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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Mileny Traut
pt. "Analiza transkryptomu oraz ekspresja markerow funkcji
mitochondriow w blastocystach wyhodowanych in vitro z komdrek jajowych

pobranych od jatowek niedojrzatych plciowo”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Mileny
Traut, zatytulowana “Amaliza transkryptomu oraz ekspresja markerow
funkcji mitochondriow w blastocystach wyhodowanych in vitro z komorek
Jjajowych pobranych od jatowek niedojrzalych piciowo”, zostata wykonana
w Zakladzie Biologii Gamet i Zarodka Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan
Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie pod kierunkiem promotor
prof. dr hab. n. wet. Izabeli Moniki Woclawek-Potockiej oraz promotora
pomocniczego dr inz. I[lony Patrycji Kowalczyk-Zigba. Na rozprawg sktadaja
si¢ dwie oryginalne publikacje naukowe o bardzo spdjnej tematyce,
obejmujacej  pordwnanie  wspotczynnikow  rozwojowych,  profilu
transkryptomicznego, ekspresji markerow molekularnych  zwigzanych
z funkcjg mitochondriow oraz liczby kopii mtDNA w blastocystach bydlecych
wyhodowanych in vitro z oocytoéw pobranych od jaléwek niedojrzatych
i dojrzatych plciowo. Badania zostaly zrealizowane w ramach projektu
badawczego OPUS 16 (2018/31/B/NZ9/03412), kierowanego przez Panig
promotor. Obie prace zostaty opublikowane w specjalistycznych czasopismach
o miedzynarodowym zasiegu, indeksowanych w bazie Journal Citation
Reports, tj. Theriogenology oraz BMC Genomics. Sumaryczny wspotczynnik
wptywu (IF, imapct factor) czasopism wynosi 6.423, a suma punktow wg.
aktualnego komunikatu Ministra Edukacji i Nauki to 280. Do drugiej
publikacji dotgczono réwniez obszerne Materialy dodatkowe. Prace s3
opracowaniami wieloautorskimi, liczacymi odpowiednio 6-ciu i 10-ciu
wspotautoréw, co jest uzasadnione szerokim zakresem badan molekularnych

i transkryptomicznych oraz wymagajaca procedura pobierania materiatu
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badawczego. W kazdym z artykutéw Doktorantka jest pierwszym autorem,
a Jej indywidualny wklad w ich powstanie potwierdzaja dotaczone
o$wiadczenia wszystkich autoréw. Wynika z nich, ze Pani mgr Milena Traut
brata udzial w opracowaniu koncepcji badan, przeprowadzeniu doswiadczen in
vitro oraz in vivo, wykonaniu analiz molekularnych, barwien
immunofluorescencyjnych, opracowaniu oraz interpretacji wynikéw badan
oraz przygotowaniu i edycji manuskryptow do druku. Na podstawie
przedtozonych deklaracji stwierdzam, ze zaangazowanie i wktad Doktorantki
w prowadzenie badan oraz przygotowanie oryginalnych publikacji jest
wiodacy i nie budzi watpliwosci.

Do publikacji oraz oswiadczen wspotautoréw dolaczono opracowanie
w jezyku polskim o typowym uktadzie. Na 54 stronach znajduja si¢ kolejno
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrotow, spis
publikacji stanowigcych rozprawe doktorska, wprowadzenie do tematyki
pracy, hipoteza i cel pracy, opis materialéw i metod, oméwienie uzyskanych
wynikéw waz z dyskusjg, podsumowanie i wnioski, bibliografia oraz spis
rycin. Ta czg¢$¢ pracy zostata przygotowana bardzo starannie pod wzgledem
edytorskim i merytorycznym, uzasadniajac w sposéb jasny i klarowny podjeta
przez Doktorantke tematyke badan. Wstep opracowania polskojgzycznego jest
zwiezty 1 czytelny, prowadzi do prawidlowo sformulowanej hipotezy
badawczej i wyjasnia cele szczegdétowe realizowanych badan. Rozdziat
,Materiaty i metody” zostat przygotowany rzetelnie i skrupulatnie, dodatkowo
obrazuje go samodzielnie przygotowana rycina 2. Opis przeprowadzonych
doswiadczen oraz zastosowanych technik badawczych zostal przygotowany
z nalezytg skrupulatnoscig, co umozliwia ich dokladne przesledzenie.
Zastosowane metody badawcze sg nowoczesne i zostaly dobrane prawidtowo,
umozliwiajac weryfikacje hipotezy badawczej i osiagnigcie zdefiniowanych
przez Doktorantke celow badawczych. Omoéwienie i dyskusja otrzymanych
wynikow badan zostaly przygotowane rzetelnie i dojrzale, w sposob niezwykle
uporzadkowany, konfrontujgc otrzymane rezultaty z opublikowanymi juz
wynikami badan. Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wyciagneta
pie¢ dobrze sformutowanych wnioskow, ktore opatrzyta krétkim oméwieniem
oraz wzbogacita schematem podsumowujacym. Nadaja one pracy wspolny
charakter i pokazuja jej wazny cel jakim bylo zbadanie kompetencji
rozwojowych zarodkéw otrzymanych od jatéwek niedojrzalych piciowo oraz
ich markeréw molekularnych. Po zapoznaniu si¢ z przedlozonymi
materialami stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji praca doktorska

spelnia wymagania formalne stawiane rozprawom doktorskim



W rozumieniu zapisu art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o

szkolnictwie wyzszym i nauce.

W niniejszej pracy Doktorantka podjeta si¢ weryfikacji hipotezy
badawczej zakladajacej réznice w profilu transkryptomicznym blastocyst
wyhodowanych in vitro z oocytdow pobranych od jatdwek dojrzatych
i niedojrzatych piciowo. Ponadto koncepcja pracy zaktada, ze ekspresja w tych
blastocystach molekularnych markeréw zwigzanych z funkcja mitochondriow
oraz liczba kopii mtDNA rézni si¢ i odzwierciedla jakos¢ komorek jajowych
oraz kompetencje rozwojowa zarodkéw. Cel pracy zostal okreslony
jednoznacznie i znajduje uzasadnienie w dotychczasowym stanie wiedzy.
Doktorantka sprecyzowata rowniez pie¢ celow szczegdétowych, stuzacych
weryfikacji postawionych hipotez badawczych. Podsumowujac powyzsze
stwierdzam, ze realizacja celu naukowego postawionego w dysertacji Pani
mgr Mileny Traut istotnie prowadzi do poszerzenia dotychczasowego
stanu wiedzy oraz stanowi przyczynek do rozwiazania oryginalnego
problemu badawczego, polegajacego na ocenie skutecznosci wykorzystania
oocytow uzyskanych od jalowek niedojrzalych plciowo do produkeji
blastocyst w warunkach in vitro, spelniajagc tym samym wymoég ustawy
stawiany pracom doktorskim.

Pracg¢ doktorskg stanowia koncepcyjnie spdjne, dwa opublikowane
artykuty naukowe, ktorych warto$¢ merytoryczng oceniam bardzo wysoko,
z zaznaczeniem potencjalu aplikacyjnego w hodowli bydta. W pierwszej
publikacji, ktora ukazata si¢ w czasopismie Theriogenology, wykazano nizszy
odsetek blastocyst uzyskanych w warunkach in vitro z oocytéw pobranych od
zwierzat niedojrzatych plciowo w poroéwnaniu do odsetka blastocyst
wyhodowanych z oocytow pobranych od zwierzat dojrzatych. Nie
zaobserwowano natomiast r6znic morfologicznych w blastocystach pomigdzy
badanymi grupami. Blastocysty od niedojrzatych ptciowo jatowek wykazywaty
zaburzong wewnatrzkomérkowa réwnowage redoks, ktéra manifestowata si¢
wyzszym poziomem reaktywnych form tlenu i glutationu oraz zwigkszona
liczba kopii mtDNA, ktéra korelowata z wyzsza ekspresja transkryptu dla
mitochondrialnego czynnika transkrypcyjnego A (TFMA). Moze to by¢
bezposrednim wskaznikiem jakosci zarodkéw uzyskanych od jatowek
niedojrzatych piciowo. W drugiej publikacji, ktéra zostala opublikowana
w prestizowym czasopismie BMC Genomics, przedstawiono po raz pierwszy
profil transkryptomiczny blastocyst wyhodowanych in vitro z oocytow
pobranych od jatéwek niedojrzatych i dojrzatych, wykazujac obnizony poziom
ekspresji gendéw szlaku fosforylacji oksydacyjnej, szczegdlnie tych
wplywajacych na produkcje ATP i transport elektronéw (ATPSMF, ATP5PD,



ATP124, NDUFS3, NDUFAI3, NDUFA3, COX17, CYCS i UQCRCI),
w blastocystach uzyskanych od jatdwek niedojrzatych. Otrzymane wyniki
mogg wyjasnia¢ wyzszy poziom reaktywnych form tlenu obserwowany
wezesniej w tych zarodkach. Z drugiej strony wykazano w nich takze nizszg
licze komoérek apoptotycznych w pordéwnaniu do zarodkéw od zwierzat
dojrzatych plciowo. Uzyskana baza profili transkryptomicznych stanowi
doskonaly punkt wyjscia do poszukiwania kolejnych markeréw molekularnych
kompetencji rozwojowych zarodkéw otrzymanych od jaléwek niedojrzatych
piciowo. Wyniki badan zaprezentowane w obu publikacjach wskazuja na
nizsze kompetencje rozwojowe zarodkéw otrzymanych in vitro z oocytow od
zwierzat niedojrzatych piciowo, co powinno znalez¢ kontynuacje praktyczna
w postaci wykorzystania tychze zarodkéw do embriotransferu. W zwigzku
z tym stwierdzam, ze w/w prace stanowia koncepcyjnie spéjny cykl
artykuléw opublikowanych w czasopismach naukowych, co spelnia

warunek ustawy okreslajacy wymogi stawiane pracom doktorskim.

W  podsumowaniu stwierdzam, ze Doktorantka wykazata si¢
umiejetnosciami  planowania i prowadzenia badan naukowych, potrafi
rozwigzaé¢ sformulowany problem naukowy, czego dowodem sa krytyczne
dyskusje prowadzone w przedtozonych publikacjach. Ponadto Doktorantka
wykazata si¢ bardzo dobrym przygotowaniem teoretycznym w zakresie
podjetej tematyki badawczej, doskonatym warsztatem laboratoryjnym
obejmujacym technike zaptodnienia in vitro, metody biologii molekularnej,
analiz¢ transkryptomiczng i bioinformatyczng. Wskazuje to na spelnienie
ustawowych kryteriow jakimi powinien charakteryzowac¢ si¢ kandydat do

stopnia doktora.

Warto$¢ merytoryczng i metodyczna recenzowanej pracy doktorskiej,
jej zalozenia oraz szeroki zakres otrzymanych wynikéw oceniam bardzo
pozytywnie. Podczas lektury publikacji oraz opracowania polskojezycznego

nasungty mi si¢ pytania/uwagi, ktérymi chcialabym si¢ podzieli¢:

1. W obu publikacjach Doktorantka przedstawita wyniki badan
w zakresie ekspresji gendow, co oczywiscie wynika z tematu rozprawy
doktorskiej i postawionych celow. Bardzo ciekawe jest jednak,
szczegblnie majac na uwadze aspekt aplikacyjny przedtozonych badan,
czy obserwowane zmiany w ekspresji gendw potwierdzaja si¢ na
poziomie biatka. Czy byly prowadzone tego typu badania lub czy s3
one planowane?

2. Wyrbzniajagcym sie osiggnieciem rozprawy doktorskiej jest

stworzenie bazy profili transkryptomicznych blastocyst otrzymanych od



zwierzat niedojrzatych i dojrzatych piciowo. Zidentyfikowano 436
genOw o zréznicowanej ekspresji, wsrod ktorych wyrézniono te
zaangazowane w fosforylacje oksydacyjna. Czy Doktorantka mogtaby
zasugerowaé jeszcze inne geny z przeprowadzonej analizy
transkryptomicznej, ktére moga by¢ wazne jako potencjalne markery
kompetencji rozwojowych zarodkéw bydta?

3. W pierwszej publikacji opisano sposob wyboru genu referencyjnego
(GAPDH) do analizy real-time PCR z wykorzystaniem programu
NormFinder. Czy w drugiej publikacji rowniez przeprowadzono jeszcze
raz takg samg normalizacje, czy opierano si¢ na tej wezesniejszej? Jaka
byta stabilnos¢ GAPDH w analizowanych uktadach
eksperymentalnych?

4. W podsumowaniu opracowania polskojezycznego (strona 36)
Doktorantka wspomniata, ze dla potwierdzenia znaczenia aplikacyjnego
przedstawionych badan w hodowli bydta konieczne sa dalsze prace
z wykorzystaniem wyhodowanych zarodkéw do embriotransefu. Jak
Doktorantka widzi mozliwo$¢ przeprowadzenie takich doswiadczen?
Na co szczegblnie nalezatoby zwréci¢ w nich uwage?

S. Na stronie 35 w drugim punkcie rozdzialu ,,Podsumowanie
1 wnioski” zamiast ,, ... w zaleznosci od wieku dawczyn komorek
jajowych” powinno by¢ ., ... w zaleznosci od dojrzalosci plciowej
dawczyn komorek jajowych”.

6. W opracowaniu polskojezycznym pojawiajg si¢ pojedyncze bledy
stylistyczne, np. ,,statycznie nizszy” (strona 13) oraz interpunkcyjne.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Mileny Traut
pt. "Analiza transkryptomu oraz ekspresja markeréw funkcji mitochondriow
w blastocystach wyhodowanych in vitro z komérek jajowych pobranych od
Jjatowek niedojrzatych plciowo” stanowi niezwykle wartosciowe i oryginalne
dzieto naukowe o znaczacym wkladzie w poszerzenie dotychczasowego stanu
wiedzy z zakresu rozrodu zwierzat, szczegdlnie w kontekscie wykorzystania
metod wspomaganego rozrodu u zwierzgt hodowlanych, a uzyskane wyniki
wnoszg nowe informacje do dyscypliny zootechnika i rybactwo. Przedtozona
dysertacja spelnia wszystkie wymagania okreslone w artykule 187 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U.2023.742 ze zm.) stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym
zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat
i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie z wnioskiem o dopuszczenie mgr



Mileny Traut do dalszych etapéw postgpowania ws. nadania stopnia
doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

Majgc na uwadze wysoka warto$¢ naukowa dysertacji i nowatorstwo
uzyskanych wynikéw, wnioskuje o wyrdznienie recenzowanej przeze mnie

rozprawy doktorskiej, co uzasadniam w osobnym wniosku.
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