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Ocena rozprawy doktorskiej lek. wet. Klaudii Mi¢tkiewskiej pt. ,,Transcriptome
analysis of early stages of bovine embryos obtained in vivo from Polish Holstein-
Friesian cows” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. n. wet. Chandry S. Pareek

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska prezentuje wyniki badan dotyczacych
wplywu wieku dawczyn oraz sezonowych zmian srodowiskowych na profil transkryptomiczny
wczesnych zarodkéw bydla pozyskanych in vive od kréw rasy polskiej holsztynsko-
fryzyjskiej. Istotnym elementem pracy byla identyfikacja gendw o zrdéznicowanej ekspresji
oraz procesOw biologicznych zwigzanych z rozwojem zarodkéw z wykorzystaniem
nowoczesnych metod sekwencjonowania RNA i zaawansowanych analiz bioinformatycznych,
w tym analizy dekonwolucyjnej. Pomimo intensywnych badan prowadzonych w ostatnich
latach, wiedza dotyczaca molekularnych mechanizméw odpowiedzialnych za wplyw wieku
matki oraz warunkow $rodowiskowych na kompetencje rozwojowg zarodkéw bydla nadal
pozostaje niepelna. Podjeta problematyka ma istotng warto$¢ poznawcza i potencjalne
znaczenie dla rozwoju badan nad biologicznymi uwarunkowaniami jakosci zarodkdéw,
doskonalenia metod wspomaganego rozrodu oraz poprawy efektywnosci hodowli bydta.

Ocena formalna

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest opracowaniem w jezyku angielskim,
ktore obejmuje 188 stron maszynopisu, w tym 29 rycin oraz 1 fotografig, 16 tabel, i 320 pozycji
pismiennictwa anglojezycznego. Praca zawiera podstawowe elementy wymagane dla
rozprawy doktorskiej, tj. spis tresci, abstrakt w jezyku angielskim, wprowadzenie, hipotezy
badawcze, material i metody, wyniki oraz ich omdéwienie w dyskusji, podsumowanie, oraz
pismiennictwo, a takze materialy uzupelniajgce do rozprawy (w postaci osmiu plikéw
tabelarycznych typu Excel i pieciu plikow zawierajacych ryciny). W rozprawie doktorskiej
zabraklo streszczenia w jezyku polskim, mimo ze zgodnie z ustawa, do rozprawy doktorskiej
przygotowanej w jezyku obcym nalezy dolaczy¢ streszczenie w jezyku polskim. W mojej
ocenie tytul rozprawy jest zbyt ogdlny i nie odzwierciedla w pelni zakresu przeprowadzonych
badan, w szczegodlnosci dwoch gléwnych czynnikoéw eksperymentalnych, tj. wieku dawczyn



oraz warunkow sezonowych, analizowanych w kontek$cie ich wplywu na profil
transkryptomiczny zarodkow in vivo.

Ocena merytoryczna

Streszczenie zostalo przygotowane w sposob przejrzysty 1 obejmuje wszystkie
podstawowe elementy rozprawy, tj. cel badan, zastosowane metody, wyniki oraz
podsumowanie. W sposob logiczny przedstawiono zakres przeprowadzonych analiz
transkryptomicznych oraz analiz bioinformatycznych. W mojej ocenie streszczenie jest jednak
nadmiernie rozbudowane poprzez szczegotowe wyliczenie duzej liczby genow
o zréznicowanej ekspresji, co utrudnia wyeksponowanie najwazniejszych osiagnie¢ pracy oraz
gtownych wnioskow wynikajagcych z przeprowadzonych badan. Zdecydowanie bardziej
zasadne byloby skoncentrowanie si¢ na najistotniejszych wynikach oraz ich znaczeniu
biologicznym, pozostawiajac szczegdlowe zestawienia genéw do omoéwienia w rozdziale
Wyniki.

Wstep (7 stron) zostal przygotowany w sposéb logiczny i przejrzysty. Podzielono go na
cztery podrozdzialy obejmujgce najwazniejsze zagadnienia niezbedne do zrozumienia
tematyki rozprawy. Doktorantka przedstawita aktualny stan wiedzy dotyczacy wplywu wieku
dawczyn oraz stresu cieplnego na rozwdj zarodkow bydta, oméwita mozliwosci wykorzystania
technologii RNA-seq oraz zagadnienia zwigzane z analizg transkryptomu. Pozytywnie nalezy
oceni¢ rowniez probe uzasadnienia wyboru analizowanych czynnikdéw (wieku i sezonu) oraz
przedstawienie znaczenia badan zarowno dla rozrodu bydla, jak i rozwoju metod
wspomaganego rozrodu. Pewne zastrzezenia budzi jednak sposob przedstawienia analizy
dekonwolucyjnej. Doktorantka poczgtkowo opisuje klasyczna dekonwolucje stosowang do
oszacowania udziatu réznych typow komodrek w probkach po bulk RNA-seq, podczas gdy
W niniejszej pracy zastosowano jedynie podej$cie inspirowane dekonwolucjg do oceny
podobienstwa profili transkryptomicznych pomigdzy kolejnymi etapami rozwoju zarodkow.
Sposéb i cel zastosowanego podejécia zostaly wyjasnione dopiero w koncowej czesci
podrozdzialu. W mojej ocenie, aby unikngé mylnego wrazenia dotyczacego zastosowanej
metody, taka informacja powinna zosta¢ jednoznacznie przedstawiona juz na poczatku tego
rozdziatu.

Hipotezy badawcze pracy sa zgodne z zakresem tematycznym rozprawy, jednak
hipoteza pierwsza zostala sformutowana nieco zbyt szeroko w odniesieniu do zastosowanych
metod badawczych. Przeprowadzone analizy transkryptomiczne pozwalaja wykaza¢ rdznice
w ekspresji genow oraz wskaza¢ potencjalnie zmienione procesy biologiczne, natomiast nie
umozliwiajg bezposredniej oceny mechanizmow fizjologicznych i metabolicznych. W mojej
ocenie hipotez¢ 1 nalezaloby sformulowa¢ z wigkszym naciskiem na analize zmian
transkryptomicznych. Cele pracy odpowiadaja tematyce rozprawy 1 zakresowi
przeprowadzonych badan, jednak sposdb ich przedstawienia w mojej ocenie moglby by¢
bardziej dopracowany. Ich opisy sg nadmiernie rozbudowane i zawierajg liczne powtdrzenia
dotyczgce analizy transkryptomu, zastosowania technologii bulk RNA-seq oraz identyfikacji
genow o zroznicowanej ekspresji. Ponadto czes¢ celow szczegotowych (cele 1 1 2) ma
charakter przede wszystkim techniczny i opisuje kolejne etapy analizy bioinformatycznej, a nie
cele naukowe. Dodatkowo, moim zdaniem, cel 5 warto byloby doprecyzowa¢, podkreslajac,
ze przeprowadzone analizy pozwalajg na oceng zaleznoSci pomiedzy zmianami profilu
transkryptomicznego a etapem rozwoju zarodkow, a nie na bezposrednia oceng wpltywu zmian
ekspresji gendw na rozwdj zarodkow. Takie uszczegdlowienie lepiej odzwierciedlatoby zakres
uzyskanych wynikdw.



Materiat i metody zostaly przedstawione w 15-stronicowym rozdziale, zawierajgcym
pig¢ podrozdzialow obejmujacych charakterystyke materialu biologicznego 1 projekt
doswiadczenia, procedure pobierania zarodkdw i ich oceny, procedury laboratoryjne zwigzane
z izolacja RNA 1 przygotowaniem bibliotek do sekwencjonowania oraz analize
bioinformatyczna danych RNA-seq oraz analize dekonwolucyjng profili transkryptomicznych.
Pozytywnie nalezy oceni¢ czg$¢ metodyczng dotyczacg doboru zwierzat, pozyskiwania
zarodkow oraz ich oceny zgodnie z kryteriami IETS. Czytelno$é rozdziatu zwigkszaja réwniez
tabele 11 2, przedstawiajgce charakterystyke materiatu badawczego oraz podziat zarodkéw na
analizowane grupy. a takze rycina 1 z reprezentatywnymi obrazami zarodkdéw oraz rycina 2
ilustrujaca schemat dos§wiadczenia i przebieg analizy RNA-seq. Jednocze$nie zwracam uwage,
ze dopiero na schemacie eksperymentu pojawiaja sie okreslenia ,,1st Lactation”, ,,.Beyond VI
Lactation”, ,,Thermoneutral Condition” oraz ,Elevated Temperature”, ktore nie zostaly
wcezesniej wprowadzone ani wyjasnione w tekscie metodyki. W mojej ocenie nalezaloby
ujednolici¢ nazewnictwo lub jednoznacznie wskazaé, ze oznaczenia te odpowiadaja grupom
opisanym w czegsci ,,Materialy i metody™, co zwiekszyloby spdjno$¢ opracowania i ulatwilo
interpretacje schematu. W czasie obrony prositabym takze o doprecyzowanie pewnych kwestii
przedstawionych ponizej. Czy liczebno$¢ grup doswiadczalnych, zwlaszeza grupy mlodszych
krow, obejmujacej jedynie dwa osobniki mogla wplynaé na mozliwos¢ uogolniania
uzyskanych wynikéw dotyczacych wieku dawczyn? W Tabeli 3 przedstawiono
charakterystyke jedynie 12 zarodkéw, podczas gdy zgodnie z wezesniejszym opisem do analiz
wykorzystano 34 zarodki. Warto wyjasni¢, wedlug jakiego kryterium wybrano zarodki
zaprezentowane w tabeli umieszczonej w rozprawie. Ponadto nie jest jednoznacznie okre$lone,
w ktorym dniu po inseminacji wykonywano plukanie macicy i pozyskiwano zarodki. Biorge
pod uwage, ze inseminacje przeprowadzano trzykrotnie w odstepach 12-godzinnych, warto
doprecyzowa¢, od ktdrego zabiegu liczono wiek zarodkow oraz w jaki sposob uwzgledniono
to podczas oceny ich stadium rozwojowego. Ze wzgledu na fakt, ze w wielu miejscach
rozprawy obserwowane roznice sezonowe s3 interpretowane w konteks$cie podwyzszonej
temperatury i stresu cieplnego, zasadne byloby doprecyzowanie, czy poza pomiarem
temperatury otoczenia oceniano réwniez wskazniki pozwalajace potwierdzi¢ wystepowanie
stresu cieplnego u dawczyn, takie jak Temperature-Humidity Index (THI) lub parametry
fizjologiczne zwierzat (np. temperatura ciala). Informacje te pozwolityby lepiej uzasadnié
interpretacje obserwowanych roznic sezonowych jako efektu obcigzenia cieplnego u samic
dawczyn, a nie wylacznie efektu sezonowego.

Na szczegélng uwage zasluguje sposob opracowania czesci dotyczacej analizy
bioinformatycznej. Doktorantka przedstawila kolejne etapy przetwarzania danych RNA-seq od
kontroli jako$ci odczytéw, poprzez mapowanie, kwantyfikacje ekspresji genow, normalizacje
danych i analize réznicowej ekspresji, az do interpretacji funkcjonalnej uzyskanych wynikow.
Na pozytywng oceng zastuguje réwniez wskazanie wykorzystania uznanych i powszechnie
stosowanych narzedzi bioinformatycznych, takich jak STAR, RSEM, DESeq2, SVA czy
Cytoscape, a takze zdeponowanie surowych danych sekwencyjnych w bazie NCBI, co
umozliwia niezalezng weryfikacje badan. Jednakze w rozdzialach metodyki dotyczacych
analiz bioinformatycznych, Doktorantka réwniez nie ustrzegla sie niescistosci. Wyjasnienia
wymaga m.in. opis genomu referencyjnego wykorzystanego do mapowania odczytow.
W metodyce wskazano ,,Bos taurus UMD3.0 (assembly accession GCA 002263795.3),
jednak numer akcesyjny GCA 002263795.3 odpowiada genomowi referencyjnemu ARS-
UCDI1.3. Warto zweryfikowac nazwe zastosowanego genomu referencyjnego oraz zachowac
spOjnos¢ pomiedzy jego nazwag a numerem akcesyjnym. W podrozdziatach 3.4.3 oraz 3.5.1
czesciowo powielono opis wstepnej kontroli jakosci danych sekwencyjnych (primary QC),
obejmujacej ocene jakosci odczytéw oraz kontrol¢ danych po ich oczyszezeniu. Powoduje to
pewne dublowanie informacji i nieco zaburza przejrzysto$¢ opisu kolejnych etapow analizy.



W mojej ocenie pelny opis kontroli jakosci danych FASTQ warto byloby zamiesci¢ w jednym
miejscu, natomiast rozdzial po§wiecony analizie bioinformatycznej rozpoczaé¢ od wlasciwego
przetwarzania i analizy danych po zakonczeniu etapu kontroli jakosci. Warto réwniez
doprecyzowa¢ informacje dotyczace bibliotek okreslonych jako posiadajace ,.atypical QC
patterns” lub ,atypical sequencing yield”, wskazujac, czy takie przypadki rzeczywiscie
wystapily oraz jaki byt ich wpltyw na dalszy przebieg analizy. Zastrzezenia budzi takze Tabela
4, poniewaz zgodnie z definicjg parametr ..Effective (%) oznacza stosunek liczby odczytow
po oczyszczeniu do liczby odczytow surowych, jednak dla wszystkich bibliotek przyjmuje
warto$¢ 100,00%, mimo zastosowania procedur usuwania adapteréw i sekwencji o niskiej
jakosci. Dodatkowego wyjasnienia wymagaja rowniez biblioteki nr 13 i 15, ktére zawieraja
odpowiednio okoto 5,6 (raw data 6.8) oraz ~7,9 mln odczytéw (raw data 10.2), podczas gdy
pozostate biblioteki obejmujg najczesciej od 50 do ponad 80 mlIn odczytéw. Tak znaczna
roznica w glebokosci sekwencjonowania wymaga komentarza. W opisie analizy
bioinformatycznej zabrakto numerdow wersji wigkszosci wykorzystanych programow (FastQC,
fastp, STAR, RSEM, MultiQC, SAMStat, RNA-SeQC, tximeta, DESeq2, SVA). Informacje te
sa istotne z punktu widzenia odtwarzalnosci analiz. Doktorantka kilkukrotnie wskazuje
rowniez, ze zastosowano ,recommended/default parameters”, jednak nie precyzuje, ktorych
programow dotyczy to stwierdzenie. Poniewaz w analizie wykorzystano wiele narzedzi
bioinformatycznych, warto byloby jednoznacznie okresli¢ zastosowane parametry lub odwotac
si¢ do konkretnych wersji oprogramowania. W rozdziale Material i metody oraz w streszczeniu
Doktorantka deklaruje wykorzystanie baz Panther i STRING do analizy funkcjonalnej genow
o zréznicowanej ekspresji, natomiast w rozdziale Wyniki nie przedstawiono jednak rezultatow
uzyskanych z wykorzystaniem tych narz¢dzi. Zauwazylam réwniez inng niesp6jnos$¢ miedzy
rozdziatami Material i metody oraz Wyniki. W metodyce wskazano, ze wyniki analiz zostaly
zaimportowane do srodowiska R z wykorzystaniem pakietu fximeta, natomiast w kolejnym
rozdziale podano, ze zestawienia ekspresji genéw uzyskano za pomocg pakietu iximport
(,.gene-level summaries were derived via rximport™). Poniewaz sa to dwa rézne pakiety,
pelnigce czgsciowo odmienne funkcje, warto jednoznacznie wskazac, ktore narzedzie zostato
ostatecznie wykorzystane odpowiednio ujednolicié opis metodyki i wynikow.

Pozytywnie nalezy oceni¢ probe zastosowania analizy dekonwolucyjnej do oceny
podobienstwa  transkryptoméw  zarodkow  do  referencyjnych  etapdw  rozwoju
przedimplantacyjnego oraz ostrozne podkreslenie przez Doktorantke, ze uzyskane wyniki
odzwierciedlajg podobienstwo profili transkryptomicznych, a nie rzeczywiste stadium
rozwojowe zarodkdéw. Pomimo iz Doktorantka starata si¢ przygotowal te czgs¢ rozdziatu
w sposéb uporzadkowany, w mojej ocenie wymaga ona kilku istotnych uvzupelnien
i doprecyzowan. Przede wszystkim wyjasnienia wymaga wybdr Iudzkiego zbioru
referencyjnego (GSE36552) do analizy transkryptomow zarodkow bydla. Doktorantka nie
uzasadnita, dlaczego zdecydowata si¢ na wykorzystanie danych pochodzacych od czlowieka.
W metodyce podano jedynie, ze zachowano geny posiadajace jednoznaczne ortologi, jednak
nigdzie nie przedstawiono liczby gendw wykorzystanych ostatecznie w analizie, kryteriow ich
wyboru, ani odsetka genow utraconych podczas mapowania ortologéw oraz zastosowanych
parametrow pakietu MuSiC, co utrudnia ocen¢ przeprowadzonej dekonwolucji. Ponadto
pomiedzy rozdziatami Material i metody oraz Wyniki wystgpuje inna niespdjnos¢. W metodyce
opisano analize dekonwolucyjng z wykorzystaniem algorytmow MuSiC i DeTREM, natomiast
w rozdziale Wyniki przedstawiono réwniez analizy ekspresji gendw markerowych,
hierarchiczne grupowanie probek, analiz¢ UMAP oraz diagram Venna genéw markerowych.
W metodyce brakuje opisu sposobu wykonania tych analiz, zastosowanych narzedzi
bioinformatycznych oraz kryteridéw identyfikacji gendéw markerowych, przez co uniemozliwia
to odtworzenie calego pipeline'u bioinformatycznego w przypadku dekonwolucji. Watpliwosci
budzi rowniez opis analizy czulo$ci z wykorzystaniem algorytmu DeTREM. W metodyce



wskazano, ze zgodno$¢ wynikdw MuSiC i DeTREM postuzyta do oceny stabilnosci
uzyskanych oszacowar, jednak w rozdziale Wyniki zgodnos$é ta zostala opisana jedynie
jakosciowo. W konsekwencji analiza dekonwolucji powinna by¢ traktowana jako
eksploracyjna ocena podobienstwa transkryptomicznego, a nie jako niezalezna metoda
klasyfikacji stadium rozwojowego analizowanych zarodkow.

Rozdzial Wyniki stanowi najobszerniejsza cze$é¢ rozprawy (57 stron) i obejmuje
rezultaty uzyskane z wykorzystaniem szerokiego spektrum analiz bioinformatycznych. Na
pozytywna oceng zashuguje bogata dokumentacja graficzna wynikow, obejmujaca wizualizacje
roznicowej ekspresji gendw oraz analizy funkcjonalne. Doktorantka podjeta probe
kompleksowego opracowania uzyskanych danych transkryptomicznych, prezentujgc wyniki na
wielu poziomach, od kontroli jakodci danych, poprzez identyfikacje genow roznicowo
eksprymowanych, az do ich interpretacji biologicznej. Swiadezy to o nakladzie pracy
wlozonym zaréwno w przygotowanie analiz bioinformatycznych, jak i opracowanie
uzyskanych rezultatow.

Jednoczesnie w mojej ocenie rozdzial ten moglby zosta¢ uporzadkowany zaréwno pod
wzgledem struktury, jak i sposobu prezentacji wynikow. Opis wynikéw zawiera elementy
metodyczne (np. opis mapowania odczytdéw z wykorzystaniem STAR, uzyciem RSEM,
pakietu iximport, parametry analizy ClueGO - warto$¢ wspotezynnika kappa, itd.), ktore lepiej
byloby umiesci¢ w rozdziale Material i metody. Rozdziat Wyniki zyskalby na przejrzystosci,
gdyby skoncentrowano si¢ w nim przede wszystkim na prezentacji uzyskanych rezultatow,
natomiast szczegdly dotyczace opisu zastosowanych narzgdzi bioinformatycznych
pozostawiono w czesci metodyczne;j.

Moje watpliwosci wzbudzil opis wynikéw analizy genow o zréznicowanej ekspresji
oraz analizy funkcjonalnej (rozdzialy 4.2 oraz 4.3). W metodyce wskazano, ze geny
o zroznicowanej ekspresji (DEG) identyfikowano na podstawie skorygowanych wartosci p
(FDR <0,05), natomiast w rozdziale Wyniki przedstawiono liczbe genow spetniajacych kolejne
progi nominalnych wartosci p oraz odniesiono si¢ do progu P < 0,05. Dobrze byloby
jednoznacznie wskazac, czy prezentowane wyniki odnosza si¢ do wartosci nominalnych, czy
FDR, oraz poda¢ liczb¢ gendw spelniajacych przyjete kryterium istotnosci. Rowniez
informacja, 7e liczba gendéw okreslonych jako up-regulowane (6023 lub 7167) i down-
regulowane (5548 lub 5585) sumuje sie doktadnie do liczby wszystkich gendéw
pozostawionych po filtracji, sugeruje, ze podziat ten odnosi sie do wszystkich analizowanych
genow, a nie wylacznie do gendow o ekspresji zréznicowanej statystycznie. Dla zachowania
spojnosci z metodyka warto jednoznacznie okresli¢ kryteria kwalifikacji genéw jako DEGs
(np. FDR i log:FoldChange) oraz zweryfikowaé¢ zgodno$¢ opisu z metodykg i materialami
uzupeltniajacymi.

W mojej ocenie najwazniejsza krytyczna uwaga dotyczy rozdzialow 4.2.1 oraz 4.2.2.
Analizujac wyniki przedstawione w Tabelach 5 i 6 oraz poréwnujac je z materialami
uzupehiajacymi, stwierdzitam istotne niescistosci i bledy. Cze$¢ gendow przedstawionych
w Tabelach 5 i 6 jako istotnie zréznicowana nie zostala odnaleziona w przestanych materiatach
uzupelniajacych lub nie spelnia tam kryteridw istotnosei statystycznej (np. ICOS, CYPIIAI,
FAMI3C, PDEI0A, NPSRI, SYT9, ARLI3A, RBMS3 i in.). W Tabelach 5 i 6 w poréwnaniu
z materialami uzupelniajacymi nie zgadzaja si¢ réwniez wartosci takich parametrow jak
transcript count, log2Fold change, pvalue lub padj. Jest to szczegdlnie istotne, poniewaz geny
wytypowane w Tabelach 5 i 6 stanowig podstawe dalszej interpretacji biologicznej oraz sa
szczegolowo omawiane w rozdziale Dyskusja. Nie mozna wykluczyé, ze rozbieznosci te
wynikaja z omylkowego dolaczenia niewlasciwej wersji materialow uzupeiniajacych, ale
w obecnej postaci uniemozliwiajg pelng weryfikacje przedstawionych wynikow.



Ponadto chciatabym przedstawié¢ kilka uwag i sugestii odnoszacych si¢ do wynikow
umieszczonych w podrozdziatach 4.2.3 oraz 4.3.3. W jednym podrozdziale przedstawiono
facznie wykresy stuzgce kontroli jakosci danych (density plot, PCA), diagnostyki modelu
statystycznego (histogram warto$ci p, Q-Q plot) oraz prezentacji wynikéw analizy roznicowe;j
(volcano plot i MA plot), mimo ze pelnig one odmienne funkcje. W mojej ocenie rozdzial
zyskalby na przejrzystosci, gdyby poszczegolne typy analiz zostaly wyraZniej rozdzielone
i omowione zgodnie z ich funkcja w procesie analizy danych.

W trakcie czytania rozprawy zwracajg takze uwage liczne niesScistosci dotyczace opisu
i interpretacji poszczegdlnych rycin (rozdziaty 4.2.3 1 4.3.3), ktorych przyktady podaje ponize;j.
W przypadku ryciny 3 w opisie umieszczonym w rozprawie wskazano, ze przedstawiono
znormalizowane dane po transformacji logarytmicznej, podczas gdy podpis ryciny odnosi si¢
do surowych odczytow przed normalizacja. Doktorantka napisala, ze po kontroli jakosci do
dalszych analiz zakwalifikowano 34 biblioteki odpowiadajgce 34 transkryptomom zarodkow,
natomiast na rycinie 4 (wykresie PCA) przedstawiono jedynie 32 prébki. Jezeli dwie probki
zostaty wykluczone z analizy, informacja ta powinna zosta¢ jednoznacznie przedstawiona
w metodyce lub wynikach wraz z uzasadnieniem ich wykluczenia. Dodatkowo opis ryciny 4
wymaga doprecyzowania. Stwierdzenie o ,.clear separation” pomigdzy grupami wydaje sie
zbyt kategoryczne i nie wynika jednoznacznie z przedstawionego wykresu PCA. Bardziej
wlasciwe byloby uzycie okreslen sugerujacych czg¢éciowg separacj¢ probek. Nie wyjasniono
rOwniez znaczenia koloroéw oznaczajgcych Group 1 1 Group 2 ani sposobu wyznaczenia tych
grup. Z podpisu ryciny wynika jednocze$nie, ze probki klasyfikowano wedlug stadium
rozwojowego (rézne symbole), podczas gdy analiza dotyczyla wieku dawczyn, co moze
utrudniaé interpretacje biologicznego znaczenia obserwowanego rozdziatu préb.

W doswiadczeniu analizowano 34 probki, dlatego standardowa analiza, przedstawiona na
rycinie 5 powinna generowaé maksymalnie 33 skladowe gldwne, jednak na rycinie widoczne
sa 32 skladowe. Prositabym o wyjasnienie sposobu przeprowadzenia analizy (np. pominigcie
sktadowych zerowych) lub zweryfikowanie poprawnos$ci przygotowanej ryciny. Dodatkowo
opis rycin 51 16 w rozprawie jest niespojny z przedstawionymi wykresami. Zardwno w tekscie,
jak i w podpisach rycin podano, ze PC1, PC2 i PC3 wyjasniajg odpowiednio 29,7%, 13,7%
i 8,9% catkowitej wariancji. Tymczasem na obu wykresach wartosci wynosza okoto 22,0%,
11,7% i 7,2%. Prositabym o weryfikacje, ktore wartosci sa prawidlowe. Ponadto ryciny 51 16
wydaja si¢ identyczne, co sugeruje, ze wykorzystano ten sam wykres zaréwno dla analizy
wieku, jak i sezonu. Jezeli bylo to zamierzone, powinno zosta¢ jednoznacznie wyjasnione
W rozprawie.

Opisy rycin 6-8 rdwniez wymagaja doprecyzowania. Histogram rozktadu wartosci p (Rycina
6) moze wskazywaé na obecnos¢ sygnatu réznicowej ekspresji, jednak sam w sobie nie stanowi
dowodu na wysoka jakos¢ ani wiarygodnos¢ przeprowadzonej analizy. W przypadku Ryciny
7 nie wyjasniono, jakie dane wykorzystano do konstrukcji wykresu Q-Q (np. wartosci p czy
inne parametry), co utrudnia ocene¢ zasadnosci jego zastosowania. Z kolei voleano plot (Rycina
8) identyfikuje geny charakteryzujgce si¢ najwiekszymi zmianami ekspresji i1 istotnosciag
statystyczng, jednak nie pozwala samodzielnie wnioskowaé¢ o ich znaczeniu biologicznym,
ktore powinno wynika¢ z dalszych analiz funkcjonalnych. Ponadto zapis .after filtering
(P<1.0)” na str. 66 jest metodologicznie niepoprawny, poniewaz filtracja ekspresji nie byta
wykonywana na podstawie wartosci p.

Kolejne zastrzezenia dotycza Ryciny 9 (MA plot). Kryteria wyboru genéw oznaczonych na
wykresie nie zostaly przedstawione. W tekscie wynikow wskazano, ze zaprezentowano geny
o najwig¢kszych zmianach ekspresji (..top 25 upregulated genes ranked by logz fold change™),
a w podpisie pod rycing ,.top 20 differentially expressed genes™, jednak po poréwnaniu ryciny
9 z Tabelami 5 i 6 stwierdzono, Ze na wykresie oznaczono jedynie czes$¢ gendéw nalezacych do
tej grupy, pomijajac miedzy innymi /COS, CYP11AI, ktére naleza do gendw o najwyzszych



wartosciach bezwzglednego log:FoldChange. W zwiagzku z tym zardwno opis ryciny, jak i tekst
wynikow nie sg zbiezne i wymagaja doprecyzowania poprzez jednoznaczne okreslenie
kryteriow wyboru gendéw przedstawionych na wykresie.

Rozdzial Wyniki zawiera réwniez liczne powtdrzenia. Najwazniejsze geny zostaly
opisane w podrozdziatach dotyczacych Top 30 gendw, nastgpnie ponownie omoéwione
w rozdzialach ,,Transcriptomic signatures...”, a ich funkcje przedstawiono jeszcze raz
w tabelach 7-10 oraz 13—16. Powoduje to czesciowe powtarzanie tych samych informacji oraz
zaciera granic¢ pomigdzy rozdziatami Wyniki i Dyskusjq. Rozbudowana interpretacja funkcji
biologicznych oraz wnioski dotyczace potencjalnego wplywu zmian ekspresji na kompetencje
zarodkéw, implantacje czy rozwdj embrionalny majg charakter dyskusji i powinny zostaé
przeniesione lub istotnie skrdcone.

Wartosciowymi elementami rozdziatu Wyniki sg podrozdziaty 4.2.6 1 4.3.6, poswigcone
analizie funkcjonalnej gendéw o zroznicowanej ekspresji. Przeprowadzona przez Doktorantke
analiza umozliwila identyfikacj¢ proceséw biologicznych potencjalnie zwigzanych
z obserwowanymi zmianami transkryptomicznymi, stanowigc istotne uzupelnienie analizy
roznicowe] ekspresji genow. Jednoczesnie kilka elementdw tej czesci rozprawy wymaga
doprecyzowania, co zwigkszyloby jej przejrzysto$¢ oraz ulatwitoby interpretacje
przedstawionych wynikow. Przede wszystkim warto zachowa¢ wigkszg spojnos¢ pomiedzy
rozdziatami Material i metody oraz Wyniki. Jak wspomnialam wcze$niej, w czesci metodycznej
podano, ze analizy funkcjonalne przeprowadzono z wykorzystaniem narzedzi Panther,
STRING oraz ClueGO, natomiast w rozdziale Wyniki przedstawiono wylacznie
wyniki uzyskane z wykorzystaniem ClueGO. Warto wyjasnié, czy analizy wykonane
w Panther 1 STRING nie dostarczyly istotnych wynikéw i dlaczego nie przedstawiono ich
w wynikach.

W kilku miejscach pojawiajg si¢ rowniez niescistosci dotyczace interpretacji analiz GO
1 KEGG. Doktorantka wielokrotnie okresla przedstawione wyniki jako ,,GO Biological Process
and KEGG pathway enrichment”, jednak zaréwno podpisy rycin 10-13 oraz 21-24 oraz
przedstawione opisy w rozprawie, zgodnie z moja wiedza, odnosza si¢ wylacznie do terminow
Gene Ontology Biological Process. Jezeli analiza obejmowata rowniez s$ciezki KEGG,
powinny one zosta¢ jednoznacznie oznaczone na rycinach i w opisie lub wyraznie oddzielone
od termindéw GO. Ponadto nalezy wyjasni¢ znaczenie symbolu ,,*” na rycinach 11, 13, 22 oraz
23. Zgodnie z metodologia (str. 29) wszystkie terminy przedstawione w analizie ClueGO
spelniajg kryterium istotnodci statystycznej po korekcji wielokrotnych poréwnan (adjusted p <
0,05), dlatego nie jest jasne, dlaczego tylko wybrane kategorie oznaczono gwiazdkg. Niektore
sformutowania stosowane w opisie wynikéw w rozdziatach 4.2.6.2 oraz 4.2.6.4, rdwniez
wymagaja doprecyzowania. Dla przyktadu, na str. 51 nie jest jasne, co Doktorantka rozumie
pod pojeciem ,,11 metabolic pathways”. Analiza materialdéw uzupetniajgcych wskazuje, ze
przedstawiono seri¢ funkcjonalnych sieci ClueGO dla wybranych genow, dla ktérych
kryterium wyboru réwniez nie zostalo opisane, obejmujacych procesy rozwojowe,
immunologiczne, sygnalizacyjne oraz metaboliczne. Dlatego okredlenie ,,11 metabolic
pathways™ wydaje sie zbyt waskie 1 bledne (poniewaz w Supplementary Figure 4 wskazano 12
sieci). Bardziej adekwatnym okresleniem byloby np. ,,ClueGO functional networks™ lub
»pathway enrichment networks”. Dodatkowo niektdére opisy rycin (szczegdlnie 12, 21-23)
zawierajg informacje, ktore nie sg w pelni zgodne z prezentowanymi wynikami lub sprawiajg
wrazenie przeniesionych z innych cze$ci analizy, dlatego nalezaloby je zweryfikowaé
i yjednolici¢ z przedstawionymi wykresami.

Na pozytywng oceng zastuguje podjecie przez Doktorantke proby zastosowania analizy
dekonwolucji do oceny heterogenicznosci transkryptomicznej zarodkéw. Wykorzystanie
nowoczesnych narzedzi bioinformatycznych oraz zewnetrznego zbioru referencyjnego
$wiadezy o ambitnym podejsciu do analizy danych. Jednoczesnie kilka elementow tej czeSci



wymaga doprecyzowania. Rycina 25 w przejrzysty sposob ilustruje zréznicowanie poziomu
ekspresji wybranych genéw pomiedzy poszczegdlnymi stadiami rozwoju zarodkowego, jednak
w opisie brakuje uzasadnienia wyboru analizowanych gendéw oraz liczby probek (n) dla
poszczegdlnych stadiow rozwoju. W mojej ocenie interpretacja wynikow zaprezentowanych
na rycinach 26-28 rowniez wymaga wickszej ostroznosci. W przypadku ryciny 26
przedstawione dane nie wskazujg jednoznacznego rozdzialu wezesnych i pdznych stadiow
rozwoju, poniewaz stadium 4-komorkowe nie grupuje sie z pozostalymi wezesnymi etapami.
Ponadto nie wyjasniono, jakie dane wykorzystano do konstrukcji dendrogramow. Réwniez
interpretacja UMAP (rycina 27), metody, ktora nie zostata opisana w metodyce, wydaje si¢
zbyt kategoryczna, gdyz stuzy ona przede wszystkim do wizualizacji podobienstwa probek
i nie stanowi formalnej walidacji. Warto takze wyjasni¢, dlaczego na rycinie 28 uwzgledniono
jedynie grupe 2-/4-komdrkowa, podczas gdy w poprzednich analizach ta wczesna grupa
obejmowata rowniez oocyt i zygote. Prositabym réwniez o wyjasnienie, do jakich wartosci
odnosi sie procentowy udzial markeréw przedstawiony na powyzszym wykresie, co nie zostalo
opisane w rozdziale Wyniki.

Interpretacja wynikow dekonwolucji przedstawionych na rycinach 29 i 30 rowniez budzi
watpliwosé. We wszystkich probkach dominuje sygnatura pdznej blastocysty, natomiast
sygnatury stadium 8-komodrkowego i moruli sg praktycznie niewidoczne lub widoczne
w niewielkim stopniu. W zwigzku z tym nie jest jasne, w jaki sposob analiza dekonwolucji
potwierdza wspominang we wstepie i metodyce heterogeniczno$¢ rozwojowa zarodkow oraz
jaki byt jej wplyw na dalszg interpretacje wynikéw dotyczacych wieku dawczyn i sezonu.
Warto byloby uzupetni¢ t¢ czg$¢ o iloSciowe zestawienie wynikéw (brak danych
numerycznych) oraz krotki komentarz wyjasniajacy biologiczne znaczenie uzyskanych
rezultatdw w kontekscie wpltywu wieku dawczyn lub sezonu na profil transkryptomiczny
zarodkow.

Na zakonczenie omawiania rozdzialu Wymiki chciatlabym zaznaczy¢, ze materialy
uzupelniajagce wymagaja ponownej, kompleksowej weryfikacji pod wzgledem spojnosci,
kompletnosci oraz zgodnosci z trescig rozprawy. Stwierdzitam szereg niescislosci dotyczacych
zaroOwno numeracji i opisu materiatdéw uzupehiajgcych z tekstem rozprawy, jak i ich
zawarto$ci. Dotyczy to migdzy innymi nieciaglej numeracji probek w Supplementary Table
S1, niejednoznacznego opisu danych przedstawionych w Supplementary Table S2
(FPKM/TPM - przedstawiono tylko jedna macierz ekspresji, przez co nie jest jasne, czy s to
wartosci FPKM, TPM czy inny sposob normalizacji danych), rozbieznosci pomiedzy liczba
probek deklarowana w tekscie a liczba kolumn w tabeli, blednych odwotan do tabel i rycin
uzupetniajgcych (np. str. 25, 51, 54, 67, 80), a takze niespojnosci pomiedzy zawartoScia
Supplementary Tables i Figures a ich opisem w rozdziale Wyniki. Uchybienia te wptywaja nie
tylko na przejrzystos¢ i odbidr rozprawy, lecz rdwniez utrudniajg oceng poprawnosci
przeprowadzonych analiz oraz weryfikacje prezentowanych wynikéw. W mojej ocenie
wszystkie materialty uzupelniajace oraz odwotania do nich powinny zosta¢ ponownie
zweryfikowane przed przygotowaniem publikacji naukowych, gdyz stanowig integralng czgs¢
dokumentacji uzyskanych wynikow.

Rozdzial Dyskusja (48 stron, podzielony na 3 gtowne podrozdzialy zwigzane z oceng
wplywu wieku dawczyn, sezonu oraz dekonwolucji na profil transkryptomiczny zarodkow)
wydaje sie by¢ przygotowany z duzym zaangazowaniem i $wiadczy o szerokim przegladzie
literatury wykonanym przez Doktorantke. Widoczne jest dazenie do mozliwie szerokiego
omoéwienia biologicznego znaczenia zidentyfikowanych genoéw oraz osadzenia uzyskanych
wynikéw w kontekscie aktualnej wiedzy. Swiadczy to o duzym nakladzie pracy. W wielu
miejscach przedstawione rozwazania sg interesujace 1 pokazuja probe wyjasnienia
potencjalnego znaczenia gendw, dla ktérych dostepne sg jedynie ograniczone dane



literaturowe. Doktorantka szczegdtowo omowita kazdy z gendw o zrdznicowane] ekspresiji,
jednak wigkszy nacisk nalezalo polozy¢ na probe wyjasnienia biologicznego w oparciu o
wyniki analiz GO, ktérych praktycznie nie oméwiono w tym rozdziale. W efekcie Dyskusja
ma momentami charakter przegladu funkcji poszczegdlnych gendéw, a w mniejszym stopniu
stanowi krytyczng interpretacje wilasnych wynikéw Doktorantki. W mojej ocenie takie
catosciowe spojrzenie pozwoliloby lepiej powiaza¢ uzyskane wyniki z postawionymi
hipotezami badawczymi, wyeksponowaé oryginalno$é przeprowadzonych badan oraz
podkresli¢ biologiczne znaczenie uzyskanych rezultatow.

Zwraca rowniez uwage, ze w dyskusji w niewielkim stopniu odniesiono si¢ do
wynikow analizy dekonwolucji, mimo ze stanowia one jeden z elementow przeprowadzonych
analiz bioinformatycznych. Uzupelnienie tej czesci pozwolitoby lepiej powiaza¢ wszystkie
uzyskane wyniki oraz pelniej przedyskutowaé ich znaczenie w kontekscie wpltywu wieku
dawczyn 1 warunkéw sezonowych na profil transkryptomiczny zarodkow. Przedstawione
wyniki wskazuja, ze wigkszo$¢ probek zostala przypisana gléwnie do sygnatury pdznej
blastocysty, co nie wydaje si¢ w pelni zgodne z obserwacjami morfologicznymi i danymi
umieszczonymi w bazie NCBI PRINA1026627, a w konsekwencji ogranicza warto$c
dekonwolucji w ocenie heterogenicznosci badanych zarodkdw. Warto bytoby szerzej omowié
ograniczenia wynikajace z zastosowania migdzygatunkowego zbioru referencyjnego (ludzkie
scRNA-seq) oraz zgodnos$¢ wynikéw uzyskanych metodami MuSiC i DeTREM.

Rozdzial Coenclusions stanowi podsumowanie najwazniejszych wynikdw uzyskanych
w pracy, jednak w mojej ocenie moglby mieé bardziej syntetyczny charakter. W obecnej formie
Doktorantka ponownie omawia zmiany ekspresji poszczegolnych gendow oraz ich potencjalne
znaczenie biologiczne, przez co rozdzial przypomina czeSciowo kompilacje wynikow
i dyskusji. W mojej ocenie wieksza przejrzystosé tej czesci zapewnitoby skoncentrowanie sie
na kilku najwazniejszych, wypunktowanych wnioskach wynikajacych bezposrednio
z przeprowadzonych badan oraz wyrazniejsze odniesienie ich do postawionych celow
1 hipotez badawczych. W zwiazku z tym podczas publicznej obrony prositabym Doktorantke
0 przedstawienie w sposdb syntetyczny najwazniejszych wnioskow wynikajacych
z przeprowadzonych badan. Przydatnym uzupelnieniem rozprawy bylby réwniez
kompleksowy schemat podsumowujacy najwazniejsze wyniki badan, przedstawiajgcy
w sposob syntetyczny wpltyw wieku dawezyn oraz warunkéw sezonowych na profil ekspresji
genow, zidentyfikowane procesy biologiczne oraz ich potencjalne znaczenie dla rozwoju
zarodkow. Taka rycina moglaby ulatwi¢ zrozumienie wzajemnych zaleznosci pomigdzy
uzyskanymi wynikami oraz lepiej wyeksponowaé najwazniejsze osiggniecia pracy.

Zastrzezenia budzi rowniez dobor cz¢sci pismiennictwa wykorzystanego w rozprawie.
Analiza cytowanych publikacji wykazata, ze niektdre z nich nie odnoszg sie bezposrednio do
omawianego zagadnienia lub nie stanowig wlasciwego Zrddia dla przedstawionych informacji.
Przyktadowo, pozycja 10 dotyczy komorek Sertoliego swini poddanych stresowi cieplnemu, a
nie jakosci zarodkow bydla, pozycje 17 i 43 odnoszg si¢ do raka jelita grubego, pozycja 42
dotyczy morfologii liSci pomidora, pozycja 45 opisuje komorki chimer ludzkich i mysich,
natomiast pozycja 47 nie zawiera danych dotyczacych roznic ekspresji genéw pomiedzy
zarodkami meskimi i zefiskimi, mimo ze zostala wykorzystana jako zrodto takich informacji.
W kilku przypadkach odwolania bibliograficzne nie odpowiadajg opisywanym narzedziom
bioinformatycznym lub zastosowanym metodom. Przyktadowo, opis algorytmu MuSiC zostat
oparty na publikacji dotyczacej MuSiC2, ktora stanowi rozwinigcie oryginalnej metody,
natomiast przy opisie programu FastQC przywolano pozycje bibliograficzne dotyczace
zagadnien zwiazanych z kontrola jakosci sekwencjonowania, a nie publikacje opisujgcg samo
narzedzie. Ponadto dla czesci wykorzystywanych metod i programow (m.in. tximeta, TMM,



voom) brakuje odpowiednich cytacji. Rowniez w rozdziale Dyskusja odnaleziono przyklady
nieprawidtowego przypisania zrodet literaturowych. Publikacje 87 wykorzystano jako zrédlo
informacji o genie SERPINB4, mimo ze dotyczy ona chemokiny CCL24, publikacje 1001 101
nie potwierdzaja przedstawionych informacji dotyczacych odpowiednio EGR2 i ZBBX, prace
103 i 104 jedynie czgsciowo uzasadniajg wnioski odnoszace si¢ do LRCH2, natomiast do
interpretacji wynikoéw dotyczacych ARL13A wykorzystano publikacje opisujace ARL13B.
Powyzsze przyklady wskazuja na koniecznos¢ ponownej weryfikacji czgsci cytowan oraz ich
zgodno$ci z treScig rozprawy, szczegoélnie w odniesieniu do interpretacji biologiczne;
uzyskanych wynikow.

W rozprawie wystepuja bledy edytorskie i redakcyjne. Obejmuja one m.in. bledy stylistyczne,
literowki, powtorzenia fragmentéw tekstu, niekonsekwentnie stosowana terminologie (np.
..bulk scRNA-seq” na str. 33, 54 i in.), a takze pojedyncze niescistosci w podpisach rycin oraz
opisach tabel, co obniza przejrzystos¢ rozprawy i utrudnia weryfikacje przedstawionych
wynikow.

Dodatkowe pytania i sugestie, ktore nasunely si¢ w trakcie czytania niniejszej rozprawy
doktorskie;j.
1. Ktoére sposrod zidentyfikowanych gendéw wybrataby Pani do dalszych badan
funkcjonalnych?
2. Jakie podej$cie zastosowataby Pani do niezaleznej walidacji wynikow RNA-seq i ktore geny
wybrataby Pani do takiej walidacji? Prosze uzasadni¢ kryteria ich wyboru.
3. W jaki sposob wyniki analizy transkryptomicznej (zidentyfikowano wigcej zmian
zwigzanych z warunkami sezonowymi niz z wiekiem dawczyn) mozna byloby powiagzaé z
oceng kompetencji rozwojowej zarodkow? Jakie eksperymenty zaproponowatabyPani ?
4. Jakie sg najwazniejsze ograniczenia zastosowania ludzkiego zbioru scRNA-seq jako danych
referencyjnych do analizy transkryptomow zarodkéw bydia i w jaki sposob mozna bytoby
potwierdzi¢ (zwalidowac) uzyskane wyniki dekonwolucji.

Whiosek koncowy

Na podstawie przedstawionej rozprawy mozna stwierdzi¢, ze Doktorantka posiada
wiedze, umiejetnosei oraz kompetencje niezbedne do prowadzenia badan naukowych w
zakresie biologii molekularnej i analiz transkryptomicznych. Na szczegdlne podkreslenie
zastuguje szeroki zakres przeprowadzonych badan, obejmujacy wykorzystanie modelu in vivo,
analize RNA-seq oraz zastosowanie nowoczesnych narze¢dzi bioinformatycznych do analizy
duzych zbioréw danych. Przedstawione wyniki majg charakter oryginalny i dotycza wpltywu
wiecku dawczyn oraz warunkow sezonowych na profil transkryptomiczny zarodkdow.
Szczegoblnie interesujace sg wyniki dotyczace wpltywu warunkéw sezonowych na transkryptom
zarodkéw bydla, ktore moga stanowi¢ podstawe dalszych badan nad molekularnymi
mechanizmami regulujgcymi efektywnos¢ rozrodu u tego gatunku. Wartosciowym elementem
pracy jest rowniez proba integracji wynikow dotyczgcych okreslenia wpltywu wieku dawezyn
i warunkow sezonowych na profil transkryptomiczny zarodkéw z wynikami analizy
dekonwolucyjnej. Przedstawione w recenzji uwagi dotyczg zaréwno kwestii redakcyjnych, jak
i sposobu prezentacji wynikéw, spojnosci dokumentacji badawcze] oraz opisu
przeprowadzonych analiz bioinformatycznych i wymagaja wyjasnienia oraz doprecyzowania.
Nie umniejszajg one jednak warto$ci naukowej przeprowadzonych badan. Rozprawa opiera si¢
na obszernym 1 wartoSciowym materiale badawczym, a zastosowane podejscie
eksperymentalne oraz zakres przeprowadzonych analiz $wiadcza o nakladzie pracy
i zdolnosciach badawczych Doktorantki.



Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa lek. wet. Klaudii
Migtkiewskiej pt. ..Transcriptome analysis of early stages of bovine embryos obtained in vivo
from Polish Holstein-Friesian cows™ spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w artykule 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym
inauce (j. Dz. U. z 2024 1. poz.1571 z pdzn. zm). Na tej podstawie zwracam si¢ do Rady
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie lek.
wet. Klaudii Migtkiewskiej do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia
doktora nauk weterynaryjnych.
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