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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Karoliny Zygmunt w formie cyklu
publikacji zaprezentowanego pod tytutem:

~Ocena parakrynnego wplywu fibroblastow na proces miogenezy w kierunku
otrzymywania miesa technikami in vitro”

Ogodlna charakterystyka dysertacji

Przedtozona do recenzji praca doktorska zostata zrealizowana pod opieky naukows
prof. dr hab. Katarzyny Piorkowskiej oraz promotora pomocniczego dr inz. Wojciecha
Witarskiego w Instytucie Zootechniki PIB. Wyniki przeprowadzonych badan przedstawione
zostaly jako cykl trzech oryginalnych prac opublikowanych w latach 2023-2026 w
czasopismach z listy JCR. £gczna wartos¢ wymienionych publikacji wynosi 300 punktow
MNiSW, a ich sumaryczny wspotczynnik IF wzgledem roku wydania - 8,5.

Wykaz publikacji wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej:

- 1. Zygmunt K., Otwinowska-Mindur A., Piorkowska K., Witarski W. (2023). Influence of
Media Composition on the Level of Bovine Satellite Cell Proliferation. Animals
(Basel), 13(11):2855.

Punkty MNiSW =100, IF=2,7

2. Zygmunt K., Zukowski K., Piérkowska K., Smotucha G., Wierzbicka A., Witarski W.
(2026). Paracrine effect of fibroblasts on the proliferation and differentiation of

bovine satellite cells in vitro. Biochimie, 241:26-43.
Punkty MNiSW =100, IF=3,0

3. Zygmunt K., Piorkowska K., Adamiak J., Witarski W. (2026). Modulation of bovine
muscle satellite cells myogenesis by paracrine fibroblast-derived signaling in three-
dimensional spinner flask culture system. The International Journal of Biochemistry
& Cell Biology, 197-198: 1064g70.

Punkty MNiSW =100, IF=2,8

Badania wykonane w ramach dysertacji doktorskiej zostaty sfinansowane z funduszy
projektow Narodowego Centrum Nauki (Miniatura 5, Preludium 22). Zbior publikacji
stanowi logiczng i spdjng catosé. We wszystkich doktorantka jest pierwszym autorem jak
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rowniez autorem korespondencyjnym, co s$wiadczy o jej dominujacej roli w ich
przygotowaniu. Z zatgczonych do dysertacji oswiadczen wynika, ze Pani mgr inz. Karolina
Zygmunt brata udziat w opracowaniu zatozen koncepcyjnych pracy i metodologii,
przeprowadzeniu analiz laboratoryjnych oraz statystycznych, zarzgdzaniu uzyskanymi
danymi, wizvalizacjg wynikow, przygotowaniem oryginalnej wersji manuskryptu, a takze
pozyskaniu funduszy na badania. Prezentacja publikacji naukowych stanowigcych podstawe
do ubiegania sig¢ o stopien naukowy doktora zostata poprzedzona wykazem skrotow,
streszczeniem zaréwno w jezyku polskim jak i angielskim, wstepem, okredleniem celdw i
hipotez badawczych, zwigztym opisem kazdej publikacji, charakterystyka wykorzystanego
materialu badawczego i zastosowanych metod, przedstawieniem uzyskanych wynikéw
wraz z dyskusjg, wnioskami, ograniczeniami i dalszymi planami badawczymi oraz wykazem
literatury. Do rozprawy doktorskiej dofgczono oswiadczeniami autora i wspdfautordw
publikacji dotyczace ich udziatu w przygotowaniu poszczegéinych publikacji. Opracowanie
pracy liczy fgcznie 62 strony (bez wliczenia kopii publikacji i oswiadczen) i obejmuije 13 rycin.

Ocena opracowania dysertacji

Tytut pracy doktorskiej w petni nie odzwierciedla tresci wszystkich publikacji, gdyz w
pierwszej z nich nie analizowano wplywu fibroblastow na proces miogenezy komodrek
satelitarnych, lecz badano oddziatywanie trzech skfadnikéw pozywki na tempo ich
proliferacji. Mozna jednak jg uznac jako optymalizacje warunkow hodowli, ktora postuzy na
kolejnych etapach badan, zaprezentowanych w pozostatych dwéch publikacjach.

W odniesieniv do Wykazu skrotow proponowatbym uscisli¢ ich rozwiniecie, gdyz w
niektorych przypadkach sy podane w jezyku angielskim i polskim, tylko angielskim badz
wyjasniajg funkcje zastosowanej metody np. ,GO - (ang. Gene Ontology) analiza
wzbogacenia genow”.

W Streszczeniu w jezyku polskim, ktore jest tozsame z napisanym w jezyku angielskim w
syntetyczny sposob opisano zatozenia i wyniki przeprowadzonych badan.

W poczatkowej czesci Wstepu doktorantka umotywowata zasadnosé wytwarzania miesa in
vitro oraz przedstawita historie jego produkcji wraz z obecnym stanem rynkowym.
Dodatkowo fragment ten wzbogacono rycing obrazujgcg proces produkeyjny oraz wady i
zalety omawianej technologii. W kolejnych etapach skupiono sie na znaczeniu funkcji
migsniowych komorek satelitarnych w procesie miogenezy w aspekcie ich wykorzystania w
produkcji migsa in vitro. Podkreslono wysokie koszty jego produkcji, generowane przez
pozywki hodowlane i potrzebe poszukiwania alternatywnych rozwigzan, proponujac
wykorzystanie fibroblastow jako czynnikow modulujgcych miogeneze komdrek
satelitarnych. Ponadto opisano systemy hodowli komérkowych, skupiajgc sie gtdwnie na
zaletach hodowli tréjwymiarowej (3D). W mojej opinii doktorantka powinna podkreslic
rowniez znaczenie hodowli dwuwymiarowej (2D), ktéra zostata szeroko wykorzystana w
drugiej publikacji. Podsumowujgc uwazam, ze Wstep bardzo dobrze wprowadza czytelnika



w tematyke podjetych badan, podkresla ich zasadnosc oraz jest napisany zrozumiatym i
poprawnym jezykiem naukowym:.

Doktorantka w swej.rozprawie przedstawita 4 gtowne cele badawcze oraz sformutowata 3
hipotezy badawcze, ktore sq jasne i mozliwe do weryfikacji. Nadrzednym celem badan byto
opracowanie optymalnego skladu pozywki do proliferacji miesniowych komorek
satelitarnych oraz ocena parakrynnego wptywu fibroblastow na przebieg miogenezy tych
komorek w warunkach kokultury 2D i 3D.

W kolejnej czesci bardzo syntetycznie i rzeczowo opisano kazdg z publikacji wchodzgcych w
sktad dysertacji, podsumowujac je jednoznacznymi wnioskami.

Dziat Materiat i metody obejmuje 10 stron i zostat podzielony na 3 czesci, odpowiadajgce
kazdej z publikacji. Doktorantka w przejrzysty sposob opisata wykorzystane metody i
trafnie umotywowata ich wybodr. Kluczowym etapem, zapewniajgcym powodzenie
eksperymentu bylo wyprowadzenie pierwotnych linii bydlecych miesniowych komérek
satelitarnych i fibroblastow oraz ich hodowla z réznymi komponentami pozywki jak rowniez
w warunkach kokultury 2D i 3D. Wptyw skiadu pozywki badano na etapie proliferacji w 3., 5.,
7- i 10. dniu hodowli, a oddziatywanie fibroblastow na etapie proliferacji i roznicowania w 24.
i 72. godzinie, co pozwolito przesledzi¢c towarzyszace im zmiany na poziomie réznych
procesow. Obejmowaty one miedzy innymi badanie ekspresji gendw markerowych oraz
transkryptomu (RNAseq), analizy proteomiczne (Western Blot, ELISA), flurometryczng
ocenge tempa proliferacji, ilosciowe analizy metaboliczne, a takze liczne obserwacje
mikroskopowe. Wykorzystanie przez doktorantke tak szerokiego wachlarza nowoczesnych i
interdyscyplinarnych technik budzi podziw i uznanie oraz swiadczy o wielkich
umiejetnosciach i zaangazowaniu w realizacje podjetych zadan badawczych. Prawidtowo
dobrane, zaawansowane analizy statystyczne umozliwity zaprojektowanie eksperymentu w
celu zbadania wptywu réznych sktadnikow pozywki oraz ich interakcji na proliferacje
komorek satelitarnych (DOE) jak rowniez potwierdzenie istotnosci wynikow uzyskanych w
kolejnych etapach. Na szczegoing uwage zastugujg analizy wynikow sekwencjonowania
transkryptomu. Opracowanie ogromnej ilosci danych, uwzgledniajgce szereg istotnych
parametrow, analiza ontologii genow i szlakow KEGG wymagaty wykorzystania znajomosci
wielu narzedzi bioinformatycznych. Umozliwity one wygenerowanie i usystematyzowanie
wynikow badan oraz ich przedstawienie w formie tabelarycznej jak i graficznej, zapewniajgc
poprawng interpretacje. W odniesieniu do tej czesci pracy mam jedno zapytanie.
Oddziatywanie sktadnikow pozywki na proliferacje komérek badano w czterech punktach
czasowych, w 3., 5., 7. i 10. dniu hodowli, natomiast analize ekspresji genow markerowych w
dwoch punktach, w 3. i 5. dniu hodowli. Skad wynikat ten wybor i czy uwzglednienie
wszystkich czterech nie datoby lepszego wgladu w aktywnosc analizowanych genow?

Omowienie wynikéw wraz z dyskusjg stanowi najobszerniejszy dzial opracowania
dysertacji, obejmujgcy 17 stron. W jego sklad weszlo 11 rycin zaczerpnietych z
opublikowanych prac, ktore umozliwity zwizualizowanie i lepsze zrozumienie uzyskanych
wynikow badan. Doktorantka w poprawny i przejrzysty sposob przedstawita najwazniejsze
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rezultaty przeprowadzonych analiz, jednoczesnie odnoszac sie do najnowszych danych
literaturowych, dzieki czemu czyta sig ten fragment z duzym zainteresowaniem. W jednym
z podrozdziatow zwrdocono uwage na sprzecznos¢ stosowania surowicy bydlecej z ideg
produkcji miesa in vitro oraz zréznicowanie jej sktadu w zaleznosci od partii produktu.
Nastepnie zacytowano badania wiasne, majgce na celu przetestowanie komercyjnie
dostepnych pozywek do proliferacji bydlecych komorek satelitarnych i wyboru
najodpowiedniejszej z nich. Przeprowadzone analizy swiadczg o nalezytej i szybkiej reakcji
doktorantki na przeszkody i ograniczenia napotykane podczas prowadzenia badan oraz
uwzglednianiu w nich aspektow etycznych.

Na podstawie przeprowadzonych badan doktorantka precyzyjnie sformutowata 7
wnioskow, ktére odpowiadajg na zatozone wczesniej cele oraz pozwalajg w pefni
zweryfikowac poprawnos¢ postawionych hipotez badawczych. Stwierdzono jednoznacznie,
ze ptodowa surowica bydleca oraz odpowiednie stezenie czynnika mitogennego najsilniej
stymuluja proliferacje bydlecych komorek satelitarnych. Ponadto dowiedziono, ze
fibroblasty promujg ich proliferacje i wczesne rdznicowanie miogenne w warunkach
kokultury 2D jak i 3D, co kolei moze zostac wykorzystane w produkcji migsa in vitro na
szerokg skale.

W dziale Ograniczenia i przyszte kierunki badar doktorantka zwracita szczegolng uwage na
pewne trudnosci techniczne wynikajace z transferu technologii ze skali laboratoryjnej do
wielkoskalowej, aby zapewnic¢ standaryzacje i optacalnos¢ produkcji. Jako kontynuacje
badan zaproponowata wykorzystanie pecherzykow zewngtrzkomorkowych pochodzgcych z
fibroblastéw jako regulatorow miogenezy. Uwazam, ze jest to trafna kontynuacja podjetych
w dysertacji badan i $wiadczy o bardzo duzej determinacji doktorantki w dgzeniu do
poznania i zrozumienia procesow biologicznych na wielu poziomach organizacyjnych.

Zrodta w Bibliografii zostaly rzetelnie dobrane i obejmujg 86 aktualnych artykutow
naukowych i 2 akty prawne.

W odniesieniu do oswiadczen wspdétautoréw uwazam, ze oswiadczenia doktorantki mogty
zosta¢ pominigte, gdyz jej udziat zostat przedstawiony wczesniej na stronie 6.

Wymienione przez mnie uwagi i zapytania w zaden sposob nie umniejszajg bardzo wysokiej
wartosci zaprezentowanej dysertacji doktorskiej i majg charakter redaktorski badz wynikajg
z mozliwosci pojecia dyskusji naukowej. Przedstawiong dysertacje oceniam bardzo wysoko
zarowno pod wzgledem merytorycznym jak i jej formy.

Wartos< merytoryczna publikacji

Hodowla miesa w warunkach kultury in vitro mogta kiedys wydawac sie wytworem
wyobrazni pisarzy science-fiction, jednak stata sie¢ niezaprzeczalnym faktem. W obecnych
czasach powstaje coraz wieksza liczba firm i start-upow, ktdre zajmujy sie opracowaniem
nowych technologii i ich wdrazaniem, probujgc sprosta¢ zlozonym wymaganiom
poszczegolnych rynkdéw konsumenckich. Produkcja migsa in vitro ma bardzo wiele zalet
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takich jak ograniczenie cierpienia zwierzat, zapewnienie bezpieczenstwa produktu i
mozliwos¢ manipulacji jego skladem, a takze mniejsze obcigzenie érodowiska. Z drugiej
strony, odtworzenie wiasciwosci organoleptycznych migsa oraz wykorzystanie w hodowli
kosztownych i budzgcych zastrzezenia etyczne surowic zwierzecych moze stanowic duze
wyzwanie omawianej technologii.

Badania mgr Karoliny Zygmunt wraz z zespotem wpisujg sie w obszar naukowy
probujacy sprostal tym ograniczeniom, obejmujgc ocene parakrynnego wplywu
fibroblastow na proces miogenezy bydlecych komérek satelitarnych i mozliwoé¢ ich
wykorzystania w produkcji migsa in vitro. Podjeta tematyka jest aktualna i nowatorska gdyz
hodowla w kokulturze, lepiej odzwierciedla warunki in vivo, a dane literaturowe nie
wskazujy jednoznacznie w jaki sposéb te komorki na siebie oddzialujg. Analizy zostaty
przeprowadzone konsekwentnie oraz kompleksowo i zostaly opisane w postaci 3
zrecenzowanych przez specjalistow publikacji z listy JCR. Ich dane bibliometryczne - 300
punktéw MNiSW i wskaznik IF = 8.5 uwazam za wysokie i w zupelnosci wystarczajgce w
postgpowaniu o nadanie stopnia doktora. Dodatkowo, liczba cytowan pierwszej publikacji
wediug baz Web of Science i Scopus (stan na 28.08.2026r.) wynosi odpowiednio 7i 8, co
swiadczy o duzym zainteresowaniu badaniami doktorantki w $rodowisku naukowym.

Podsumowanie i wniosek koricowy

Podsumowujgc recenzje stwierdzam, ze doktorantka prezentuje bardzo wysoki
poziom wiedzy merytorycznej, ktéra przekfada sig na umiejetnosci praktyczne, a dysertacja
zostata napisana bardzo dojrzatym jezykiem naukowym.

Pragne rowniez nadmieni¢, ze recenzowana praca doktorska wnosi znaczgcy wktad
w rozwdj dyscypliny naukowej Zootechnika i rybactwo, w ktdrej Pani mgr inz. Karolina
Zygmunt wszczeta przewdd doktorski. ‘

Niniejszym zaswiadczam, Zze przedtozona praca doktorska w pehi spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w art.187 ustawy Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz. U. z 2024 1. poz. 1571) i przedktadam Wysokiej
Radzie Naukowej Instytuty Zootechniki - Paristwowego Instytutu Badawczego wniosek o
przyjecie rozprawy oraz dopuszczenie Pani mgr inz. Karoliny Zygmunt do dalszych etapéw
przeprowadzenia przewodu doktorskiego.

Majgc na uwadze szeroki zakres przeprowadzonych badan oraz istotny aspekt
poznawczy i aplikacyjny uzyskanych wynikéw wnosze do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Zootechniki wniosek o wyréznienie dysertaciji.
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