Instytut Rozrodu Zwierzat +48 89 5003200

I L.f iBadan Zywnosci instytut@pan.olsztyn.pl @)
n 1Te Polskiej Akademii Nauk ‘r

ul. Trylinskiego 18, 10-683 Olsztyn www.pan.olsztyn.pl

Olsztyn, 03.08.2026 .

Prof. dr hab. n. wet. Dariusz J. Skarzynski

Zespot Patologii i Medycyny Translacyjnej Rozrodu
InLife Instytut Rozrodu Zwierzat i Badar Zywnosci PAN
ul. Trelinskiego 18, 10-683 Olsztyn

Katedra Rozrodu z Klinikg Zwierzat Gospodarskich
Wydziat Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

ul. Plac Grunwaldzki 49, 50-366 Wroctaw

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Klaudii Mietkiewskiej p.t.:
y,Transcriptome analysis of early stages of bovine embryos obtained in vivo

from Polish Holstein-Friesian cows”.

I. PODSTAWA PRAWNA | OCENA FORMALNA

Recenzja zostata opracowana na wniosek Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu (Uchwata nr 19 z dnia 14 maja 2026r.), zgodnie z wymaganiami
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z pdzn. zm.) oraz
obowigzujgcymi przepisami regulujgcymi postepowanie w sprawie nadania stopnia doktora.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie monografii
naukowej w jezyku angielskim i obejmuje 188 stron maszynopisu. Praca zawiera wszystkie
elementy wymagane dla rozpraw doktorskich, w tym: streszczenie, obszerny przeglad
pi$miennictwa, jasno sformutowane hipotezy badawcze i cele pracy, szczegdétowy opis materiatéw
i metod, wyniki badan, dyskusje, wnioski, wykaz piSmiennictwa oraz materiaty uzupetniajace.

Rozprawa zostata przygotowana starannie pod wzgledem edytorskim. Uktad pracy jest
logiczny i przejrzysty, a kolejno$é poszczegdlnych rozdziatow odpowiada klasycznej strukturze
rozpraw eksperymentalnych z zakresu biologii i medycyny weterynaryjnej. Na uwage zastuguje
bardzo bogata dokumentacja metodyczna oraz obszerna prezentacja wynikow analiz
bioinformatycznych. Juz na etapie oceny formalnej nalezy stwierdzié, ze rozprawa spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w obowigzujgcych przepisach prawa

i moze stanowi¢ przedmiot dalszej oceny merytoryczne;j.



Il. PROBLEM NAUKOWY | ZNACZENIE BADAN

Rozprawa poswiecona jest analizie molekularnych mechanizméw regulujgcych rozwdj
zarodkéw bydta uzyskanych in vivo, ze szczegdlnym uwzglednieniem wptywu wieku dawczyn oraz
warunkéw srodowiskowych na profil transkryptomiczny zarodkéw we wczesnych stadiach
rozwoju. Dodatkowym elementem badaid jest zastosowanie analiz dekonwolucyjnych do
charakterystyki zmian zachodzgcych podczas rozwoju zarodkowego.

Podjeta problematyka jest aktualna zaréwno z poznawczego, jak i aplikacyjnego punktu
widzenia. Wspodtczesna hodowla bydta mlecznego w coraz wiekszym stopniu wykorzystuje
zaawansowane biotechniki rozrodu, takie jak superowulacja, embriotransfer czy produkcja
zarodkéw in vitro. Jednoczes$nie obserwowany od wielu lat spadek efektywnosci rozrodu
wysokowydajnych kréw mlecznych oraz narastajgce konsekwencje zmian klimatycznych
powodujg, ze poznanie molekularnych mechanizmoéw determinujgcych kompetencje rozwojowa
zarodkéw oraz identyfikacja czynnikéw ograniczajgcych ich prawidtowy rozwdéj nalezg obecnie do
najwazniejszych kierunkéw badan w bioltechnologii i patologii rozrodu zwierzat.

Wybér zarodkéw uzyskanych in vivo jako materiatu badawczego nalezy uznac za
biologicznie uzasadniony. Model ten pozwala ograniczy¢ wptyw czynnikdw zwigzanych
z procedurami produkcji zarodkdw in vitro i lepiej odzwierciedla fizjologiczne warunki ich rozwoju.
Dzieki temu uzyskane profile transkryptomiczne majg wiekszy potencjat poznawczy i moga
w bardziej wiarygodny sposéb odzwierciedla¢ molekularne mechanizmy zachodzace podczas
wczesnego rozwoju zarodkowego. Na podkreslenie zastuguje rowniez préba powigzania zmian
ekspresji gendw z fizjologicznymi konsekwencjami starzenia reprodukcyjnego dawczyn oraz
oddziatywania stresu cieplnego. Oba czynniki odgrywajg istotng role w ograniczaniu efektywnosci
rozrodu bydta mlecznego i stanowig przedmiot intensywnych badan prowadzonych zaréwno
w aspekcie poznawczym, jak i praktycznym. Poszukiwanie molekularnych markeréw kompetenc;ji
rozwojowej zarodkéw oraz identyfikacja mechanizmdéw odpowiedzialnych za ich obnizong jakos¢
mogg w przysztosci przyczyni¢ sie do doskonalenia programéw hodowlanych i biotechnik
wspomaganego rozrodu.

Przedstawiony problem badawczy ma wyraznie interdyscyplinarny charakter i faczy
zagadnienia biologii rozwoju, embriologii, biologii molekularnej, genomiki funkcjonalnej oraz
bioinformatyki. Tak szerokie ujecie stwarza mozliwos$¢ uzyskania nowych informacji dotyczgcych
molekularnych mechanizméw determinujgcych jakos¢ i potencjat rozwojowy zarodkéw,
a jednoczesnie wpisuje sie w aktualne swiatowe kierunki badan nad biologicznymi podstawami

ptodnosci zwierzat gospodarskich.



W mojej ocenie wybor problemu badawczego nalezy uznac¢ za trafny, aktualny i dobrze
uzasadniony zaréwno z naukowego, jak i praktycznego punktu widzenia. Podjeta tematyka
odpowiada wspoétczesnym wyzwaniom biologii i biotechnologii rozrodu zwierzat oraz posiada

potencjat poznawczy i aplikacyjny, uzasadniajgcy realizacje przedstawionych badan.

Il. OPIS | OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Rozprawa dotyczy analizy transkryptomu zarodkéw bydta uzyskanych in vivo w kontekscie
wptywu wieku dawczyd oraz warunkéw srodowiskowych na przebieg wczesnego rozwoju
zarodkowego. Na podstawie aktualnego stanu wiedzy Autorka sformutowata trzy hipotezy
badawcze dotyczace wptywu wieku dawczyn, warunkéw srodowiskowych oraz stadium rozwoju
zarodkoéw na profil ekspresji gendw. Cele pracy sg logicznie powigzane z postawionymi hipotezami
i obejmujg zaréwno identyfikacje gendw roznicowo eksprymowanych, analize szlakéw
biologicznych, jak réwniez wykorzystanie analiz dekonwolucyjnych do interpretacji danych
transkryptomicznych.

Czes¢ eksperymentalna zostata oparta na analizie 34 zarodkéw uzyskanych od siedmiu
krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej. Do realizacji badan wykorzystano nowoczesne metody
biologii molekularnej, obejmujgce sekwencjonowanie RNA oraz wieloetapowg analize
bioinformatyczng. Na uwage zastuguje szeroki zakres zastosowanych metod analitycznych oraz
znaczny nakfad pracy eksperymentalnej i obliczeniowej zwigzanej z przygotowaniem oraz analizg
danych transkryptomicznych. Rozprawa zawiera liczne tabele, ryciny oraz analizy funkcjonalne,
Swiadczgce o duzym zaangazowaniu Autorki w realizacje projektu badawczego.

Na pozytywng ocene zastuguje rowniez obszerne wprowadzenie oraz dobrze
udokumentowana dyskusja, ktore swiadczg o dobrej znajomosci aktualnej literatury przedmiotu
i umiejetnosci osadzenia wtasnych wynikéw w szerszym kontekscie wspétczesnych badan nad
biologig i biotechnologig rozrodu. Rozprawa zostata przygotowana starannie pod wzgledem
edytorskim, a sposéb prezentacji wynikow jest przejrzysty i utatwia ich analize.

Juz na etapie ogdlnej charakterystyki pracy nalezy jednak zauwazy¢, ze wartos¢ poznawcza
rozprawy bedzie zaleze¢ nie tyle od szerokiego zakresu zastosowanych metod analitycznych, ile
przede wszystkim od stopnia, w jakim przyjety model eksperymentalny umozliwia jednoznaczng
weryfikacje postawionych hipotez biologicznych oraz wiarygodng interpretacje uzyskanych

wynikéw. Ocena tych zagadnien stanowi przedmiot dalszej czesci niniejszej recenzji.



IV. OCENA SZCZEGOtOWA

1. Wstep

Rozdziat Introduction zostat opracowany starannie i stanowi jedng z mocniejszych czesci
rozprawy. Autorka przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacy biologii wczesnego rozwoju
zarodkéw bydta, wptywu wieku dawczyn na kompetencje rozwojowg oocytéw i zarodkéw,
znaczenia stresu cieplnego w rozrodzie bydfa mlecznego oraz mozliwosci wykorzystania
nowoczesnych technik transkryptomicznych do identyfikacji molekularnych mechanizméw
regulujgcych rozwdj zarodkdw. Wprowadzenie obejmuje réwniez zagadnienia zwigzane z analizg
dekonwolucyjng danych transkryptomicznych, stanowigcg jeden z elementéw czesci badawczej
rozprawy. Dobdr literatury nalezy oceni¢ wysoko. Autorka wykorzystata liczne, aktualne publikacje
pochodzace z renomowanych czasopism z zakresu biologii rozrodu, embriologii oraz genomiki
funkcjonalnej. Przeglad pismiennictwa jest dobrze uporzadkowany, logiczny i tworzy solidne
podstawy teoretyczne dla przeprowadzonych badan wtasnych. Na podkreslenie zastuguje fakt, ze
wprowadzenie nie koncentruje sie wytgcznie na opisie metod transkryptomicznych, lecz
przedstawia ich znaczenie w kontekscie biologii rozwoju zarodkéw. Dzieki temu nowoczesne
techniki molekularne zostaty wfasciwie ukazane jako narzedzia stuzgce wyjasnianiu procesow
biologicznych, a nie jako cel sam w sobie.

Pewien niedosyt budzi natomiast sposdb zdefiniowania gtdwnej luki badawczej. Chociaz
Autorka bardzo dobrze przedstawia aktualny stan wiedzy, mniej miejsca poswieca
jednoznacznemu wskazaniu, ktore zagadnienia pozostajg nadal niewyjasnione oraz w jaki sposdb
zaproponowany model badawczy pozwala na ich rozwigzanie. W rezultacie czytelnik otrzymuje
bardzo dobre opracowanie literaturowe, jednak nie zawsze w pefni dostrzega elementy
stanowigce zasadniczg nowos¢ naukowgq rozprawy.

W mojej ocenie rozdziat Introduction zostat przygotowany na wysokim poziomie
merytorycznym i redakcyjnym. Niewielkie doprecyzowanie czesci poswieconej luce badawczej
oraz wyrazniejsze zaakcentowanie oryginalnosci projektu dodatkowo wzmocnitoby jego wartosc

naukowsa.

2. Hipotezy badawcze i cele pracy
Na podstawie przedstawionego przegladu pismiennictwa Autorka sformutowata trzy
hipotezy badawcze dotyczgce wptywu wieku dawczyn, warunkdw srodowiskowych oraz stadium

rozwoju zarodkdw na profil ekspresji gendw w zarodkach bydta uzyskanych in vivo. Hipotezy te sg



logiczng konsekwencjg przedstawionego stanu wiedzy i odpowiadajg aktualnym kierunkom badan
prowadzonych w biologii i biotechnologii rozrodu zwierzat.

Cele pracy zostaty prawidtowo powigzane z postawionymi hipotezami i obejmujg analize
roznicowej ekspresji gendw, identyfikacje szlakéw biologicznych oraz wykorzystanie
nowoczesnych metod bioinformatycznych, w tym analiz dekonwolucyjnych, do interpretacji
uzyskanych danych. Konstrukcja celéw wskazuje, ze Autorka dazyta do mozliwie kompleksowe;j
oceny czynnikéw wptywajgcych na molekularne mechanizmy rozwoju zarodkow.

Jednoczesnie nalezy zauwazy¢, ze zardwno hipotezy badawcze, jak i wynikajace z nich cele
majg bardzo szeroki zakres i obejmujg kilka odrebnych zagadnien biologicznych, takich jak wptyw
wieku dawczyn, oddziatywanie warunkéw srodowiskowych, zmiany zwigzane ze stadium rozwoju
zarodkéw oraz zastosowanie analiz dekonwolucyjnych. Kazde z tych zagadnie mogtoby stanowic
przedmiot odrebnego projektu badawczego. Tak szeroko zdefiniowany zakres badan sprawia, ze
poszczegdlne cele nie sg rozwijane z jednakowa gtebokoscig, a czes¢ przedstawionych analiz ma
charakter bardziej eksploracyjny niz hipotezowo-weryfikacyjny. W konsekwencji nie wszystkie
postawione hipotezy uzyskujg rédwnie silne potwierdzenie eksperymentalne. W mojej ocenie
rozprawa zyskataby na spdjnosci, gdyby skoncentrowano sie przede wszystkim na jednym
dominujgcym problemie biologicznym, natomiast pozostate zagadnienia potraktowano jako cele
uzupetniajgce lub rozwiniecie gtéwnego nurtu badan. Pozwolitoby to na gtebszg analize
biologiczng uzyskanych wynikéw oraz bardziej jednoznaczng weryfikacje postawionych hipotez.
Nie zmienia to jednak faktu, ze zaréwno hipotezy badawcze, jak i cele pracy sg naukowo
uzasadnione, wzajemnie spdjne i odpowiadajg aktualnemu stanowi wiedzy w zakresie biologii i

biotechnologii rozrodu zwierzat.

3. Materiaty i metody

Rozdziat Materials and Methods zostat przygotowany bardzo starannie i nalezy do
najmocniejszych czesci rozprawy. Opis zastosowanych procedur laboratoryjnych oraz analiz
bioinformatycznych jest kompletny, przejrzysty i umozliwia odtworzenie przebiegu badan. Na
podkredlenie zastuguje szczegdtowe przedstawienie kolejnych etapdéw przygotowania materiatu
do sekwencjonowania, procedur kontroli jakosci oraz analizy danych transkryptomicznych.

Na wysokg ocene zastuguje wybor materiatu biologicznego. Zastosowanie zarodkéw
uzyskanych in vivo nalezy uznac za biologicznie uzasadnione i stanowi istotng wartos¢ rozprawy,
poniewaz pozwala ograniczy¢ wptyw czynnikéw zwigzanych z produkcjg zarodkdw in vitro oraz

lepiej odzwierciedla fizjologiczne warunki ich rozwoju.



Pozytywnie oceniam réwniez dobdor metod biologii molekularnej i bioinformatyki.
Wykorzystane techniki odpowiadajg wspoétczesnym standardom badan transkryptomicznych i
umozliwiajg kompleksowg analize zmian ekspresji gendw oraz ich interpretacje funkcjonalna.
Swiadczy to o bardzo dobrym przygotowaniu metodycznym Autorki oraz opanowaniu
nowoczesnego warsztatu badawczego.

Jednoczesnie nalezy podkreslié, ze wysoka jakos¢ zastosowanych metod analitycznych nie
eliminuje ograniczen wynikajacych z konstrukcji modelu eksperymentalnego. W mojej ocenie
zasadniczym wyzwaniem metodologicznym nie sg zastosowane techniki laboratoryjne ani
bioinformatyczne, lecz dobdér materiatu biologicznego i sposdb zaprojektowania doswiadczenia.
Najwazniejszym ograniczeniem projektu pozostaje niewielka liczba biologicznych replik (liczba
krow). Badania przeprowadzono na 34 zarodkach uzyskanych od siedmiu kréw dawczyn, przy czym
grupa mtodych zwierzat obejmowata jedynie dwie krowy. Z biologicznego punktu widzenia
podstawowg jednostka eksperymentalng pozostaje dawczyni, a nie pojedynczy zarodek.
W konsekwencji interpretacja uzyskanych wynikdw wymaga szczegdlnie ostroznego podejscia
statystycznego, uwzgledniajgcego zagniezdzong strukture danych wynikajgca z pozyskania wielu
zarodkéw od tej samej krowy. Na uwage zastuguje fakt, ze Autorka dostrzega ten problem
i odpowiednio uwzglednia identyfikacje dawczyn w analizach statystycznych. Ostateczna ocena
skutecznosci zastosowanego modelu analitycznego zalezy jednak od tego, w jakim stopniu
pozwala on oddzieli¢ wptyw analizowanych czynnikéw od naturalnej zmiennosci biologicznej
pomiedzy zwierzetami.

Podobne zastrzezenia dotyczg jednoczesnej analizy wptywu wieku dawczyn, sezonu oraz
stadium rozwoju zarodkéw. Kazdy z tych czynnikdw moze istotnie wptywac na profil ekspresji
genow, dlatego ich wzajemne oddziatywanie wymaga szczegdlnie starannego uwzglednienia
podczas analiz statystycznych oraz interpretacji biologicznej uzyskanych wynikéw.

Przedstawione uwagi nie podwazajg wysokiego poziomu zastosowanych metod
laboratoryjnych ani bioinformatycznych. Wskazujg jednak, ze o koicowej wartosci poznawczej
rozprawy decydowaé bedzie przede wszystkim trafnos¢ przyjetego modelu biologicznego oraz
zakres, w jakim zastosowane analizy pozwalajg jednoznacznie przypisaé obserwowane zmiany

ekspresji gendw wptywowi badanych czynnikéw.

4. Wyniki badan
Rozdziat Results stanowi najbardziej obszerng czes¢ rozprawy i obejmuje kompleksowa

prezentacje wynikdw analiz transkryptomicznych oraz bioinformatycznych dotyczacych wptywu



wieku dawczyn, warunkéw srodowiskowych oraz stadium rozwoju zarodkow na profil ekspresji
gendw. Wyniki przedstawiono w sposéb uporzadkowany i przejrzysty, wykorzystujac liczne tabele,
ryciny oraz analizy funkcjonalne, co utatwia $ledzenie kolejnych etapdw przeprowadzonych badan.
Na wysokg ocene zastuguje bardzo duzy naktad pracy zwigzany z przygotowaniem, analizg
i interpretacjg danych RNA-seq. Autorka przeprowadzita kompleksowg analize rdznicowej
ekspresji gendw oraz powigzata uzyskane wyniki z analizami funkcjonalnymi, podejmujgc prébe
identyfikacji proceséw biologicznych potencjalnie zwigzanych z kompetencja rozwojowa
zarodkéw. Swiadczy to o bardzo dobrym opanowaniu wspdtczesnych metod analizy danych
transkryptomicznych.

Jednoczesnie nalezy zauwazy¢, ze obszernosc i ztozonos¢ uzyskanego materiatu powoduija,
iz rozdziat ma miejscami charakter przede wszystkim eksploracyjny. Znaczna czes$¢ wynikéw
koncentruje sie na identyfikacji gendw rdéinicowo eksprymowanych oraz analizach
funkcjonalnych, natomiast w mniejszym stopniu wskazuje, ktére sposréd obserwowanych zmian
majg rzeczywiscie kluczowe znaczenie biologiczne dla rozwoju zarodkéw. W rezultacie liczba
uzyskanych danych przewyzsza zakres ich biologicznej interpretacji.

W mojej ocenie przedstawione wyniki w zdecydowanej wiekszosci odpowiadajg
postawionym celom badawczym i dostarczajg nowych informacji dotyczacych zmian
transkryptomicznych zachodzgcych podczas wczesnego rozwoju zarodkéw bydta. Stopien, w jakim
pozwalajg one na jednoznaczng weryfikacje wszystkich postawionych hipotez biologicznych, jest
jednak zréznicowany i pozostaje w pewnym stopniu ograniczony przez konstrukcje modelu
eksperymentalnego.

Szczegblnej ostroznosci wymaga interpretacja réznic ekspresji gendow w kontekscie wptywu
wieku dawczyn oraz warunkéw Srodowiskowych. W swietle przyjetego modelu biologicznego nie
zawsze mozna jednoznacznie rozstrzygnac, czy obserwowane zmiany wynikajg wytgcznie z
dziatania analizowanych czynnikéw, czy tez czesciowo odzwierciedlajg naturalng zmiennos$é
biologiczng pomiedzy dawczyniami. Nie zmniejsza to wartosci uzyskanych danych, jednak wptywa
na site biologicznych wnioskéw, jakie mozna na ich podstawie formutowad.

Pomimo wskazanych ogranicze uwazam, ze przedstawione wyniki stanowig wartosciowy
materiat naukowy i wnoszg nowe informacje dotyczgce molekularnych mechanizmow
regulujgcych rozwdj zarodkéw bydta. Mogg one stanowi¢ dobrg podstawe do dalszych badan
funkcjonalnych, ukierunkowanych na eksperymentalng weryfikacje biologicznego znaczenia

zidentyfikowanych zmian transkryptomicznych.



5. Dyskusja

Rozdziat Discussion zostat przygotowany na dobrym poziomie merytorycznym i Swiadczy
o dobrej znajomosci literatury przedmiotu oraz duzym zaangazowaniu Autorki w interpretacje
uzyskanych wynikéw. Wyniki witasnych badan zostaty odniesione do licznych publikacji
dotyczacych biologii rozwoju zarodkow, funkcjonowania oocytéw oraz wptywu wieku i czynnikéw
Srodowiskowych na procesy reprodukcyjne. Dzieki temu dyskusja dobrze wpisuje uzyskane
rezultaty w aktualny stan wiedzy i pokazuje ich miejsce w kontekscie wspétczesnych badan nad
biologig rozrodu.

Pozytywnie oceniam fakt, ze Autorka nie ogranicza sie do prostego poréwnania wtasnych
wynikéw z danymi literaturowymi, lecz podejmuje prébe wyjasnienia potencjalnych
mechanizméw biologicznych odpowiedzialnych za obserwowane zmiany ekspresji gendw.
Swiadczy to o umiejetnosci biologicznej interpretacji danych oraz dazeniu do zrozumienia
procesOw lezgcych u podstaw uzyskanych obserwacji.

Jednoczesnie dyskusja ujawnia podstawowe ograniczenie catej rozprawy. Znaczna czes¢
proponowanych mechanizméw biologicznych opiera sie na interpretacji funkcji pojedynczych
gendw opisanych wczesniej w innych modelach eksperymentalnych lub u innych gatunkéw,
podczas gdy bezposrednie dowody potwierdzajgce ich znaczenie w rozwoju zarodkéw bydta
pozostajg ograniczone. W konsekwencji czes¢ przedstawionych interpretacji ma charakter dobrze
uzasadnionych hipotez biologicznych, ktére wymagajq dalszej weryfikacji eksperymentalne;j.
W mojej ocenie korzystne bytoby wyrazniejsze oddzielenie obserwacji wynikajgcych bezposrednio
z przeprowadzonych analiz transkryptomicznych od interpretacji opartych na danych
literaturowych oraz biologicznych hipotez wyjasniajgcych mozliwe mechanizmy regulacyjne.
Pozwolitoby to lepiej okresli¢ stopien pewnosci poszczegdlnych wnioskdw oraz wyrazniej wskazac
granice pomiedzy wynikami uzyskanymi w ramach rozprawy a ich potencjalng interpretacja
biologiczna.

Pewien niedosyt budzi réwniez stosunkowo ograniczona dyskusja dotyczgca ograniczen
przyjetego modelu eksperymentalnego. W mojej opinii szersze omodwienie wptywu liczby
biologicznych replik, zmiennosci osobniczej oraz zagniezdzonej struktury materiatu biologicznego
na interpretacje wynikow pozwolitoby lepiej okresli¢ zakres ich uogdlniania oraz zwiekszytoby
wartosc¢ krytycznej analizy przeprowadzonych badan.

Pomimo wskazanych uwag rozdziat Discussion oceniam wysoko. Swiadczy on o dobrej
orientacji Autorki w aktualnym stanie wiedzy, umiejetnosci prowadzenia dyskusji naukowej oraz

zdolnosci do krytycznej interpretacji wtasnych wynikéw. Jednoczesnie uwazam, ze bardziej



wyrazne rozdzielenie danych eksperymentalnych od ich biologicznej interpretacji dodatkowo

wzmocnitoby wartos¢ naukowa tej czesci rozprawy.

V. Uwagi wymagajgce odniesienia podczas publicznej obrony

1. Liczba biologicznych replik i model statystyczny

Najistotniejszym ograniczeniem przedstawionych badan pozostaje niewielka liczba biologicznych
replik. Analizy wykonano na 34 zarodkach uzyskanych od siedmiu kréw dawczyn, przy czym grupa
mtodych zwierzgt obejmowata jedynie dwie krowy. Z biologicznego punktu widzenia podstawowg
jednostkg eksperymentalng pozostaje dawczyni, a nie pojedynczy zarodek. Dlatego sposéb
uwzglednienia zagniezdzonej struktury danych ma zasadnicze znaczenie dla interpretacji
uzyskanych wynikow.

Prosze wyjasni¢, w jaki sposéb zastosowany model statystyczny uwzgledniat fakt, ze
analizowane zarodki nie stanowity catkowicie niezaleznych obserwacji biologicznych, lecz

pochodzity od tych samych zwierzat.

2. Wiek dawczyn i czynniki wspotzmienne

Rozprawa analizuje wptyw wieku dawczyd oraz warunkéw S$rodowiskowych na profil
transkryptomiczny zarodkéw. Poniewaz poréwnania sezonowe wykonywano na czeSciowo
réznych grupach zwierzat, interpretacja uzyskanych réznic moze by¢ dodatkowo modyfikowana
przez indywidualng zmiennos¢ biologiczng oraz inne czynniki wspotwystepujgce ze starzeniem
reprodukcyjnym.

Prosze odnies¢ sie do pytania, w jakim stopniu obserwowane zmiany mozna przypisac¢ wytacznie
wiekowi krow, a w jakim moga one wynika¢ z liczby przebytych laktacji, kumulacji obcigzen

metabolicznych lub innych czynnikéw biologicznych.

3. Stadium rozwoju zarodkéw
Badaniami objeto zarodki znajdujace sie na rdznych etapach rozwoju przedimplantacyjnego
(compact morula, early blastocyst oraz blastocyst). Stadium rozwoju jest jednym z najsilniejszych
czynnikdw wptywajgcych na profil ekspresji genéw, dlatego sposdb jego uwzglednienia ma istotne
znaczenie dla interpretacji wynikow.
Prosze wyjasni¢, w jaki sposdéb stadium rozwoju zostato uwzglednione w analizach

statystycznych oraz jaki mogto mie¢ wptyw na obserwowane réznice transkryptomiczne.



4. Interpretacja biologiczna wynikow
Znaczna cze$¢ proponowanych mechanizméw biologicznych zostata oparta na danych
literaturowych dotyczacych innych gatunkéw lub odmiennych modeli eksperymentalnych.
W konsekwencji cze$é przedstawionych interpretacji ma charakter dobrze uzasadnionych hipotez
biologicznych, ktére wymagajg dalszej weryfikacji eksperymentalne;j.
Ktére sposrod uzyskanych wynikdw uwaza Pani za najlepiej udokumentowane biologicznie
i dlaczego wtasnie one stanowia najwazniejszy wktad rozprawy do wiedzy o rozwoju zarodkéw

bydta?

5. Analiza dekonwolucyjna
Analiza dekonwolucyjna stanowi interesujacy i nowoczesny element rozprawy. Nie zawsze jednak
jest jasne, czy petni ona role zrédta nowych informacji biologicznych, czy przede wszystkim
narzedzia wspomagajacego interpretacje danych transkryptomicznych.
Prosze wyjasni¢, jakg wartos¢ biologiczng wnosi analiza dekonwolucyjna do przedstawionej

rozprawy oraz ktore z uzyskanych obserwacji uwaza Pani za jej najwazniejszy rezultat.

6. Perspektywy dalszych badan
Przedstawiona rozprawa dostarcza obszernego zbioru danych transkryptomicznych, ktére mogg
stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan funkcjonalnych. Szczegdlnie interesujgce wydaje sie
eksperymentalne potwierdzenie biologicznego znaczenia wybranych gendéw i szlakow
sygnatowych zidentyfikowanych w niniejszej pracy.
Ktére sposrdéd uzyskanych wynikow uwaza Pani za najbardziej obiecujace z punktu widzenia
dalszych badan oraz jakie eksperymenty funkcjonalne zaprojektowataby Pani w pierwszej

kolejnosci, aby zweryfikowa¢ ich znaczenie biologiczne?

VI. PODSUMOWANIE OCENY

Przedstawiona rozprawa doktorska stanowi ambitng prébe wyjasnienia molekularnych
mechanizmow regulujgcych rozwdj zarodkéw bydta uzyskanych in vivo z wykorzystaniem
nowoczesnych metod transkryptomicznych i bioinformatycznych. Podjeta problematyka ma
istotne znaczenie zaréwno dla rozwoju podstawowej wiedzy z zakresu biologii rozrodu zwierzat,
jak rowniez dla doskonalenia biotechnik rozrodu oraz poprawy efektywnosci rozrodu w

nowoczesnej hodowli bydta mlecznego.
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Najwiekszg wartoscig rozprawy jest wykorzystanie biologicznie wartosciowego materiatu
pochodzacego z zarodkdw uzyskanych in vivo, co znaczgco zwieksza potencjat poznawczy
uzyskanych wynikdw. Na podkreslenie zastuguje réwniez bardzo dobre przygotowanie
metodyczne Autorki, umiejetne wykorzystanie nowoczesnych metod biologii molekularnej oraz
zaawansowanych narzedzi bioinformatycznych, a takie dobra znajomo$é aktualnej literatury
przedmiotu i zdolnos$¢ interpretacji uzyskanych wynikéw w kontekscie wspodtczesnej wiedzy
z zakresu biologii rozrodu.

Moja ocena rozprawy zostafta oparta przede wszystkim na analizie przyjetej koncepcji
biologicznej oraz sile uzyskanych dowoddéw naukowych, a nie wyfacznie na zakresie
zastosowanych metod analitycznych. W tym kontekscie podstawowym ograniczeniem pracy
pozostaje konstrukcja modelu eksperymentalnego, wynikajgca przede wszystkim z niewielkiej
liczby biologicznych replik, szczegdlnie w grupie mtodych kréw, oraz ztozonej struktury materiatu
badawczego. Przedstawiona rozprawa jednocze$nie stanowi przypomnienie, ze o wartosci
naukowej badan nie decyduje wytacznie liczba zastosowanych metod analitycznych ani zakres
wygenerowanych danych, lecz przede wszystkim trafnosé¢ postawionego problemu biologicznego,
adekwatnos¢ modelu eksperymentalnego oraz stopied, w jakim uzyskane wyniki pozwalajg
wiarygodnie odpowiedzie¢ na postawione pytania naukowe.

Ograniczenia te nie podwazajg wiarygodnosci uzyskanych wynikdéw, jednak zmniejszaja site
biologicznych dowoddéw i wymagajg ostroznosci podczas interpretacji czesci obserwowanych
zaleznosci transkryptomicznych oraz zakresu ich uogdlniania. Ponadto w mojej ocenie pewne
elementy dyskusji mogtyby réwniez wyrazniej oddziela¢ obserwacje wynikajgce bezposrednio
z przeprowadzonych analiz od hipotez biologicznych opartych na danych literaturowych. Dotyczy
to przede wszystkim interpretacji funkcjonalnego znaczenia genéw réznicowo eksprymowanych,
ktérych udziat w regulacji kompetencji rozwojowej zarodkéw wymaga dalszej weryfikacji
eksperymentalne;j.

Pomimo wskazanych ograniczen uwazam, ze rozprawa stanowi wartosciowe opracowanie
naukowe i wnosi nowe informacje dotyczgce molekularnych podstaw rozwoju zarodkéw bydta.
Autorka wykazata sie umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia badan naukowych, opanowata
nowoczesny warsztat biologii molekularnej i bioinformatyki oraz zgromadzita obszerny materiat
eksperymentalny stanowigcy dobrg podstawe do dalszych badan nad biologicznymi

mechanizmami determinujgcymi kompetencje rozwojowg zarodkdéw.
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VIl. WNIOSEK KONCOWY

Po zapoznaniu sie z rozprawg doktorskg mgr Klaudii Mietkiewskiej pt.: "Transcriptome
analysis of early stages of bovine embryos obtained in vivo from Polish Holstein-Friesian cows",
stwierdzam, ze przedstawiona praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wnosi
nowe informacje do badan nad molekularnymi podstawami rozwoju zarodkéw bydta oraz
Swiadczy o odpowiednim przygotowaniu Kandydatki do samodzielnego prowadzenia dziatalnosci
naukowej. Pomimo wskazanych w recenzji ograniczen dotyczgcych konstrukcji modelu
eksperymentalnego oraz interpretacji czesci uzyskanych wynikéw uwazam, ze rozprawa spetnia
wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 2024 r, poz. 1572) stawiane rozprawom doktorskim.

W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika w Toruniu o dopuszczenie mgr Klaudii Mietkiewskiej do dalszych etapow

postepowania w sprawie nadania stopnia doktora nauk weterynaryjnych.

Katedra Rozrodu i Klinika Zwierzat Gospodarskich

A Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu
pl. Grunwaldzki 49, 50-366 Wroclaw

Tel. (+48) 602 618 472; (+48) 71 320 5303

e-mails: dariusz.skarzynski@upwr.edu.pl
https://orcid.org/0000-0001-9537-3560
https://www.researchgate.net/profile/Dariusz_Skarzynski
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