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Zarodek ptasi jest uznanym modelem stosowanym w szeroko pojetych
badaniach biologicznych. Mozna nawet zaryzykowac stwierdzenie, ze SKOro
Arystoteles w IV w p.n.e. opisujac rozw6j embrionalny kregowca postuzyt si¢
,modelem in ovo”, nalezy on rowniez do najstarszych. O jego popularnosci decyduje
niewatpliwie fakt, ze pomimo oczywistych roznic filogenetycznych, embrion ptasi
wykazuje podobienstwo do ssaczego. Jednoczesnie, rozwoj in 0V0, w przeciwienstwie
do in utero, umozliwia stosunkowo tatwg obserwacj¢ i dostgp do zarodka juz
we wczesnym stadium rozwoju (w momencie zniesienia jaja trwa gastrulacja).
Cowiecej zarodki ptasie charakteryzuje duza tolerancja na przeprowadzane
manipulacj¢. Z powyzszych powoddéw stanowia one niezwykle dogodny materiat
w badaniach biotechnologicznych.

We wspolczesnej biotechnologii szczegodlne miejsce zajmuja zagadnienia
dotyczace wykorzystania komorek pluripotentnych. W tym kontekscie za niezwykle
aktualne i potrzebne nalezy uzna¢ podjete przez Panig mgr inz. Agat¢ Szczerbe

badania dotyczace pozyskiwania i hodowli pierwotnych komorek piciowych kury
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(ang. Primordial Germ Cells - PGCs). Komorki te sg prekursorami komorek

rozrodczych oraz embrionalnych komoérek macierzystych zarodka, a tym samym jako
jedyne moga przekazywac¢ pomig¢dzy pokoleniami informacji zapisanej w materiale
genetycznym. Specyficzna struktura morfologiczna ptasiego embrionu i jego struktur
poza zarodkowych, umozliwia relatywnie tatwa izolacje PGCs. Wynika to z faktu,
ze komorki te, po uformowaniu si¢ krazenia naczyniowego, krazag w krwiobiegu,
migrujac $rédmigzszowo do zawigzkow gonad. Niestety, stosowane dotychczas
rutynowe metody identyfikacji i izolacji PGCs pozwalaja tylko na pozyskanie
stosunkowo niewielkiej ich liczby. Stanowi to gtéwne ograniczenie prowadzonych
prac eksperymentalnych z tego zakresu, a tym bardziej praktyczne wykorzystanie ich
wynikow.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Agaty Szczerby jest ambitng odpowiedzia
na powyzsze wyzwanie. Zdaniem Autorki, odpowiednio dobrane i przeprowadzone
manipulacje in vivo oraz/lub in vitro mogg implikowa¢ zwigkszeniem dostepnosci
pierwotnych komorek pitciowych ptakow. W tym celu, zaplanowano cykl
przemyslanych do§wiadczen, ktore miaty rozwiazac takie kluczowe kwestie:

e 0szacowanie rzeczywistej liczby pierwotnych komorek ptciowych znajdujacych
sie¢ w systemie krwiono$nym zarodka w zaleznosci od fazy jego rozwoju;

e opracowanie tatwej do zastosowania w praktyce, przyzyciowej techniki
identyfikacji PGCs;

e udoskonalenie metody hodowli (poliferacji) in vitro PGCs roznych typow

(migrujacych i gonadalnych) oraz ocena ich wtasciwosci.

Rezultaty tych badan przedstawione zostalty w cyklu dwoch, tematycznie
spojnych publikacji:

e Szczerba A., Kuwana T., Bednarczyk M. Concentration and total number of
circulating primordial germ cells in Green-legged Partridgelike chicken
embryos, Poultry Science (Elsevier), 2021, 100, 1, 319-324 DOI -
https://doi.org/10.1016/j.psj.2020.08.016
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e Szczerba A., Kuwana T., Paradowska M., Bednarczyk M. In Vitro Culture of

Chicken Circulating and Gonadal Primordial Germ Cells on a Somatic Feeder
Layer of Avian Origin, Animals (MDPI), 2020, 10, 1769, DOl -
https://doi.org/10.3390/ani10101769,

Wszystkie prace zostaly opublikowane w uznanych czasopismach naukowych,
objetych oceng przez ISI Journal Citation Reports, prezentujacych prace z zakresu
hodowli zwierzat (w tym drobiu), biotechnologii i bioinzynierii. Lgczna warto$¢
wskaznika wptywu (IF) dla wymienionych prac wynosi 4,98, a liczba punktow MEIN
wynosi 240. W kazdej wymienionych publikacji Pani mgr inz. Agata Szczerba jest
pierwszym autorem, a jej wklad w ich powstanie (szacowany na 60%) jest
niepodwazalny i wiodacy. Przedstawione o$wiadczenia wspotautorow publikacii
jednoznacznie $wiadczg, ze Doktorantka brata czynny udziat we wszystkich etapach
ich powstawania: od opracowania koncepcji i planu doswiadczen oraz zatozen
metodycznych, poprzez samodzielng prace laboratoryjng (pobieranie materiatu,
hodowle in vitro PSGs, analizy histologiczne), analize i interpretacje wynikéw, az po
przygotowanie manuskryptow. Zakres wykonanej pracy, $wiadczy o samodzielnosci
I dojrzatosci naukowej Doktorantki. Na szczegdlne wyrdznienie zastuguje nie tylko
opanowanie licznych metod laboratoryjnych (m.in. mikroiniekcji w celu pobrania krwi
od zarodkéow, hodowli i rozpoznawania PSGs), ale réwniez wprowadzanie
udoskonalen. Nalezy podkresli¢, ze doswiadczenie zdobyte w pracy laboratoryjnej
pozwolito na opracowanie wiasnej metody przyzyciowej identyfikacji kurzych PSGs,
potwierdzonej zgloszeniem patentowym (nr zgtoszenia P.434242; autorzy: Szczerba
A., Kuwana T., Bednarczyk M. ,,Sposob identyfikacji zywych, ptasich pierwotnych
komorek plciowych”). Zatuje, ze dokument poswiadczajacy przyjecie zgtoszenie
nie zostal zamieszczony w przestanych materiatach, a jest tylko wspomniany
w autoreferacie. Niewatpliwie, bardzo wysoka jako$¢ naukowa ocenianej dysertacji
jest wynikiem samodzielnej ci¢zkiej pracy wykonanej przez Panig mgr inz. Agate
Szczerbe, a takze mozliwosci przedyskutowania uzyskanych  wynikow

w mi¢dzynarodowym gronie uznanych specjalistami z dziedziny biotechnologii.
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Nalezy takze podkresli¢ fakt, Rozprawa zostala wykonana ramach projektu

badawczego pt.: ,Pierwotne komorki plciowe - nowe podejscie do badan

epigenetycznych u  kurczgt” (nr UMO-2017/27/B/INZ9/01510), ktory uzyskat

finansowanie Narodowego Centrum Nauki w konkursie OPUS 14,

W mojej ocenie, wyniki badan Pani Agaty Szczerby stanowigce podstawe

Rozprawy, udowadniajg, ze:

e analiza mikroskopowa z  zastosowaniem ciemnego pola  widzenia
oraz dodatkowego zrédta §wiatta, pozwala na szybka i przyzyciowa identyfikacje
ptasich pierwotnych komorek ptciowych. Zastosowanie powyzszej, samodzielnie
opracowanej przez Doktorantke, metody identyfikacji PGCs pozwolit okresli¢
optymalny terminem ich izolacji na faz¢ 14 HH rozwoju embrionalnego. W tym
stadium stwierdza si¢ zaréwno najwyzsza koncentracje, jak i catkowita liczbe
PGCs komorek w krwioobiegu zarodka kurzego;

e mozliwa jest dlugotrwata hodowla in vitro zaréowno gonadalnych,
jak i migrujacych PGCs, podczas ktorej nie tracg one swoich cechy

funkcjonalnych;

Na tej podstawie mozna przyjac, ze zastosowywanie, opisanych w Rozprawie
metod i rozwigzan powinno pozwoli¢ na wigksza dostepnosci pierwotnych komorek
ptciowych ptakow, a tym samym poszerzy¢ zakres ich uzycia, nie tylko w pracach
eksperymentalnych, lecz takze w komercyjnych przedsigwzigciach

biotechnologicznych.

Majac na uwadze bardzo wysoka jako$¢ merytoryczng ocenianej Rozprawy,
hotdujac tradycji dyskusji naukowej, ale takze dajac upust wiasnej ciekawosci,
chciatbym prosi¢ Doktorantke 0 wyjasnienie nastepujacych kwestii:

1) w jaki sposob badanie ptasich pierwotnych komoérek ptciowych moze przyczynic¢
sie do poznania procesow przeprogramowania epigenetycznego

I mi¢gdzypokoleniowego dziedziczenia epigenetycznego;

30-059 Krakow, Al. Mickiewicza 24/28
tel. +48 (12) 662 40 53, e-mail: kzdz@urk.edu.pl



s

UNIWERSYTET ROLNICZY
im. Hugona Kolgtaja w Krakowie

Wydziat Hodowli i Biologii Zwierzat
Katedra Zoologii i Dobrostanu Zwierzat
2) czy praktyczne zastosowanie PGCs ogranicza sie tylko do ochrony zagrozonych

gatunkow ptakow;
Ponadto, bardzo interesuje mnie praktyczna strona wykonywania przyzyciowej
mikroiniekcji do naczyn krwionosnych zarodka, dlatego prosze o nieco szersze, niz w

Autoreferacie i zatgczonych publikacjach, oméwienie tej metody.

Reasumujac, Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska Pani mgr inz. Agaty Szczerby pt.: ,,Badania nad dlugotrwalg hodowla
pierwotnych komérek plciowych kury” wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Marka Bednarczyka i promotora pomocniczego PhD Takashi Kuwana, spekia
warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych
I tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65 poz.
595) z pozniejszymi zmianami w brzmieniu z dnia z dnia 15 wrzesnia 2017 r.
(Dz. U. 2017 r. poz. 1789.), zgodnie z Art. 175. 1. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
2018 poz. 1669). W zwigzku z powyzszym, przedkladam Pani Przewodniczacej
I Radzie Naukowej Dyscypliny zootechnika i rybactwo Politechniki Bydgoskiej
im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich wniosek 0 dopuszczenie Pani mgr ini. Agaty
Szczerby do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto, pragne podkresli¢, ze bardzo wysoko oceniam wartos¢ naukowg
oraz aplikacyjna recenzowanej Rozprawy i w zwiazku powyZszym zwracam si¢
do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny zootechnika i rybactwo Politechniki
Bydgoskiej im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich z wnioskiem o wyréznienia dysertacji

mgr inz. Agaty Szczerby.

Krakow, dnia 10 marca 2022 dr h%ﬁm?gn 75, prof URK
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