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pracy doktorskiej lek. wet. Klaudii Migtkiewskiej ,, Transcriptome
analysis of early stages of bovine embryos obtained in vivo from

Polish Holstein-Friesian cows”

Techniki wspomaganego rozrodu, szczegélnie transfer zarodkow, odgrywaja coraz
wigksza role w nowoczesnej hodowli bydta. Poznanie czynnikéw wplywajacych na jakogé
zarodkéw ma duze znaczenie. Wiadomo, ze zarodki pozyskiwane od starszych krow i w
cieptych porach roku cechujg si¢ nizsza jakoscia. Mechanizmy wplywu wieku i wyzszych
temperatur otoczenia na jako$é zarodkow nie sg jeszcze dokladnie poznane. Celem dysertacji
byla ocena wplywu wieku i sezonu na jako$¢ przedimplantacyjnych zarodkow bydta
pozyskanych in vivo poprzez analizg¢ zmian w ekspresji genéw i szlakach metabolicznych
zwigzanych z jakoscia zarodkéw i ich potencjatem rozwojowym. Badania Doktorantki dotycza
wigc waznej i aktualnej problematyki.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 188 stron maszynopisu w jezyku
angielskim. Sktada sie ona ze streszczenia, spisu tresci, wprowadzenia, hipotez badawczych,
opisu materiatow i metod, wynikéw, dyskusji, wnioskow, pismiennictwa liczacego 320 pozycji,
spisu 16 tabel i 30 rycin umieszczonych w teks$cie oraz 8 suplementarnych tabel i 5

suplementarnych rycin zawartych na dolaczonej do maszynopisu pamieci USB.



We wprowadzeniu Doktorantka omawia dotychczasowe, nieliczne badania nad
wplywem wieku kréw na transkryptom zarodkéw pozyskanych in vivo, zmiany w zarodkach
powodowane przez sezonowe zmiany temperatury oraz technologie sekwencjonowania RNA
(RNA-Seq) oparta na sekwencjonowaniu nowej generacji (NGS) i technike bioinformatyczna
dekonwolucji danych zbiorczego sekwencjonowania RNA (bulk RNA-seq). Wprowadzenie
jest napisane interesujaco, w oparciu o odpowiednio dobrane, aktualne piSmiennictwo.

W dysertacji weryfikowano 3 hipotezy badawcze:

1. Wiek matki powoduje rézne zmiany w transkryptomie w zarodkach pobranych in vivo od
kréw mtodych (2 lata) i starszych (>5 lat).

2. Podwyzszona temperatura otoczenia wigze si¢ ze zmianami w genach zaangazowanych w
kluczowe szlaki rozwojowe i metaboliczne.

3. Transkryptomy zarodkéw r6znig sie¢ w zaleznosci od stadium rozwoju, a analizy oparte na
dekonwolucji zbiorczego sekwencjonowania RNA pojedynczych zarodkéw moga pomée w
zidentyfikowaniu charakterystycznych dla danego stadium sygnatur ekspresji genow.

Szczegotowe cele badawcze przedstawialy si¢ nastepujaco:

1. Wygenerowanie zbioru danych FASTq blastocyst bydlgcych na podstawie analizy zbiorczej
sekwencji RNA (bul RNA-seq) pojedynczych zarodkéw polskiej rasy HF (34 zarodki).

2. Dopasowanie i mapowanie 34 zarodkéw na réznych wezesnych etapach rozwoju u kréw

polskiej rasy HF do genomu referencyjnego Bos Taurus UMD 3,0.

3. Zidentyfikowanie transkryptow genéw o zroznicowanej ekspresji (transkrypty DEG) w

zarodkach przedimplantacyjnych poprzez poréwnanie wieku krow (mtodsze krowy — 2 lata vs

starsze krowy — powyzej 5 lat).

4. Zidentyfikowanie transkryptéw genéw o zroznicowanej ekspresji (DEG) w zarodkach

przedimplantacyjnych poprzez poréwnanie stadiéw rozwoju zarodkéw powstatych w okresie

wiosennym (maj) i letnim (sierpien).



5. Ustalenie na podstawie analizy zbiorczego sekwencjonowania RNA (RNA-seq) z
pojedynczych zarodkéw oraz dekonwolucji, jak zmiany w ekspresji gendéw wplywaja na etapy
rozwoju zarodkéw bydlecych.

Materiat badawczy stanowily 34 zarodki pobrane od 7 kréw w réznym wieku
poddanych synchronizacji rui i superowulacji. Zarodki podzielono na 2 grupy zaleznosci od
wieku krow (2 lata, n = 17) i 5-7 lat (n=17) oraz w zaleznosci od sezonu (wiosna, chtodno, n
=12) i (lato, ciepto, n =22). Temperaturg otoczenia mierzono 3 raz dziennie w ciggu miesigca
poprzedzajacego pobranie zarodkéw. W okresie wiosennym (kwiecien, maj) $rednia
temperatura wynosita 9,9 °C, a latem (lipiec, sierpien) 23,2 °C. Po pozyskaniu zarodkéw
oceniano ich jako$¢ morfologiczng i stadium rozwoju wg standardow IETS, a nastepnie
zamrazano na suchym lodzie i przechowywano w — 80 °C do czasu analizy.

W celu uzyskania profili transkryptomicznych  zarodkéw  przeprowadzono
sekwencjonowania RNA na platformie Illumina NovaSeq6000. Ekstrakcj¢ RNA, synteze
¢DNA, amplifikacj¢ oraz przygotowanie biblioteki przeprowadzono zgodnie z protokotem
Takara Smart-seq2. Surowe odczyty zostaly przefiltrowane pod katem jakosci i zmapowane do
genomu referencyjnego Bos taurus UMD3.0 Analizg¢ réznicowej ekspresji genow
przeprowadzono w programie DESeq?2, poréwnujac zarodki pod katem wieku matki i pér roku.
Analiz¢ wzbogacania Gene Ontology (GO) dla proceséw biologicznych oraz dla szlakow
KEGG przeprowadzono w programie Cytoscape przy uzyciu narzedzia ClueGO. Sieci
wzbogaconych terminow funkcjonalnych wygenerowano oddzielnie dla zestawow gendw o
zwigkszonej i zmniejszonej ekspresji w celu wizualizacji proceséw molekularnych, na ktdre
potencjalnie wplywaja wiek i sezon. Dodatkowo zastosowano analiz¢ dekonwolucyjng z
wykorzystaniem algorytméw MuSiC i DeTREM w celu oszacowania wktadu poszczegdlnych

etapow rozwoju embrionalnego w catosciowy transkryptom.



Badana przeprowadzone przez Doktorantke wykazaly, ze wiek dawczyn i warunki
sezonowe maja znaczacy wplyw na profile ekspresji genéow w zarodkach bydlecych.
Zidentyfikowano 30 kluczowych genow o zwigkszonej ekspresji i 30 kluczowych gendéw o
zmniejszonej ekspresji, ktérych ekspresja byta zroznicowana w zaleznosci od wieku oraz 30
kluczowych genéw o zwigkszonej ekspresji i 30 kluczowych gendw o zmniejszonej ekspres;ji,
ktérych ekspresja byta zalezna od sezonu. Analiza dekonwulacyjna ekspresji genéw wykazata
kilka genéw markerowych nakladajacych si¢ we wszystkich stadiach rozwoju zarodka.
Klasteryzacja genéw pozwolita jednak stwierdzi¢, ze kazde stadium rozwoju zarodka
charakteryzuje si¢ odmiennymi profilami ekspresji genow.

W obszernej dyskusji (46 stron) Doktorantka poréwnuje uzyskane wyniki z danymi z
piSmiennictwa i omawia funkcje genoéw o wzmozonej i zmniejszonej ekspresji w zaleznosci od
wieku i sezonu, jak tez podobiefistwo transkrypcyjne migdzy poszczegdlnymi stadiami rozwoju
zarodka.

W przedstawionych w formie opisowej wnioskach Doktorantka podsumowuje i
interpretuje uzyskane wyniki stwierdzajgc, ze wiek dawczyni oraz pora roku wspdlnie
ksztattuja transkryptom zarodkow bydta, wpltywajac na kluczowe procesy rozwojowe,
metaboliczne oraz zwigzane z adaptacja do stresu. W poréwnaniu z zarodkami pochodzgcymi
od mlodszych krow, zarodki uzyskane od starszych krow wykazywaty zwiekszona ekspresje
gendéw bioracych udzial w szlakach metabolicznych steroidogenezy, regulacji metabolicznej
oraz sygnalizacji immunologicznej, w tym genéw CYP11A1, PDK4, HPRT1, STAT4 i EGR2,
co sugeruje kompensacyjng aktywacje szlakow endokrynologicznych i metabolicznych.
Zarodki od starszych krow wykazywaly z kolei obnizona ekspresje kluczowych genow
zwigzanych z rozwojem i mitochondriami, takich jak AKT2, UQCRC2, FANCA, IMY i
PROMI, co wskazuje na zaburzenia metabolizmu energetycznego, organizacji cytoszkieletu,

stabilnosci genomowej oraz procesow zwigzanych z implantacjg. Zarodki pozyskane w cieptym



sezonie wykazywaly zwigkszong ekspresje gendw zwigzanych z reakcja na stres, ukladem
hormonalnym oraz implantacja, w tym HSPAG6, F SHR, CXCR4, CYP11A1l, BMPER i F GB,
co jest zwigzane ze wzmozong adaptacjg komérek do stresu oraz zmieniong sygnalizacja
hormonalng. Zarodki te cechowaly si¢ obnizong ckspresje genéw zwigzanych z
funkcjonowaniem mitochondriow, dynamika cytoszkieletu, transportem  pecherzykow
komoérkowych oraz regulacja epigenetyczna, takich jak UQCRC2, DNAHI12, SYT9, ETVS i
RBMS3, co sugeruje wolniejsze tempo rozwoju i zaburzong homeostaze metaboliczng w
warunkach podwyzszonej temperatury otoczenia. Ponadto wykazano wyrazne rozroznienie
etapow rozwoju, z wyraznymi przejsciami transkryptomicznymi migdzy wezesnymi etapami
podziatu komoérek a etapami pozniejszymi. W transkryptomach zbiorczych catych zarodkow
dominowaly w znacznej mierze Sygnatury transkrypcyjne zwigzane z péznym stadium
blastocysty, podczas gdy udziat wezesniejszych etapéw rozwoju byt ograniczony. Wskazuje to,
ze transkryptomy zbiorcze zarodkow odzwierciedlaja przede wszystkim programy ekspresji
genow zwigzane z pdzniejszymi etapami rozwoju oraz podkresla przydatnosé podejs¢ opartych
na dekonwolucji jako ram interpretacyjnych do analizy transkryptoméw rozwoju
przedimplantacyjnego. Zidentyfikowane Sygnatury transkryptomiczne stanowia podstawe do
dalszych badan nad markerami molekularnymi kompetencji rozwojowej zarodkéw i moga
przyczynié si¢ do optymalizacji strategii zarzadzania reprodukcja — w tym uwzglednienia wieku
dawczyn i warunkow srodowiskowych — w programach wspomaganego rozrodu bydta.
Badania przeprowadzone przez Doktorantk¢ maja duze znaczenie naukowe.
Dostarczyty one nowych danych transkryptomicznych o mechanizmach wplywu wieku
dawczyn i sezonu na jako$¢ zarodkéw bydla oraz o sygnaturach transkryptomicznych w
roznych stadiach rozwoju zarodkow przedimplantacyjnych. Moga one stanowi¢ podstawe do

dalszych badan molekularnych nad ocena jakosci zarodkéw bydta.



Mam jedynie niewiele uwag krytycznych odnosnie tej dysertacji. Tytut jest dosé 0golny.
Mogtby on by¢ bardziej szczegbtowy i uwzgledniaé wplyw wieku, sezonu i stadiéw rozwoju
zarodka na ekspresje genéw. Doktorantka okreslita krowy dawczynie zarodkow jako
wielorodki (multiparous cows: str. 17), tymczasem krowy w wieku 2 lat byly pierwiastkami,
po pierwszym wycieleniu. W 2025 r. $redni wiek pierwszego wycielenia kréw pod oceng
uzytkowosci wyniost 824 dni (ok. 27 miesigcy) (Polska Federacja Hodowcow Bydta i
Producentéw Mleka). Tak tez jest to przedstawione na rycinie 2. Z kolei na tejze rycinie starsze
krowy sg opisane jako po VI laktacji. Poniewaz byly on w wieku 5-7 lat, optymalnie powinny
by¢ w 3-5 laktacji. Nie podano réwniez, kto przeprowadzit procedure pozyskiwania zarodkow.
Zespot Embriotransferu? Doktorantka podaje, Zze oceniono jakos¢ morfologiczng pozyskanych
zarodkow (str. 20), natomiast nie przedstawila wynikéw tej oceny. Wydaje sie, ze niektére
publikacje sg nieprawidtowo cytowane, np. publikacja nr 10 cytowana na str. 10 w kontekscie
rozrodu bydta dotyczy komérek Sertoliego $win, publikacja nr 17 cytowana na tej samej stronie
- gruczolakoraka okreznicy u ludzi. Chciatbym réwniez zauwazy¢, ze zgodnie z art. 187 ust. 4
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym inauce do rozprawy doktorskiej
przygotowanej w jezyku obcym powinno by¢ dotgczone streszczenie w jezyku polskim.

Przedstawione uwagi nie obnizaja wysokiej oceny recenzowanej pracy, wynikajacej z
aktualnosci problematyki, nowoczesnosci metod badawczych oraz naukowego znaczenia
uzyskanych wynikow. Stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska odpowiada w pelni
warunkom okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
(Dz. U. 22018 r., poz. 1668 z pézn. zm.).

Biorac powyzsze pod uwage wnosze o dopuszczenie lek. wet. Klaudii Mietkowskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Réwnoczesnie wnioskuje¢ o wyrdznienie Jej pracy
doktorskiej stosowng nagroda.
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