadzi¢ do nieuprawnionych uogoélnien. Wtasnie model badawczy
rozwoju zarodkowego krolika, przy poréwnaniu z jeszcze innymi modelami rozwojowymi
ssakow, moze przyczynic si¢ do uzyskania szerszego spojrzenia na mechanizmy molekularne i
komoérkowe proceséw rozwojowych dotyczacych rdwniez rozwoju czlowieka.

Doktorat napisany jest bardzo dobrze i starannie w jezyku angielskim. Nie znalaztem Zzadnych
btedow, czy literowek w tekscie, co jest rzeczg rzadka. Doktorat sktada si¢ ze 169 stron i jest
dos¢ bogato ilustrowany, co utatwia jego lekturg i wywod doktorantki.



Podstawowe czesci rozprawy to: Streszczenie, Wstep, Hipotezy badawcze, Cele doktoratu,
Materiat i Metody, Wyniki, Dyskusja z konkluzjami, opisem ograniczen witasnych badan i
przysztymi perspektywami, lista cytowanych publikacji i dodatkowe dane.

We Wstepie doktorantka przedstawia najwazniejsze fakty i hipotezy dotyczace procesow
polaryzacji komorek zarodka, tworzenia si¢ trofektodermy i wezla zarodkowego, udziatu
poszczegbdlnych genow 1 szlakéw metabolicznych ze szczegdlnym uwzglednieniem szlaku
kinazy Hippo i biatek Rho/ROCK, ktore $cisle za sobg wspolpracujg i sg glownym obiektem
badan tej rozprawy.

Trzy wymienione przez doktorantke hipotezy badawcze dotycza: 1. Zwigzkéw polaryzacji
komorek zarodka z roéznicowaniem trofektodermy, 2. Kontroli szlaku Hippo nad procesem
réznicowania si¢ trofektodermy i 3. Réznic pomigdzy regulacja specyfikacji trofektodermy
pomiedzy zarodkiem myszy i krolika.

Doktorantka wytycza rowniez trzy jasne cele swojej rozprawy. Sa to: 1. Zbadanie czy istnieja
roéznice w ekspresji gendéw zaangazowanych W szlak Hippo na poszczegolnych etapach rozwoju
przedimplantacyjnego zarodka krolika, 2. Zbadanie rozmieszczenia poszczegdlnych
sktadnikow biatkowych szlaku Hippo 1 biatek bioracych udzial w polaryzacji zarodka krolika
oczynajac od stadium 4-komorkowego do blastocysty, 3. Zweryfikowanie udziatu szlaku Hippo

1 kinazy ROCK w rdéznicowaniu trofektodermy przy uzyciu specyficznych inhibitoréw kinazy
ROCK.

Material i Metody sa przedstawione w sposob jasny i przejrzysty z uwzglednieniem wielu
szczegotow pozwalajacych na zrozumienie sposoboéw prowadzonych badan.

Na Wyniki sktada si¢ opis doswiadczen polegajacych na badaniu ekspresji i lokalizacji
produktow poszczegdlnych gendw, ktorych rolg interesuje si¢ doktorantka. Bardzo ciekawa jest
drobiazgowa analiza zaleznosci lokalizacji biala YAP w jadrach komorkowych w zaleznosci
od lokalizacji biata GATA3, ktory jest wczesnym markerem trofektodermy. Rownie ciekawe
sa wyniki do§wiadczen prowadzonych przy uzyciu inhibitora kinazy ROCK — Y-27632.

Dyskusja jest bardzo dtuga i szczegdétowa. Doktorantka porownuje swoje wyniki uzyskane na
zarodku kroélika z danymi literaturowymi dotyczacymi zarodkowBlad! Nie zdefiniowano
zakladki. innych gatunkow ssakow, w tym gtownie myszy, ludzi i bydta. Na stronie 139 w Fig.
42 doktorantka przedstawia schematycznie poréwnanie zasobow dotychczasowej wiedzy na
temat regulacji szlaku Hippo w zewnetrznych i wewngtrznych komorkach moruli i w
komorkach trofektodermy blastocysty krolika, myszy, cztowieka i1 bydta. Dzigki temu
graficznemu podsumowaniu czytelnik dostrzega wyraznie roznice w regulacji badanych
procesOéw u tych czterech gatunkow.

Wsrod o$miu konkluzji przedstawionych na str. 140 rozprawy najistotniejsze wydaja mi sig¢ te,
ktore uzupetniajg luki w wiedzy na temat roli szlaku sygnalizacyjnego Hippo w procesach
réznicowania i specyfikacji komorek trofektodermy zarodka krolika: TEAD4 wydaje si¢
szczegolnie mocno zaangazowanym biatkiem z rodziny biatek TEAD, poziom ekspresji biatek
szlaku Hippo jest rownomierny w trakcie rozwoju przedimplantacyjnego, GATAS3 jest
wczesnym markerem trofektodermy, lokalizacja biatek YAP i GATA3 jest istotna dla regulacji
badanych proceséw, rola kinazy ROCK jest istotna w procesie polaryzacji komoérek zarodka,
jednak sama polaryzacja nie wydaje si¢ decydujacym czynnikiem ani w lokalizacji biatka YAP,
ani w regulacji specyfikacji komorek trofektodermy przez szlak sygnalizacyjny kinazy Hippo.
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Lista cytowanych publikacji jest petna, aktualna i obejmuje najwazniejsze pozycje z literatury
naukowej na temat badanych w doktoracie proceséw wczesnego rozwoju zarodka krolika i
innych ssakow.

Jednym z zastrzezen do technicznej strony przedstawionych w rozprawie badan jest brak
kontroli polegajacej na wybarwieniu immunocytochemicznym zarodkéw samymi
przeciwcialami drugorzedowymi (przy braku specyficznych przeciwciat pierwszorzedowych).
Takie kontrole wykonuje si¢ rutynowo przed przystgpieniem do badan immunolokalizcji
biatek, wiec sadze, ze doktorantka wykonala je, ale nie przedstawita w swojej rozprawie.

Na ilustracji nr 10 (str. 63) pokazujacej lokalizacj¢ fosforylowanej formy ezryny zarodki 4- i
8-komorkowy sa w ostonce przejrzystej (zona pellucida), ktora bardzo intensywnie i
niespecyficznie barwi si¢ przeciwcialem (tu rowniez pytanie, ktorym - pierwszo- , czy
drugorzedowym?), podczas, gdy inne zarodki wydaja si¢ by¢ barwione po usunigciu tej ostonki.
Dlaczego te dwa zarodki byly traktowane inaczej niz pozostate?

Na ilustracji nr 32 (str. 101) najwyrazniej brakuje lokalizacji aPKC. Wedtug legendy miaty to
by¢ fotografie 1E, 1E°, 2E i 2E", aPKC powinna by¢ widoczna w postaci lokalizacji koloru
szarego. Doktorantka powinna przedstawi¢ te brakujace ilustracje w trakcie obrony.

Chciatbym takze zada¢ doktorantce pytanie jak w wyniku wlasnych badan ocenia zaleznos$¢
polaryzacji komoérek zarodka, lokalizacji biatka YAP i pozostalych skladnikéw szlaku
sygnalizacyjnego Hippo w procesie specyfikacji trofektodermy.

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

Podsumowujac, prace przedstawiona do mojej oceny uwazam za bardzo warto§ciowa 1 w pelni
spetniajaca wymogi stawiane przed rozprawami doktorskimi. Jest ona na bardzo wysokim
poziomie naukowym 1 z pewnoS$cia zasluguje na wyrdznienie, o ktére w tym miejscu
jednoznacznie postuluje. Dlatego z przekonaniem wnioskuje o dopuszczenie mgr Katarzyny
Michniak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i szczerze gratuluje jej doskonale
wykonanej i zaprezentowanej rozprawy doktorskiej.
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