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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
Pani mgr inz. Karoliny Zygmunt
pt. ,,Ocena parakrynnego wplywu fibroblastow na proces miogenezy w kierunku otrzymywania

miesa technikami in vitro”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostala wykonana w Instytucie Zootechniki - Panstwowym Instytucie
Badawczym (P1B) w Balicach pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Katarzyny Piorkowskiej oraz
promotora pomocniczego dra inz. Wojciecha Witarskiego. Podstawa rozprawy doktorskiej sa 3
oryginalne prace tworcze opublikowane w uznanych czasopismach z listy Journal Citation Reports —
JCR tj.: Animals (IF=2,7), Biochimie (IF=2,7), The International Journal of Biochemistry & Cell
Biology (IF=2,8). Laczny IF prac wynosi 8,2.

1. Zygmunt K, Otwinowska-Mindur A, Piorkowska K, Witarski W. Influence of Media

Composition on the Level of Bovine Satellite Cell Proliferation. Animals. 2023; 13(11):1855.

2. Zygmunt K, Zukowski K, Piorkowska K, Smotucha G, Wierzbicka A, Witarski W. Paracrine
effect of fibroblasts on the proliferation and differentiation of bovine satellite cells in vitro.

Biochimie. 2026; 241:26-43.

3. Zygmunt K, Piérkowska K, Adamiak J, Witarski W. 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. 2026. 197-

198; 106970.

We wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem a Jej wktad w te prace, jak wynika
z zalaczonych oswiadczen byt znaczacy i obejmowal udzial w opracowaniu zalozen koncepcyjnych
pracy, opracowaniu metodologii badan, przeprowadzenie analiz, udzial w analizie statystycznej
wynikow, wizualizacja wynikow, znaczacy udziat w przygotowanie oryginalnej wersji manuskryptow
a w przypadku publikacji w The International Journal of Biochemistry & Cell Biology takze czesciowe
pozyskanie funduszy na badania i zarzadzanie projektem.

Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej realizowane byly w ramach
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projektéw finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki: (1) Miniatura 5, pt. ,,Wpltyw kompozycji
komorkowej migsa, hodowanego w warunkach in-vitro na zawarto$¢ sktadnikoéw odzywcezych”, ktorego
kierownikiem by} promotor pomocniczy dr inz. Wojciech Witarski oraz (2) Preludium 22, pt. ,,Wplyw
fibroblastowych pecherzykéw zewnatrzkomodrkowych na modulacje proceséw miogenezy bydlecych
komorek satelitarnych: w kierunku otrzymywania migsa technikami in-vitro”, kierowany przez mgr inz.
Karoling Zygmunt. Na duze uznanie zastuguje aktywno$¢ Doktorantki w pozyskiwaniu Srodkoéw
finansowych na badania i kierowanie wtasnym projektem naukowym.

Forma rozprawy doktorskiej jest typowa dla tego typu prac, ktorych podstawa sa artykuty
naukowe. W 62 stronnicowym opracowaniu zawarto nast¢pujace rozdzialy: streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, wstep, cele pracy i hipotezy badawcze, wykaz i streszczenie prac naukowych
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, materiaty i metody, wyniki i dyskusja, wnioski,
ograniczenia i przyszte kierunki badan oraz bibliografia. Do pracy dotaczono kopie publikacji
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej i o§wiadczenia wspotautorow publikaci.

Praca doktorska dotyczy badania przebiegu miogenezy in vitro bydlecych komorek
satelitarnych w systemie hodowli dwuwymiarowej i trojwymiarowej ze szczegdlnym uwzglgdnieniem
wptywu ko-hodowli z fibroblastami oraz opracowania skladu pozywki hodowlanej wspierajacej
proliferacje komorek mie$niowych, przy jednoczesnym niskim stopniu spontanicznego réznicowania.
Podjeta tematyka badawcza jest bardzo interesujaca zar6wno pod wzgledem poznawczym, gdyz
dostarcza nowych danych molekularnych o réznych aspektach zaawansowanych hodowli in vitro
komorek ssaczych a takze bardzo silnie wpisuje si¢ w nurt badan aplikacyjnych dotyczacych
bioinzynierii tkanki migs$niowej bydta w kontekscie wykorzystania tej wiedzy do mocno rozwijanej w
ostatnich latach produkcji ,,migsa in vitro”. Produkcja migsa z hodowli komorkowej moze stanowic
odpowiedz na wybrane problemy natury etycznej, Srodowiskowej i zdrowotnej zwigzane z
konwencjonalna produkcja zwierzeca. Prowadzenie badan w tym nowoczesnym i dynamicznie
rozwijajacym si¢ obszarze w Instytucie Zootechniki w Balicach nalezy uzna¢ za bardzo cenne, aktualne
i wpisujace sic w $wiatowe trendy badawcze. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi

istotny wyktad w rozwdj badan nad migsem wotowym hodowanym in vitro.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ]

Rozprawe doktorska rozpoczynaja streszczenia w jezyku polskim i angielskim, ktore dobrze
wprowadzaja czytelnika w tematyke i zakres pracy doktorskiej. Rozdzial Wstep zostal bardzo staranie i
whnikliwie napisany. Zawarto w nim niezbedne informacje o aktualnym stanie wiedzy w tematyce pracy
doktorskiej, tj. 0 zaletach i wadach technologii produkcji ,,mi¢gsa komérkowego”, typach komorek
wykorzystywanych do uzyskania takiego typu migsa, przedstawiono charakterystyke migsniowych

komorek satelitarnych i przebieg procesu miogenezy, opisano systemy hodowli in vitro w kontekscie
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bioinzynierii tkanki miesniowej, w tym najczesciej wykorzystywany sktad pozywek hodowlanych oraz
scharakteryzowano fibroblasty jako potencjalny modulator miogenezy. Duza wartos$cia tej czgsci pracy
doktorskiej jest opracowanie oryginalnych rycin, ktore istotnie wzbogacaja tres¢ pracy.

W kolejnym rozdziale pracy doktorskiej sformutowano hipotezy badawcze i gltowne cele badan
dotyczace opracowania sktadu pozywki hodowlanej, ktora stymuluje proliferacje mie$niowych
komorek satelitarnych bydta, ocen¢ parakrynnego wptywu fibroblastéw na przebieg miogenezy
migsniowych komorek satelitarnych bydta przy wykorzystaniu hodowli typu kokultura w warunkach
2D i 3D oraz analize transkryptomu i zmian ekspresji wybranych genow i szlakow sygnatowych
kluczowych w procesie miogenezy odtworzonej w warunkach in vitro, w kokulturze z fibroblastami w
warunkach 2D. Przedstawione cele badawcze zostaty bardzo dobrze skonstruowane i tworzg spojny ciag
zadan pozwalajacy na wielopoziomowsg ocen¢ badanego zjawiska - poczawszy o0d aspektu
metodycznego (optymalizacje warunkow hodowli mig$niowych komorek satelitarnych), poprzez
obserwacje efektu biologicznego (ocena wplywu fibroblastow na przebieg miogenezy w coraz bardziej
ztozonych modelach hodowlanych), az po probe wyjasnienia molekularnego podtoza odpowiedzi
komoérek migsniowych na parakrynne oddziatywanie fibroblastow wykorzystujac analizg
transkryptomiczna.

Kolejny rozdziat pracy doktorskiej to wykaz i streszczenie prac naukowych wchodzacych w
sktad rozprawy doktorskiej, ktory akurat w tej czesci pracy nie jest konieczny. Material i metody badan
opisano oddzielnie dla kazdej z publikacji. W pracy zastosowano liczne metody badawcze takie jak:
prowadzenie hodowli pierwotnych bydlecych migsniowych komorek satelitarnych i fibroblastow,
hodowle komérkowe w uktadzie kokultury, hodowle 2D oraz hodowle przestrzenne z wykorzystaniem
bioreaktora typu spinner flask, analizowano tempo proliferacji komoérek, wykonano analizy
mikroskopowe oraz analizy metaboliczne, proteomiczne, badano wzglgdny poziom transkrypcji genow,
wykonano analize transkryptomu i analizy bioinformatycze oraz statystyczne. Rozdziat ten obrazuje jak
szeroki zakres zastosowanych technik badawczych musiata opanowa¢ Doktorantka, aby zrealizowaé
zatozone cele badawcze.

Po przeczytaniu tej czgéci pracy nasungly sie nastgpujgce pytania i kwestie do wyjasnienia lub
uzupelnienia w trakcie obrony pracy doktorskiej:

1. W pracy i publikacjach nie podano wieku zwierzat, od ktérych pobierany byl materiat
biologiczny (w publikacji tylko ,,female calf”). Poniewaz wiek moze istotnie wptywaé¢ na
liczebno$¢ komorek satelitarnych oraz ich potencjal proliferacyjny warto te informacje
uszczegotowic.

2. W badaniach do oceny proliferacji komorek zastosowano zestaw CellTiter Blue Assay
(Promega), ktory stuzy do oceny zywotnosci komorek na podstawie ich aktywnosci

metabolicznej. Mozna go zastosowa¢ do posredniej oceny proliferacji. Nalezy jednak mie¢
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na uwadze ze samo dodanie bFGF moze wplywaé metabolizm komorek, dlatego
zwigkszenie sygnatu RFU przy 10 ng/mL bFGF nie pozwala jednoznacznie okresli¢ jego
wpltywu na proliferacje. Do oceny poziomu proliferacji komoérkowej mozna bylo
zastosowa¢ inne metody oceny proliferacji komorek np. w oparciu o np. EQU/BrdU czy Ki-
67.

W pracy uzywa si¢ czesto sformutowania ,.line” odnosnie komorek satelitarnych, ktore
sugeruje posiadanie ustalonej i scharakteryzowanej linii komorkowej a w rzeczywistosci
byly to hodowle pierwotne na wczesnym pasazu. Nie jest takze jasne czy populacje
komoérek R1 i R2 pochodzity od dwoch réznych zwierzat, czy stanowity dwie izolacje z
materiatu pobranego od jednego cielgcia.

Mimo tego, ze rodzaj surowicy byt decydujacym czynnikiem wptywajgcym na proliferacje,
uzyty odczynnik opisano bardzo ogélnie bez podania pelnej nazwy czy numeru
katalogowego, co ogranicza mozliwos¢ zdefiniowania warunkow doswiadczenia. Czy
wiedza o szczegdtowym skladzie moglaby by¢ uzyteczna do opracowania sktadu
suplementu do hodowli, ktory méglby zastgpic¢ stosowanie surowicy?

W metodzie gPCR uzywano roéznych zestawow genow referencyjnych RPL27 i OAZ1
(publikacja 1 i 2) oraz YWHAZ i ACTB (publikacja 3) — czym to byto uzasadnione?

Pewne ograniczenie metodyczne stanowi sposob potwierdzenia procesu oczyszczania
pierwotnej populacji komorek satelitarnych na podstawie ekspresji markeréw fibroblastow
i preadipocytow metoda qPCR (publikacja 2). Analiza ta nie pozwala na bezposrednie
okreslenie udziatu poszczegdlnych typow komorek. W kontekscie tych badan mozna byto
zastosowa¢ takze barwienie immunofluorescencjne.

Do indukcji rd6znicowania miogenicznego stosowano medium zawierajace 10% surowicy
konskiej. Prosze o uzasadnienie wyboru takiego stezenia oraz wyjasnienie, czy rozwazano
zastosowanie nizszego stezenia surowicy, czesto wykorzystywanego do indukcji
réznicowania mioblastow. Czy stosunkowo wysokie stezenie tej surowicy mogto wpltywac

na dynamike¢ réznicowania?

W rozdziale Wyniki i dyskusja Doktorantka opisuje najwazniejsze wyniki i poddaje je krotkiej

dyskusji oddzielnie dla kazdej publikacji. Wybrane ryciny z publikacji zostaly w wersji polskiej

powtornie umieszczone w tym rozdziale. W niektorych miejscach na rycinach pozostaty nazwy

angielskie (np. glucose, absorbance, relative expression). Do oceny wptywu sktadu pozywki hodowlanej

na poziom proliferacji bydlgcych migéniowych komorek satelitarnych zastosowano bardzo ciekawe

podejscie do projektowania i optymalizacji do§wiadczen - analize statystyczng DOE (ang. Design of

Experiments), ktore pozwala jednoczes$nie oceni¢ wptyw kilku czynnikéw na badang odpowiedz oraz

ich wzajemne interakcje. Wykazano, Ze najistotniejszym czynnikiem wpltywajacym na tempo podziatow

byt rodzaj zastosowanej surowicy, a w dalszej kolejnosci dodatek zasadowego czynnika wzrostu
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fibroblastow (bFGF), natomiast stezenie glukozy nie wplywato istotnie na tempo proliferacji. Dane
uzyskane z analizy poziomu transkryptow genow stosowanych do oceny statusu miogennego badanych
komorek (PAX7, MYF5, MYOD1, MYOG i MYF6) czasami sa trudne do interpretacji w kontekscie
obserwacji dotyczacych proliferacji i r6znicowania. Przyktadowo czynnik, ktory byt najbardziej istotny
czyli surowica, nie wywotata duzych zmian w poziomie ekspresji gendéw a dodanie bFGF nie
spowodowalo zadnych istotnych réznic w ekspresji genéw pomiedzy badanymi grupami. Jezeli celem
badania byto okreslenie poziomu proliferacji bydlecych migsniowych komorek satelitarnych, to zasadne
byloby zbadanie takze ekspresji genow proliferacyjnych. Czy Doktorantka rozwazata wybor innych
gendéw markerowych do badania?

W doswiadczeniu nad oceng parakrynnego wptywu fibroblastbw na proces miogenezy
bydlecych komorek satelitarnych w hodowli dwuwymiarowej zastosowano wielopoziomowe podejscie
obejmujace analize zmian na poziomie transkryptomu, z wykorzystaniem RNA-Seq, jak i na poziomie
biatek, przy zastosowaniu metod Western blot, ELISA oraz immunofluorescencji. Uzyskano wiele
ciekawych wynikéw odnosnie identyfikacji gendéw o zrdznicowanej ekspresji (DEGs) dla trzech
punktow czasowych (proliferacja, 24h i 72h r6znicowanie). Analiza roznicowej ekspresji genow na
etapie 24-godzinnego roznicowania wykazata istotng zmiane ekspresji mniejszej liczby genéw (397) niz
na etapie proliferacji (1133 genow) i czy roznicowania 72-godzinnego (1630 gendéw). Doktorantka
dokonata bardzo wnikliwej analizy najbardziej istotnych gendéw ulegajacych podwyzszonej i obnizonej
ekspresji i umiejetnie odniosta funkcje tych genow dla kluczowych proceséw proliferacji i miogenezy.
Swiadczy to o jej duzym przygotowaniu merytorycznym w zakresie molekularnych mechanizméw
regulujacych proces miogenezy. Analiza RNA-Seq nie wykazata zmian w ekspresji genow
markerowych PAX7, MYF5, MYOD, MYF6 i MYOG i dopiero wykonanie a qPCR wykazato kilka
istotnych réznic. Jak mozna z puntu widzenie metodologicznego wytlumaczy¢ te rozbieznosci pomiedzy
RNA-Seq i gqPCR? Ciekawym wynikiem jest wzrost ekspresji genow PAX7, MYF5 i MYOG w fazie
proliferacji, co wskazuje, ze kokultura powoduje wezesniejszy program réznicowania, Co obserwowano
takze na poziomie biatka poprzez pomiar ilosci miozyny szkieletowej (MyHC) w fazie proliferacji. W
podsumowaniu napisano, ze obserwowano zwigkszong ekspresje gendw wczesnego réznicowania,
takich jak EGR1, IL6, EYA2, NR4A1 czy SOCS3 na etapie proliferacji. Nalezy jednak mie¢ na uwadze,
ze geny te nie stanowig klasycznych markeréw kolejnych etapéw miogenezy a dodatkowo, gen SOCS3
stabo zwalidowat si¢ w metodzie qPCR (R? < 0,32).

Kolejnym etapem pracy doktorskiej nad oceng parakrynnego wptywu fibroblastdw na proces
miogenezy bydlecych komorek satelitarnych byto rozszerzenie badan o zastosowanie modelu hodowli
3D. Takie podejscie pozwala na badanie komoérek w warunkach lepiej odzwierciedlajacych ich
przestrzenne oddziatlywania. W tej cze$ci badan do izolacji 1 oczyszczania komodrek zastosowano

metode FACS, umozliwiajaca uzyskanie lepiej zdefiniowanej populacji komorek. Stanowi to
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wzmocnienie podej$cia metodycznego w pordOwnaniu z wczesniejszym etapem badan, w ktorym
populacje komorek satelitarnych wzbogacano na podstawie r6znic w ich zdolnosci adhezji. Dokonano
charakterystyki hodowli stosujac barwienia przyzyciowe i wykonujac analizy metaboliczne przez
oznaczenie kluczowych metabolitow: glukozy, kwasu mlekowego, glutaminianu oraz glutaminy. Do
analizy ekspresji markerow miogenezy wykorzytsno 11 gendow, z czego 5 (PAX7, MYF5, MYOD,
MYOG i EGR1) wykazywato réznice w ekspresji migdzy monokulturg i kokulturg. Na rycinie 4 w
publikacji i rycing 13 w pracy doktorskiej dla genu PAX3 stupki na wykresach sa pokazane w innej
kolejnosci niz w przypadku pozostatych gendéw, co troche moze utrudnia¢ analizg. Podawanie
doktadnych wartosci p réwniez dla poréwnan nieistotnych statystycznie nie jest bledem, jednak
zastosowanie identycznego sposobu graficznego oznaczania wszystkich poréwnan (w publikacji)
utrudnia szybka interpretacj¢ wynikow. Bardziej czytelne byloby oznaczenie poréwnan nieistotnych
jako ,,ns”. Legendy do rycin moglyby by¢ bardziej precyzyjnie opisane i zawiera¢ kompletne informacje
dotyczace analizy statystycznej, w tym przyjety poziom istotnosci statystycznej. Uzyskane wyniki
potwierdzily jak w przypadku hodowli 2D korzystny wplyw fibroblastow na aktywacje programu
miogenicznego. W kokulturze obserwowano zwigkszong ekspresje genéow kluczowych dla regulatoréw
aktywacji i wczesnych etapow miogenezy przy brak istotnych zmian ekspresji genow zwigzanych z
pOzniejszymi etapami réznicowania i funkcjonowaniem komodrek mig$niowych. Jednakze nie mozna
traktowac genow SOCS3 i IL6 jako typowych markerow dojrzatego migénia szkieletowego, jak napisano
w konkluzjach do publikacji 3.

Rozprawe doktorska konczy rozdziat Wnioski, w ktorym sformutowano 7 Kkluczowych
wnioskow. Wnioski 1 1 2 sg tematycznie bardzo zblizone i czg¢§ciowo powielaja te same informacje
dotyczace wplywu rodzaju surowicy oraz dodatku czynnika mitogennego na proliferacje komorek.
Wydaje si¢, ze zasadne byloby ich potaczenie w jeden, bardziej syntetyczny wniosek. Wniosek 8
wymagatby przeredagowania, gdyz sformutowanie ,,Wykorzystanie sygnatow parakrynnych” brzmi
jakby same sygnatly byly juz gotowym narzedziem technologicznym. Lepsze bytoby sformulowanie
»Wiedza na temat roli sygnatéw parakrynnych” i bez zatozenia, ze ,,z sukcesem”. Wartosciowym
elementem pracy doktorskiej jest umieszczenie krotkiego rozdzialu 0 ograniczeniach i przysztych
kierunkach badan. Warto podkres§li¢c, ze nakreslenie nowego kierunku badan nad wpltywem
fibroblastowych pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych na modulacje proceséw miogenezy bydlecych
komorek satelitarnych juz si¢ realizuje w postaci grantu kierowanego przez Doktorantke.

Podsumowujac, stwierdzam, ze zatozone cele pracy doktorskiej zostaly w pelni zrealizowane
za pomocg adekwatnych i nowoczesnych metod badawczych. Doktorantka wykazata si¢ bardzo dobrym
opanowaniem warsztatu badawczego, umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia badan i bardzo dobrze
poradzita sobie z interpretacja i opisem wielu szczegétowych wynikoéw. Przedstawiona do oceny praca
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i stanowi istotny wktad w badania nad
poznaniem molekularnych aspektow miogenezy in vitro bydta. Uzyskane wyniki s niezwykle wazne

ze wzgledow poznawczych i otwieraja nowe perspektywy badan w zakresie opracowania nowych metod
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produkcji ,,migsa komorkowego”. Na uznanie zashuguje takze opublikowanie wynikow badan w
prestizowych czasopismach naukowych. Warto podkresli¢, ze dwa z nich sg uznanymi czasopismami o
profilu biologicznym, co wskazuje na szerszy niz wylacznie zootechniczny wymiar przeprowadzonych
badan. Pokazano, ze badania wykorzystujace material pochodzacy od zwierzat gospodarskich moga nie
tylko odpowiada¢ na pytania istotne z punktu widzenia nauk zootechnicznych, ale réwniez stuzy¢
poznawaniu uniwersalnych mechanizméw biologicznych. Przedstawiona rozprawa doktorska dobrze
ilustruje takie podejscie, taczac zagadnienia z zakresu transkryptomiki, biologii komorki, regulacji
proliferacji i r6znicowania oraz oddziatywan mi¢dzykomorkowych z ich potencjalnym zastosowaniem

w rozwijajacym si¢ obszarze produkcji migsa hodowanego in vitro.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Ocena parakrynnego wphwu fibroblastow na
proces miogenezy w kierunku otrzymywania migsa technikami in vitro” autorstwa Pani mgr inz. Karoliny
Zygmunt spetnia wszystkie wymogi formalne okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku
Prawo o0 Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2024 r. poz. 1571). Wnoszg¢ zatem do Rady Naukowej
Instytutu Zootechniki (P1B) w Balicach o przyjecie przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie
Pani mgr inz. Karoliny Zygmunt do dalszych etapéw post¢gpowania o nadanie stopnia doktora. Biorac
pod uwage szeroki zakres i wysoki poziom przeprowadzonych badan, duze walory poznawcze
uzyskanych wynikow oraz fakt ich opublikowania w prestizowych czasopismach naukowych wnosze

roOwniez o wyrdznienie rozprawy.
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