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RECEMNZIA ROZPRAWY DOKTORSKIE)
mgr ini. Karoliny Zygmunt
pt. ,Ocena parakrynnego wplywu fibroblastow na proces miogenezy w kierunku
otrrymywania miesa technikami in witro™

Podstawe przygotowania recenzji stanowi pismo RN/I/6/26 z dnia 9.07.2026 roku
skierowane przez Dyrektora Instytutu Zootechniki Padstwowego Instytutu Badawczego
w Balicach - dr ink. Tomasza Jacka. Przedioiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny
Zygmunt pt. .Ocena parokrynnege wpfywu fibroblastow na proces miogenezy w kierunku
otrzymywania miesa technikami in vitro” zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Katarzyny Piorkowskiej, przy wspoludziale promotora pomocniczego dr ini. Wojciecha
Witarskiego. Postepowanie w sprawie o nadanie stopnia naukowego doktora realizowane jest w
dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

Rozprawa zostala przygotowana w formie cyklu trzech powigzanych tematycznie
oryginalnych publikacji naukowych, opublikowanych w latach 2023-2026 w crasopismach
Animals, Biochimie oraz The International Journal of Biochemistry & Cell Biology. taczna wartosd
wspolczynnika Impact Factor prac przedstawionych w cyklu wynosi 8,5, natomiast suma punktow
wedlug wykazu czasopism naukowych Ministerstwa Nauki | Szkolnictwa Wyiszego zgodna
z rokiem opublikowania wynosi 300. We wszystkich trzech publikacjach Doktorantka jest pierwsza
autorky.

Na podstawie deklarowanego wkladu autorskiego moina stwierdzié, e udziat mgr inZ.
Karoliny Zygmunt w przygotowaniu publikacji tworzgcych rozprawe mial charakter wiodacy.
Obejmowal on  wspoltworzenie koncepejl badad i metodyki, wykonywanie analiz
eksperymentalnych i ich walidacje, udzial w analizach statystycznych, zarzadzanie | wizualizacje
danych oraz przygotowanie oryginalnych wersji manuskryptow. W kolejnych etapach badan
Doktorantka uczestniczyta takie w nadzorowaniu przebiegu dosdwiadczen, a w przypadku trzeciej
publikacji rowniei w pozyskaniu finansowania i zarzadzaniu projektem. Zakres ten wskazuje nie
tylko na znaczacy udziat eksperymentalny Doktorantki, ale rowniei na jej aktywnodé na etapie
koncepeyjnym, analitycznym i organizacyjnym prowadzonych badar.

Na szczegdlne podkresdlenie zastuguje fakt, ie czesc badan zostala zrealizowana w ramach
projektu PRELUDIUM 22 Narodowego Centrum Nauki pt. . Wpfyw fibroblastowych pecherzykow
rewngtrikomarkowych no modulocie procesdw miogenezy bydlecych komdrek satelitarnych:
W kierunku ofrzymywania migsa technikami in-vitro®, ktarego kierownikiem jest mgr inZ. Karolina
Zygmunt. Wezesniejsze etapy badan realizowano rdwniez w ramach projektu MINIATURA 5 NCN.
Kierowanie wlasnym projektemn badawczym przez Doktorantke stanowi istotny argument



przemawiajacy za jej rosnjca samodzielnodcly naukowsg oraz umiejetnoscig planowania
i organizacji badan,

Crgéé syntetyczna rozprawy obejmuje streszezenia w jezyku polskim i angielskim,
rozbudowany wstep teoretyczny, cele pracy i hipotezy badawcze, wykaz i streszczenia publikacii
tworzacych cykl, szczegolowy opis materiatow | metod, wyniki wraz z dyskusja, wnioski, a takie
odrebny rozdzial poswiecony ograniczeniom pracy | przysziym kierunkom badan. Integralng czesc
rozprawy stanowig rowniei kopie publikacji oraz odwiadczenia wspotautordw.,

Za szczegolnie wartofciowe uwaiam wyodrebnienie roxdzialu Ogroniczenio | przyseie kierunki
badoi®, poniewa? swiadczy ono o krytycznym podejiciu Doktorantki do uzyskanych wynikow oraz
swiadomosci ograniczen przyjetego modelu badawczego.

Ocena problematyki badawczej, je] aktualnosci | znaczenia naukowego

Problematyka podjeta w rozprawie doktorskie] mgr inZ. Karoliny Zygmunt jest aktualna,
interdyscyplinarna | dobrze osadzona w obszarze wspdlczesnej biotechnologii zwierzat oraz
bioiniynierii tkanki miedniowej. Rorwd| technologii miesa komdrkowego wigze sie z koniecznoscig
rozwigzania szeregu problemow biologicznych i technologicznych, dotyczgoych miin. wyboru
odpowiedniego Zrodia komorek, utrzymania ich zdolnosci proliferacyjnej i rénicowania, sktadu
oraz kosztow poiywek hodowlanych, a takie opracowania wydajnych systemow hodowli
trojwymiarowej, Doktorantka prawidlowo wskazuje, ie jednym z istotnych ograniczen tej
technologii pozostajg wysokie koszty prowadzenia hodowli komdrkowych, w szczegolnosci
Iwigzane ze stosowaniem surowic | czynnikdw wirostu.

fa szczepdlnie interesujace uwazam skierowanie uwagi na fibroblasty jako element
mikroirodowiska komdrek miedniowych | potencjalne irddio sygnaléw regulujacych przebieg
miogenezry. W warunkach fizjologicznych fibroblasty uczestnicza w tworzeniu i przebudowie
macierzy rewnatrzkomorkowe| oraz w procesach regeneracyjnych tkanki miesniowej, wphywajac
na aktywnoic komorek satelitarnych. lednoczednie, jak wynika z prredstawionego przez
Doktorantke przegladu pismiennictwa, dostepne doniesienia dotyczace wphywu fibroblastow na
miogeneze nie s jednoznaczne, a wiele weczedniejszych badan koncentrowalo sie przede
wszystkim na bezposrednich kontaktach migdzykomorkowych, w mniejszym stopniu analizujgc
tnaczenie sygnalizacji parakrynnej. W tym kontekscie koncepcje badan polegajgcg na ocenie
parakrynnego wplywu fibroblastow na proliferacje i roinicowanie bydlecych migsniowych
komdrek satelitarnych uwazam za trafng | naukowo wzasadniona. Szczegdlng wartofd ma
przeprowadzenie badah zardwno w klasycznym uktadzie dwuwymiarowym, jak i w bardziej
rlotonym systemie trojwymiarowym z wykorzystaniem mikronosnikow oraz bioreaktora typu
spinner flosk. Takie podejscie umoiliwia nie tylko analize podstawowych mechanizmow
komunikacji miedzykomérkowej, ale rdwnie: oceng ich znaczenia w warunkach bardziej
zhlizonych do potencjalnych zastosowan bioinzynieryjnych. Doktorantka stusznie podkresla, e
systemy 3D lepiej nii klasyczne hodowle monowarstwowe odwzorowujy przestrzenng
organizacje komarek i warunki ich wzrostu, proliferacyi oraz réinicowania.

Istotnym aspektem pracy jest rdwniei proba powigzania badan podstawowych nad regulacja
miogenery * moiliwodcia ograniczenia kosztéw technologii miesa komdrkowego. Wykorzystanie
naturainych sygnatow pochodzacych z fibroblastow jako potencjalnego substytutu czesci
kosztownych skladnikow poiywek stanowi interesujacy kierunek badawcry, sicregélnie
w kontekicie dalsze] optymalizacji warunkdw hodowli komérek migéniowych. Doktorantka
wskazuje ponadto na mozliwosd wykorzystania w preyszlosci wybranych elementow sygnalizacii

parakrynnej, w tym pecherzykow zewngtrzkomorkowych, jake potencjalnych regulatordw
przebiegu miogenezy.



Na podkreilenie rastuguje takie osadzenie badan w szerszym kontekécie zootechnicznym.
Opracowanie bardziej zaawansowanych modeli komdrkowych tkanki miesniowej moie mieé
rnaczenie nie tylko dla rozwoju technologii migsa komorkowego, ale réwniei dla badan nad
wirostem i regeneracja miesni oraz dla ograniczenia wykorzystania zwierzat doswiadczalnych
rgodnie z rasady 3R. Sama Doktorantka wskazuje na moiliwode wykorzystania nowoczesnych
systemdw hodowli komdrkowe] jako narzedzia wspierajacego badania biologiczne prazy
ograniczonym udziale zwierzat.

Cele pracy i hipotezy badawcze

Cele pracy oraz hipotezy badawcze zostaly sformulowane w sposob logiczny i pozostaja
w bezpotrednim zwigzku z problematyky podjeta w rozprawie. Doktorantka prazyjela cztery
Blowne cele badawcze obejmujjce: optymalizacje skladu poiywki hodowlane] wspierajgce]
proliferacje bydlecych miginiowych komdrek satelitarmnych, ocene parakrynnego wphywu
fibroblastéw na przebieg miogenezy w  warunkach hodowli 2D, analize zmian
transkryptomicznych oraz szlakow sygnalowych zwigzanych z miogeneza, a nastgpnie weryfikacje
obserwowanych zaleinodci w bardzie] zaawansowanym systemie hodowli 30, Tak skonstruowany
uktad stawianych celow uwaiam za dobrze przemyélany, poniewa: odzwierciedla kolejnosé
realizowanych etapdw eksperymentalnych. Zastosowana sekwencla zwieksza spdjnodd cyklu
i pozwala stopniowo przechodzié od optymalizacji warunkdw hodowli do analizy mechanizmaw
biologicznych i ich weryfikacji w bardziej zlozonym modelu.

Hipotezy badawcre zostaly sformulowane w sposob umoiliwiajgcy ich eksperymentalng
weryfikacje. Pierwsza z nich zakladala, ie polywka zawierajgca plodowq surowice bydlecq oraz
bFGF bedzie najefektywnie) stymulowala proliferacje bydlecych komdrek satelitarnych. Druga
dotyczyla zasadniczego problemu pracy i zaktadata stymulujacy wplyw sygnalizacji parakrynnej
fibroblastéw na przebieg miogenezy, moiliwy do wykazania na poziomie transkryptomicznym
i biatkowym. Trzecia odnosita sie natomiast do wphywu warunkdw hodowli w bioreaktorze typu
spinner flask na regulacje szlakow sygnatowych i ekspresje markerdw miogenezy w pordwnaniu z
klasycznym systemem 20,

£a mocng strong rozprawy uwatam szezegolnie powigzanie analiz fenotypowych z badaniami
malekularnymi. Ocena zmian przebiegu micgenezy nie zostala ograniczona do obserwacji
morfologicznych czy tempa proliferacji, lecz uzupeiniono jg analizg transkryptomu, ekspresji
gendw markerowych oraz wybranych biatek. Pezwolite to na ocene badanego zjawiska na kilku
poziamach erganizacji biologicznej | zwiekszyto wiarygodnosd interpretacii uzyskanych wynikow,

Material | metody badawcze

Material badawczy oraz zastosowane metody zestaly dobrane adekwatnie do postawionych
celow | hipotez pracy. Na szczegolne podkreslenie zashuguje wieloetapowy charakter
doswiadczen, obejmujcy zardwno optymalizacje warunkow hodowli bydlecych miesniowych
komorek satelitarnych, jak | ocene parakrynnego oddzialywania fibroblastow w uktadach dwu-
| trojwymiarowych. Kolejne etapy badan zostaly zaplanowane w sposdb logiczny, a zastosowane
metody umoiliwily oceng badanego zjawiska na poziomie proliferacji komdrek, ekspresji gendw,
transkryptomu oraz wybranych markerow biatkowych.

W pierwszym etapie badan Doktorantka podjela probe optymalizacji sktadu poiywki
hodowlanej dla pierwotnych bydlecych migdniowych komdrek satelitarnych. Material do izolacji
komorek pochodzil z miesnia najdiuiszego grzbletu bydia rasy holsztyfisko-fryzyjskiej,
pozyskanego jako material poubojowy. Do oceny wplywu skladu poiywki wykorzystano petny
ukfad czynnikowy cbejmujacy trzy zmienne. Takie podejécie naleiy ocenié pozytywnie, poniewai



pozwolilo nie tylko na ocene efektow poszcregolnych sktadnikdow poiywki, lecz rownied na
identyfikacje interakcji pomiedzy nimi.

Kolejny etap badan obejmowal ocene parakrynnego wphywu fibroblastow na miogeneze
w warunkach hodowli 20 z wykorzystaniem systemu Transwell, umoiliwiajgcego komunikacje
pomigdzy populacjami komarek bez ich bezposredniego kontaktu, Rezwigzanie to zostalo bardzo
dobrze dobrane do pytania badawczego, poniewa: porwala na analize wphywu czynnikow
wydzielanych przez fibroblasty przy jednoczesnym ograniczeniu udzialu sygnalizacji zaleinej od
bezposredniego kontaktu komdrka—komarka, Za szczegolnie cenne uwalam polaczenie tego
madelu z analizg transkryptomiczna, a nastepnie walidacja wybranych genow oraz oceng zmian
na poziomie biatkowym. Takie wiclopoziomowe podejicie wzmacnia wiarygodnosc biologicznej
interpretacji uzyskanych wynikow.

Trzeci etap dodwiadczen stanowil rozwiniecie modelu 2D i oceng badanego zjawiska
w warunkach tréjwymiarowych z wykorzystaniem elatynowych mikronoénikow oraz bioreaktora
typu spinner flask, W tej czedci pracy zastosowano dodatkowo metody oczyszczania populacji
komdrkowych MACS | FACS, a po zakonczeniu kokultury komdrki miginiowe oddzielano od
fibroblastow przed dalszymi analizami molekularnymi. Uwaiam to za istotny element
metodyczny, poniewai ogranicza ryzyko przypisania zmian ekspresji gentow komdrkom
miedniowym w sytuaci, gdy sygnal méglby pochodzié z abecnych w materiale fibroblastdw.
Zastosowanie analiz metabolicznych, qPCR oraz oznaczen biatkowych umoiliwito rownolegly
oceng prawidlowosci przebiegu hodowli | zmian zwigzanych z miogenezg. Ogdlny schemat
doswiadczer 201 3D porostaje spajny z kolejnymi etapami oplsanymi w rozprawie.

Za mocng strone pracy naleiy zatem uznac komplementarnosd zastosowanych technik.
Doktorantka faczy klasyczne metody biclogii komdrki z  analizami  molekularnymi
i wysokoprzepustowymi, a nastepnie weryfikuje obserwowane efekty w dwdch odmiennych
systemach hodowlanych. Szczegdlnie wartosciowe jest przejscie od prostszego | lepiej
kontrolowanego modelu 20 do bardziej] zlodonege modelu 3D, co pozwala ocenic, czy
obserwowane zaleinosci utrzymujg sie po  zwiekszeniu  stopnia zlotonosci  systemu
eksperymentalnego.

Uzyskane wyniki i ich dyskusja

Uzyskane wyniki tworzg spdjny cigg eksperymentalny | odpowiadaja kolejnym etapom
realizacji zatoionych celow badawczych, Za szczegolnie wartosciowe uwaiam to, fe Doktorantka
nie ograniczyla sie do oceny pojedynczego aspektu miogenezy, lecz kolejno zoptymalizowata
warunki proliferacji bydlecych mieSniowych komarek satelitarnych, scharakteryzowala ich
odpowiedi na parakrynng sygnalizacje fibroblastow w modelu 2D, a nastepnie podjeta probe
weryfikacji obserwowanych zaleznosci w bardziej zloionym ukladzie hodowli tréjwymiarowe].

W pierwszym etapie badan wykazano, e spoirdd analizowanych skladnikéw podywki
hodowlane] najwickszy wplyw na tempo proliferacii komorek miginiowych mial rodzaj
rastosowanej surowicy, a kolejnym istotnym czynnikiem byl dodatek bFGF. Najwyzsza proliferacje
uzyskiwano w warunkach suplementacji plodowy surowicy bydlgcy oraz bFGF w steteniu 10
ng/mL. Jednoczesnie stetenie glukozy nie wplywalo istotnie na samo tempo proliferacji, jednak
przy niiszym jej steieniu obserwowano ekspresje markerdow wskazujgoych na wtrzymywanie
fenotypu komdrek o wlasciwosciach samoodnawiajgcych. Wynik ten uwaiam za interesujgcy,
poniewa: pokazuje, e optymalizacja poiywki nie powinna opierac sie wylacznie na
maksymalizacji liczby komérek, lecz réwnie? uwzgledniad zachowanie ich potencjatu miogennego.

Zasadniczg czesc rozprawy stanowig wyniki dotyczace parakrynnego oddziabywania
fibroblastow na bydlece miesniowe komadrki satelitarne. Analiza transkryptomiczna w systemie
20 wykazata, te obecnoi fibroblastéw prowadzita do zmian ekspresji gendow zwiazanych



r priebiegiem miogenezy. Wyniki te wskazuja, e sygnalizacja parakrynna fibroblastdw nie
prowadzi po prostu do jednokierunkowego przyspieszenia calego procesu miogenezy, lecz
wplywa przede wszystkim na jego wczesne etapy | moie regulowad tempo przechodzenia
komarek pomigdzy kolejnymi fazami roinicowania. Doktorantka wskazuje, ie rwiekszona
sygnalizacja, m.in. w obrebie szlaku TGF-B, mogla przyczyniad sie do ograniczenia terminalnego
réinicowania | formowania miotub. W mojej ocenie jest to jeden z ciekawszych rezultatow
rozprawy, poniewa: pokazuje, ie biologiczny efekt fibroblastow nie zaleiy jedynie od ich
obecnosci, ale rowniei od ilosciowego | czasowege charakteru ich oddzialywania na komarki
migsniowe,

Wainym elementem pracy jest potwierdzenie zasadniczego kierunku obserwowanych
¢gmian w modelu trojwymiarowym. W warunkach hodowli z wykorzystaniem zelatynowych
mikronodnikow oraz bioreaktora typu spinner flask w kokulturze z fibroblastami stwierdzono
rwigkszong ekspresje markerdw zwigzanych zarowno z  proliferacjy, jak | weczesnym
réinicowaniem miogennym. Na poziemie biatkowym wykazano rowniez zwiekszong ekspresje
miozyny szkieletowej. Wyniki te s3 szczegdlnie wartodciowe, poniewa:z pokazujq, ie efekt
obserwowany w prostszym modelu 2D nie zanika po przejéciv do bardziej zloionego systemu
hodowlanego.

Ma pozytywng oceng zasluguje sposéb interpretacii wynikow. Doktorantka odnosi
obserwowane miany do biologil procesu miogenezy i funkcji poszczegdinych markerdw, a takie
podejmuje probe wyjasnienia rozbietnodel pomiedzy etapami proliferacii i raznicowania,
Dyskusja nie ogranicza sig zatem do prostego zestawienia wynikow wiasnych z danymi
literaturowymi, lecz zmierza do stworzenia modelu, w ktorym fibroblasty pelnig funkcje
dynamicznego regulatora niszy komaorek miesniowych.

Za najwainiejszy whklad naukowy rozprawy uwaiam wykazanie, e fibroblasty poprze:z
sygnalizacje parakrynng moga w sposob zaleiny od warunkdw hodowli modulowac przebieg
miogenezy bydlecych migsniowych komdrek satelitarnych, ze szezegdlnym nasileniem efektu na
wczesnych etapach réinicowania. Potwierdzenie tej zaleinosci w dwach odmiennych modelach
hodowlanych oraz jej wielopoziomowa charakterystyka molekularna stanowia, w mojej ocenie,
oryginalne rozwiazanie problemu naukowego.

Ocena wnioskow

Whioski sfarmulowane przez Doktorantke s zasadniczo zgodne z uryskanymi wynikami,
pozostajg w bezposrednim zwigzku 2 postawionymi celami | hipotezami badawczymi oraz dobrze
odzwierciedlajy kolejne etapy przeprowadzonego cyklu dodwiadezen. Obejmujy zardwno
ragadnienia rwiazane r optymalizacjg warunkdw proliferacji bydiecych miesniowych komdrek
satelitarnych, jak i zasadniczy problem rozprawy. Pierwsze dwa wnioski odnoszg sie do sktadu
poiywki hodowlanej | wskazujg na kluczowe znaczenie rodzaju surowicy oraz dodatku czynnika
mitogennego bFGF dla proliferacji komorek migéniowych, Za najwainiejsze z punktu widzenia
tytulowege problemu rozprawy uwazam wnioski dotyczace parakrynnego wplywu fibroblastow
na przebieg miogenezy.Pozytywnie oceniam rownied ostroinosé zastosowang we wniosku
dotyczacym proliferacji w systemie 3D. Doktorantka wskazuje, ze wspdthodowla z fibroblastami
«przypuszezalnie” promuje proliferacje, opierajac te interpretacje gldwnie na zwiekszonej
ckspresji PAX?, MYFS i MYOD. Takie sformutowanie jest wiasciwe, poniewai zmiany ekspresji
markerow molekularnych nie s3 réwnoznaczne z bezposrednim pomiarem tempa proliferacji.
lednoczesnie potwierdzenie zwiekszone] ekspresji markerdw rdinicowania oraz miozyny
szkieletowe) stanowi silniejsze uzasadnienie dla wniosku dotyczacego wplywu fibroblastow na
wczesne roinicowanie miogenne.



Doprecyzowania wymaga, w moje] ocenie, ostatni wniosek, zgodnie 2 ktdrym
Jwykorzystanie sygnatow parakrynnych moie z sukcesem znaleic zastosowanie w optymalizacji
wielkoskalowe) produkeji migsa technikami in vitro”. lest to sformutowanie zbyt kategoryczne w
stosunku do zakresu przeprowadzonych badan. Rozprawa wykazuje potencjal biologiczny
sygnalizacji parakrynnej fibroblastéw i stanowi dobrg podstawe do dalszyeh badan aplikacyjnych,
jednak nie obejmuje jeszcze walidacji procesu w skali produkcyjnej, analizy ekonomicznej,
identyfikacji wszystkich aktywnych mediatorow ani oceny ich dziatania w wielkaskalowych
systemach bioreaktorowych. Sama Doktorantka w rozdziale pofwieconym ograniczeniom
wikazuje na szereg nierozwiazanych problemow dotyczaoych skalowania hodowli, parametrow
fizykochemicznych bioreaktordow i standaryzacji poiywek. Z tego wizgledu bardzie) adekwatne
byloby stwierdzenie, ie uzyskane wyniki wskazuja na potencjal wykorzystania sygnatow
parakrynnych fibroblastdw w dalszej optymalizacji systemdw produke]i miesa technikami in vitro.
Takie sformutowanie zachowuje znaczenie aplikacyjne wynikow, ale wyrainie oddziela potencjal
technologiczny od jego petnej walidacji.

Ocena strony formalne] | redakeyjne]

Rozprawa doktorska zostala przygotowana starannie | ma przejrzysta, logiczng strukture.
Czesd syntetyczna prowadzi czytelnika od wprowadzenia do problematyki migsa komérkowego
i biologii miesniowych komdrek satelitarnych, poprzez charakterystyke fibroblastow i ich
potencjalnego udzialu w regulacji miogenezy, do sformutowania celdw | hipotez badawczych,
oplsu zastosowanych metod, prezentacjl wynikdw, dyskusji oraz wnioskdw. Uktad ten dobrze
odzwierciedla kolejne etapy prowadzonych badan i ulatwia przeiledzenie zaleinosci pomiedzy
zalodeniami pracy a uzyskanymi rezultatami.

Ma pozytywng ocene zastuguje sposob prrygotowania czesci syntetycznej. Doktorantka nie
ogranicza sie do mechanicznego streszczenia trzech publikacji tworzgeych cykl, lecz podejmuje
prabe ich potaczenia w jeden cigg badawczy. Szczegdlnie dobrze widoczne jest to w rozdziale
obejmujgcym wyniki | dyskusje, gdzie optymalizacja warunkow hodowli stanowi punkt wyjscia do
dalszej analizy komunikacji parakrynnej fibroblastdw z komérkami migéniowymi w systemach 2D
i 3D. Takie rozwigzanie wzmacnia spojnosc rozprawy przygotowanej w formie cyklu publikacji.

£a wartoiciowy element opracowania uwazam wyodrebnienie rozdziatu Ogroniczenio
i przyseie kierunki boded™. Doktorantka wskazuje w nim zarowno ograniczenia wynikajace z
charakteru pierwotnych linii komorkowych, jak i problemy zwigzane ze skalowaniem hodowli,
oddziatywaniem naprezen mechanicznych i scinajacych, dystrybucjy gazow oraz koniecznoscia
dalsze] standaryzacji poiywek hodowlanych. Swiadczy to o krytycznym podejiciu do wlasnych
wynikow i sSwiadomosci, ie przejicie od modelu eksperymentalnege do zastosowan
technologicznych wymaga dalszej walidacji. Jednoczeénie Doktorantka wyznacza logiczny
kierunek kontynuacji badan, wskazujac m.in. na analize konkretnych komponentow sygnalizacii
parakrynnej, w tym pecherzykow zewngtrzkomorkowych.

Pismiennictwo jest obszerne i wlasciwie dobrane do zakresu rozprawy. Obejmuje 86 pozycji
literaturowych oraz akty prawne, w tym zaréwno klasyczne prace dotyczace biologii komérek
satelitarnych i regulacji miogenezy, jak i liczne aktualne publikacje z lat 2024-2026 odnoszice sig
do miesa komdrkowego, systemow hodowli, mikronoinikow, ekonomiki poiywek | moiliwosci
skalowania produkcji. Dobor literatury potwierdza dobry orientacje Doktorantki rarowno w
biologicznych podstawach badanego procesu, jak i w szybko rozwijajacym sie obszarze technologii
migsa komorkowego.

Pod wzgledem jezykowym rozprawa jest zasadniczo napisana poprawnie i w stylu wilaiciwym
dla opracowania naukowego. Terminologia specjalistyczna stosowana jest konsekwentnie,
a zamieszczony wykaz skrotow utatwia lekture pracy, co przy duiej liczhie terminow z zakresu



biclogii molekularnej, transkryptomiki | hodowll komarkowych ma istotne znaczenie. W tekicie
wystgpuja pojedyncze uchybienia redakcyjne i jezykowe, takie jak literdwki, niespdjnosci w
zapisie terminow anglojezycznych, jednak nie wplywa to na poziom merytoryezny pracy ani jej
odbidr,

Uwagi dyskusyjne i pytania

Uzyskane przez Doktorantke wyniki sq wielowatkowe i otwierajg kilka interesujacych
problemdw dotyczacych zardwno mechanizmédw regulacji miogenezy przez fibroblasty, jak i
moiliwoscl wykorzystania tych zaleinoici w technologii miesa komdrkowego. Poniisze uwagi
majq charakter dyskusyjny i nie podwaiajg wartosci przeprowadzonych badan, lecz wskazuja
zagadnienia, ktore warto rozwingd podczas publicznej obrony.,

Plerwsza kwestia dotyczy identyfikacji czynnikdw odpowiedzialnych za efekt parakrynny
fibroblastow. W pracy wykazane, fe obecnosé fibroblastow wplywa na ekspresje wielu gendw
zwigzanych z wczesnym rdinicowaniem miogennym, a Doktorantka wskazuje rowniei na
potencjalne znaczenie TGF-B oraz moiliwosé wykorzystania w prezyszlodcl pecherzykow
rewngtrzkomadrkowych jako noinikow sygnalow parakrynnych. lednoczesnie sam  skiad
sekretomu fibroblastow nie zostal w rozprawie kompleksowo scharakteryzowany. Dlatego
rasadne wydaje sie pytanie: ktdre elementy sygnalizacji parakrynne] fibroblastéw Doktorantka
uwaia za najwainiejsze dla obserwowanego efektu miogennego | jakie doswiadczenia
pozwolityby jednoznacznie okreslié ich udziat?

Kolejna kwestia dotycry porownywalnosci wynikow uzyskanych w systemach 2D | 3D.
Doktorantka wykazata, ie w obu modelach sygnalizacja parakrynna fibroblastow sprzyjala
wczesnym etapom miogenezy, jednoczesnie podkreslajac, ie warunki hodowli w bioreaktorze
charakteryzujg sie odmiennymi wlaidciwosciami fizykochemicznymi | prowadza do innych
wzorcow ekspresji markerow miogennych. Interesujgce byloby wiec odniesienie sie do pytania:
w jakim stopniu rdénice obserwowane pomiedzy modelami 2D | 3D wynikajg z samej obecnodci
fibroblastow, a w jakim z edmiennych warunkdw fizykochemicznych hodowli, takich jak
mieszanie, napreienia scinajgce i transport sktadnikdw odiywezych?

Trzeci problem dotyczy zmiennosci biologicznej pierwotnych linii komorkowych. Sama
Doktorantka w rozdziale poiwigconym ograniczeniom slusznie wskazuje, ie interpretacja
wynikow wymaga uwzglednienia pochodzenia komorek, wieku dawcy, rodzaju tkanki
i parametrow prowadzenia hodowli. W zwigzku z tym zasadne wydaje sie pytanie: na ile
obserwowany efekt parakrynny moie byf uogdlniany na bydlece komdrki satelitarne
pochodzgce od innych osobnikdw i jakie znaczenie mialoby w przysziodel zwiekszenie liczby
niezaleinych dawcow jako biologicznych powtdrzen doswiadczenia?

Ostatnia kwestia dotyczy potencjalnege znaczenia aplikacyjnege wynikdw. W pracy
wskazano moiliwosd wykorzystania sygnatéw parakrynnych fibroblastéw jake jednego
z elementdw optymalizacji produkeji miesa komarkowego, a w rozdziale dotyczacym ograniczen
Doktorantka podkresla problemy zwigzane ze skalowaniem hodowli, kosztami pozywek oraz
koniecznosci standaryzac)i warunkdw produkeji. W tym kontekicie warto zapytac: ktéry element
przedstawionych badan Doktorantka uwaia obecnie za najbardziej perspektywiczny z punktu
widzenia zastosowania technologicznego 1 jakie etapy walidacji bylyby konleczne przed
przejéciem do skali przemystowej?



Podsumowanie

W swietle przedstawionych powyiej argumentdw stwierdzam, e przediotona mi do recenzji
razprawa doktorska mgr ini. Karoliny Zygmunt pt. .Ocena parakrynnego wplywu fibroblastow na
proces miogenezy w kierunku otrzymywania migsa technikami in witro” speinia wymagania
okredlone w art. 187 ustawy 2 dnia 20 lipca 2018 r. — Praweo o szkolnictwie wyiszym | nauce (t.].
Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z pdin. zm.). Biorgc pod uwage aktualnosc i oryginalnodc podjetej
problematyki, wartosd poznawcza uzyskanych wynikdw, logiczng konstrukeje cyklu
publikacyjnego, szeroki | nowoczesny warsztat badawczy oraz znaczacy, wiodgcy udzial
Doktorantki w realizacji badan, wnosze o dopuszczenie mgr ini. Karoliny Zygmunt do dalszych
etapdw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych
w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

lednoczesnie, majac na uwadze oryginalnoi¢ podjetego  problemu  naukowego,

kompleksowodc | wieloetapowy charakter przeprowadzonych badan, zastosowanie
nowoczesnego | komplementarnego warsztatu badawczego, spéjnosc cyklu publikacyjnego oraz
istotny whiad poznawcey uzyskanych wynikdw w badania nad regulacja miogenezy i bioiniynierig
tkanki migsniowe], wnioskuje o wyrdinienie rozprawy doktorskiej mgr ini. Karoliny Zygmunt.
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