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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Mileny Traut pt. , Analiza transkryptomu oraz
ekspresja markeréw funkcji mitochondriéw w blastocystach wyhodowanych in vitro z

komorek jajowych pobranych od jaléwek niedojrzalych plciowo”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Mileny Traut zostala
wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Izabeli Woctawek-Potockiej — promotor pracy oraz dr
inz. Ilony Kowalczyk — Zigby — promotor pomocniczej w Zaktadzie Biologii Gamet i Zarodka
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie. Badania
sfinansowano ze $rodkéw projektu badawczego NCN OPUS 16.

Problematyka przedstawionej do oceny pracy doktorskiej dotyczy zbadania
wspdtezynnikow rozwojowych oraz jakosci blastocyst wyhodowanych in vitro z oocytow
pobranych od jatdwek dojrzatych i niedojrzatych piciowo. Doktorantka podjeta sie
przeprowadzenia serii doswiadczen majacych na celu weryfikacje sformutowanej przez Nia
hipotezy zakladajacej, ze profil transkryptomiczny, ze szczegélnym uwzglednieniem szlaku
fosforylacji oksydacyjnej, blastocyst wyhodowanych in vitro, ekspresja molekularnych
markeréw zwigzanych z funkcja mitochondriéw w blastocystach oraz liczba kopii mtDNA,
odzwierciedlaja jakos¢ komorek jajowych oraz kompetencje rozwojowa zarodkow. W

zwigzku z tym Pani mgr Milena Traut postawila sobie za cele swoich badan:



- okreslenie wspotczynnikow rozwojowych blastocyst wyhodowanych in vitro z
oocytdw pobranych od jatdéwek dojrzatych i niedojrzatych piciowo;

- poréwnanie profili transkryptomicznych blastocyst bydlecych wyhodowanych in
vitro z oocytdw pobranych od jatdéwek dojrzatych i niedojrzatych ptciowo;

- pordéwnanie ekspresji molekularnych markerow zwigzanych z funkcjg
mitochondriow w blastocystach bydlgcych wyhodowanych in vitro z oocytéw pobranych od
jatéwek dojrzatych i niedojrzatych piciowo;

- poréwnanie liczby kopii mtDNA w blastocystach bydlecych wyhodowanych in vitro
z oocytow pobranych od jalowek dojrzatych i niedojrzatych ptciowo;

- okreslenie liczby komoérek apoptotycznych w  blastocystach  bydlecych
wyhodowanych in vitro z oocytéw pobranych od jatowek dojrzatych i niedojrzatych ptciowo.

Oceniana rozprawa doktorska ma forme¢ jednotematycznego cyklu dwoch publikacji
pod wspolnym tytulem ,,Analiza transkryptomu oraz ekspresja markerow funkcji
mitochondriow w blastocystach wyhodowanych in vitro z komorek jajowych pobranych od
jatowek niedojrzatych plciowo”, uzupelnionego 54 stronicowym autoreferatem. Prace
powyzszego cyklu zostaly opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych:
w czasopi$mie Theriogenology (MEIN = 140; IF = 2,923) oraz BMC Genomics (MEiN =
140; IF = 3,5). Publikacje te sg wieloautorskie, przy czym udziat Doktorantki w kazdej z nich
jest wiodacy, jest ona pierwszym autorem we wszystkich pracach, a indywidualny wktad
pracy w publikacj¢ okreslony zostat na znacznie przekraczajacy 50%.

Towarzyszace publikacjom opracowanie, stanowi podsumowanie prowadzonych
badan i1 zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep bedgcy wprowadzeniem w
badang problematyke, zaprezentowanie hipotezy i celow badawczych, opisu materiatu i
metod, oméwienie wynikow wraz z dyskusja konfrontujgca uzyskane wyniki z wynikami
innych autoréw, ktora zwiencza rozdziat podsumowanie i wnioski oraz bibliografia. Uwazam,
ze rozprawa doktorska w opisanym ksztalcie wraz z dokumentacjg jest bardzo dobrze
przygotowana i zgodna z aktualnymi wymaganiami ustawowymi.

Jednotematyczny cykl publikacji jest wartosciowym zbiorem kompleksowych badan,
ktorych nastgpstwo bylo efektem uzyskanych wynikéw oraz stawiania kolejnych celow
badawczych, pozwalajacych w konsekwencji na poszerzenie wiedzy w zakresie badanej
tematyki. W wyniku badan uzyskano poréwnywalng $rednia liczbe pobranych oocytéw od
jatowek dojrzatych i niedojrzatych piciowo, jednakze wspdtczynnik rozwoju blastocyst
wyhodowanych in vitro z oocytow dojrzatych jalowek byt wyzszy niz z oocytow jalowek
niedojrzatych plciowo przy baraku statystycznych roéznic w morfologicznej ocenie jakosci
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uzyskanych blastocyst w obydwu badanych grupach. Wynikiem badan jest wykazanie, iz
morfologicznie prawidlowe blastocysty wyhodowane in vitro z oocytéw niedojrzatych
jalowek mialy wyzsza koncentracj¢ reaktywnych form tlenu i glutationu, przy mniejszej
liczbie komoérek apoptotycznych. Wykazano réwniez, ze zmiany ekspresji markerow
molekularnych zwiagzanych z funkcja mitochondriéw w blastocystach wyhodowanych in vitro
z oocytow pobranych od jatéwek niedojrzatych plciowo, skutkuja wyzsza liczbg kopii
mtDNA w tych zarodkach. Efektem dalszych badan, opartych o wyniki z analizy profilu
tarnskryptomicznego byto zidentyfikowanie 436 gendéw rdznigcych sie poziomem ekspresji,
w tym 247 gendw o nizszej 1 189 gendw o wyzszej ekspresji w blastocystach wyhodowanych
in vifro z oocytoéw pobranych od jatdéwek dojrzatych ptciowo w poréwnaniu do blastocyst od
jatowek niedojrzalych. Po zastosowaniu narzedzi bioinformatycznych, stwierdzono iz
powyzsze geny uczestnicza w 38 procesach biologicznych, 23 procesach zwigzanych ze
sktadnikiem komoérkowym i 26 odnoszacych sie do funkcji molekularnych. Zauwazono
rowniez, ze najwigksza grupa genow (52 geny) rdznigcych sie poziomem ekspresji
zakwalifikowana zostala do szlakéw metabolicznych a najmniej genéw (4 geny) roznigcych
si¢ poziomem ekspresji nalezatlo do szlaku metabolizmu glicyny, seryny i treoniny. Na
podkreslenie zastuguje fakt, iz analiza profilu tarnskryptomicznego wyhodowanych in vitro
blastocyst bydlgcych po raz pierwszy pozwolita na wykazanie rdznic poziomu ekspresji
gendw bioracych udziat w szlaku OXPHOS, w zaleznos$ci od wieku dawezyh oocytow.

Przeprowadzone badania i uzyskane wyniki pozwolily na zweryfikowanie postawionej
hipotezy 1 podsumowujace stwierdzenie, iz profil transkryptomiczny, ze szczegdlnym
uwzglednieniem réznic przebiegu szlaku fosforylacji oksydacyjnej blastocyst wyhodowanych
in vitro, ekspresja molekularnych markerow zwigzanych z funkcja mitochondriow w
blastocystach oraz liczba kopii mtDNA, odzwierciedlajg nizsze kompetencje rozwojowe
zarodkow pochodzacych od zwierzat niedojrzatych ptciowo. Nie bez znaczenia pozostaje fakt
utworzenia bazy danych profili transkryptomicznych blastocyst uzyskanych od dojrzatych i
niedojrzalych  plciowo jalowek, co umozliwi prowadzenie dalszych analiz
bioinformatycznych w celu poszukiwania markeréw molekularnych blastocyst. Bardzo
istotne jest stwierdzenie Autorki, iz w celu jednoznacznego potwierdzenia znaczenia
biologicznego uzyskanego w ramach rozprawy wniosku, potrzebna jest proba biologiczna
polegajaca na przeprowadzeniu transferu wyhodowanych in vitro zarodkéw, analize ich
implementacji oraz okre$lenie liczby zywo urodzonego potomstwa.

Podkresli¢ nalezy, ze prace oryginalne stanowigce podstawe cyklu, w trakcie ich

publikacji w renomowanych czasopismach, byly poddane wnikliwym recenzjom
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wydawniczym. Fakt ten pozwala mi co prawda na pominiecie szczegdtowego opisu i oceny
tych eksperymentéw, podsumowujac je jako wartosciowe i atrakcyjne opracowania naukowe,
do ktorych jednakze odniose si¢ poprzez podkreslenie najwazniejszych w moim odczuciu
walorow do ktérych zaliczy¢ nalezy:

- dobdr tematyki badawczej oraz uzyskane wyniki cechujgce sie duzg oryginalnoscia
naukowa i wypelniajace luk¢ w dotychczasowej literaturze Swiatowej;

- ztozonos¢ 1 odpowiedni dobor zaawansowanych technik badawczych, niezbednych
do uzyskania zatozonych celéw badawczych;

- kompleksowos¢ przeprowadzonych badan, pozwalajgca na uzyskanie
jednoznacznych wynikow;

- glebokie, naukowe znaczenie tych badan i wykazanie, ze (i) istnieja zalezne od
wieku dawczyn oocytow, réznice w poziomie ekspresji gendéw biorgcych udziat w szlaku
OXPHOS, (ii) udowodnienie, ze zarodki bydl¢ce pozyskane od zwierzat niedojrzatych
piciowo posiadaja mniejsze mozliwosci efektywnego transportu elektrondéwl) podczas
OXPHOS oraz znacznie mnie efektywna produkcje ATP, prowadzacg do wyzszego poziomu
ROS, iii) ponadto wykazanie, ze zmiany ekspresji TFAM oraz innych markerow
molekularnych zwigzanych z funkcjg mitochondriéw w blastocystach wyhodowanych in vitro
z oocytow pobranych od jaléwek niedojrzatych plciowo, skutkuja wyzszg liczba kopii
mtDNA w tych zarodkach oraz (iv) stwierdzenie, ze wyzszy poziom glutationu w
blastocystach wyhodowanych in vitro z oocytow uzyskanych niedojrzatych plciowo jatdwek
moze chroni¢ te zarodki przed nadmierng akumulacja ROS w komérkach, kompensujac
wystepujace zaburzenia wewnatrzkomorkowej réwnowagi redoks, prowadzac do obnizenia
liczby komoérek apoptotycznych w tych zarodkach;

- poprawnie i zwi¢zle napisany autoreferat uzupetniajgcy zataczone publikacje, dobrze
odzwierciedlajacy umiejetnosé i swobodne poruszanie si¢ Doktorantki w obrebie badanej
problematyki naukowej z uwzglgdnieniem badan wiasnych oraz dotychczas opublikowanych
prac,

- wspomniane wczesniej, opublikowanie wynikow badan wiasnych w dobrych
czasopismach naukowych, dopetnia ogdlnego dobrego wrazenia i wysokiej oceny rozprawy
doktorskie;j.

Podsumowujac, oceniana rozprawa doktorska bez watpienia spelnia wymogi
merytoryczne i formalne, stawiane tego typu opracowaniom. Stanowi bowiem oryginalny
1 istotny wktad do nauki, poszerzajac wiedz¢ o profilu transkryptomicznym oraz ekspresji

markeréw funkcji mitochondriow w blastocystach wyhodowanych in vitro z oocytow
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pobranych od dojrzatych i iedojrzatych piciowo jatdwek. Rozprawa ta charakteryzuje si¢
ciekawg i pionierska tematyka naukowa, metodyka opartg
o liczne metody badawcze, laczac biotechniki rozrodu z technikami z zakresu biologii
molekularnej wraz z interpreatcjg bioinformatyczna, poprawng realizacja, a takze ciekawymi
wynikami. Podkresli¢ nalezy, ze w pracy dominujg watki poznawcze wnoszace nowe
informacje naukowe o rdéznicach poziomu ekspresji genow bioracych udzial w szlaku
OXPHOS, w zaleznosci od wieku dawczyn oocytow.

Do przedstawionych wynikéow pragne wnies¢ uwage redakcyjng oraz zada¢ kilka
pytan na ktére nie znalaztam odpowiedzi w przedstawionym autoreferacie i zatgczonych
publikacjach:

- W mojej opinii w tytule dysertacji niewtasciwie uzyto okreslenia ,.komorka jajowa”
w miejsce ktorej powinno by¢ uzyte okreslenia ,,0ocyt”, gdyz wedhug definicji komorka
jajowa jest to komoérka dojrzala, po przejsciu przez jajowod, a z jajnika pozyskiwane sg
niedojrzate komorki - oocyty w kompleksie oocyt—cumulus (COC).

- czy w badanej grupie zwierzat byly jatowki spokrewnione (wspdlny ojciec i/lub wspolna
matka)? Jesli tak, czy przeanalizowano odrebnie wyniki dla tej grupy? Jesli nie, prosze o
komentarz, jakie dodatkowe informacje mozna byloby uzyskal prowadzac analogiczne
badania w grupie spokrewnionej?

- jak byta wydajnos¢ uzyskiwania zarodkow, uwzgledniajac liczbe pozyskanych COCs, ich
morfologiczng selekcje, efektywnos¢ zaptodnienia oraz rozwéj do stadium blastocysty (w

odniesieniu do grupy jatowek dojrzatych i niedojrzatych ptciowo)?

Podsumowujac catos¢, uwazam, ze oceniana rozprawa doktorska mgr Mileny Traut,
oparta o jednotematyczny cykl publikacji w pelni odpowiada warunkom okreslonym w art.
187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (t.j. Dz. U. z 2023
r. poz. 742 z p6ézn. zm.) 1 moze by¢ podstawa do nadania stopnia naukowego doktora, w
dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo. Wnosze zatem do Rady
Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w

Olsztynie o dopuszczenie mgr Mileny Traut do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Whiosek dodatkowy
Bioragc pod uwage ponadprzecietny poziom badan opisanych w rozprawie, aktualnos$¢

problematyki badawczej, zastosowane metody badawcze i kompleksowos¢ opracowania oraz
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ponadprzecigtny charakter rozprawy, skladam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Rozrodu Zwierzat i i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie, o

wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Mileny Traut stosowng nagroda.



