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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marii Marty Guzewskiej
wykonane] w Instytucie Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie
pod kierunkiem prof. dr hab. Moniki Kaczmarek

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. “ Biogenesis and relaase of extracellualar
vesicles during communication between the embryo and the maternal endometrium during early
pregnancy in pigs' to 60-stronicowe opracowanie, na ktore sktadaja sie dwie oryginalne, spéjne
tematycznie prace naukowe oraz jedna przegladowa, wszystkie opublikowane w bardzo dobrych
czasopismach o uznanej renomie - Cell Communication and Signalling, FASEB Journal oraz
Molecular Reproduction and Development. We wszystkich pracach autorka rozprawy jest
pierwszym autorem, przedstawita takze stosowne oswiadczenia wykazujac wtasny oraz innych
autorow wktad merytoryczny w powstanie prac.

Prace wykeonano pod opieka Pani Profesor Moniki Kaczmarek, ktéra od lat pracuje nad
mechanizmami odpowiedzialnymi za komunikacje pomiedzy komérkami rozwijajacego sie zarodka
a nabtonkiem macicy, endometrium. Niewatpliwie podjety w rozprawie problem jest niezwykle
interesujacy. W biologii rozwoju i rozrodu stale wiele obszaréw badawczych, co oczywiste,
oczekuje na przetomowe odkrycia wspominajac chocby proces owulacji i rekrutacji pecherzykow
jajnikowych, pierwszych oznak i mechanizméw roznicowania komorek w zarodkach
przedimplantacyjnych czy witasnie rozpoznania cigzy i implantacji zarodka. Dzieki poteznemu
rozwojowi technologicznemu, ktory umozliwia konstrukcje narzedzi analitycznych o doskonatej
precyzji, czutosci czy rozdzielczosci, mozliwe sg coraz bardzie] dogtebne analizy, takze na
poziomie pojedyncze] komaorki.

W 1967 roku Peter Wolf opisat ,materiat w postaci drobnych czastek, ulegajacy
sedymentacji na skutek wirowania przy duzej predkosci i pochodzacy z ptytek krwi, ale
odrdzniajgcy sig¢ od nienaruszonych ptytek krwi”, a wiec dzi$ znana juz frakcje tzw. pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych — extracellular veiscles - EVs. Dalsze prace wykorzystujace mikroskopie
elektronowg oraz inne techniki jeszcze w latach 70' pozwolity je zwizualizowad, a takze wykazac,
ze zawierajg m.n. lipidy, ATP czy biatka. Podstawowe szlaki biogenezy pecherzykow
zewnatrzkomodrkowych. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe to wywodzace sie z komérek struktury
otoczone bfong, w ktorych zidentyfikowano rézne typy czasteczek, np. mikroRNA, diugie
niekodujgce RNA (Inc-RNA), mRNA, biatka, DNA, rézne klasy lipidéw, hormonow i czasteczek
sygnatowych. Ponadto moga stuzy¢ jako biomarkery stanow patofizjologicznych, a poprzez
oddziatywania na inne komorki, wptywaja na metabolizm w tkankach lokalnych i odlegtych. Znany
jest takze udziat EVs w komunikacji miedzykomoérkowej w okresie okotoimplantacyjnym. Aby
doszto do implantacji zarodka konieczne sa miedzy innymi zmiany w morfologii nabtonka
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powierzchniowego endometrium. Sukces reprodukeyjny zalezy oczywiscie od znacznie wiekszej
liczby czynnikdw i wynika z poprawnych procesow biologicznych zardéwno po stronie
rozwijajacego sie i roznicujacego zarodka, a takze matki, na poziomie lokalnym, narzadowym oraz
centralnym zwiazanym np. z gospodarka hormonalng, a wiec aspektach poruszonych w
omawianej pracy doktorskiej.

Hipoteza badawcza zostata jasno sformutowana i zaktada, ze komunikacja pomiedzy
komorkami zarodka i nabtonka btony sluzowej macicy zwiazana jest z biogenezg pecherzykdw
zewnatrzwydzielniczych, zalezng i regulowana przez wydzielane przez zarodek hormony i
czasteczki mikroRNA. Postawiono trzy gtéwne cele badawcze, do ktdrych Autorka odnosi sie w
rozdziale wyniki w formacie, od najbardziej ogdlnych po bardziej szczegdtowe i dogtebne. W
pierwszej kolejnosci postanowita zidentyfikowaé populacje EVs na wczesniejszych i pdzniejszych
etapach okotoimplantacyjnych, nastepnie zbadac ekspresje gendw zwigzanych biogeneza EVs w
liniach komorkowych zarodka i endometrium, a finalnie w warunkach hodowli in vitro éledzi¢
procesy odpowiedzialne za indukcje wydzielania pecherzykéw zewnatrzwydzielniczych
prowadzace do komunikacji pomiedzy zarodkiem a komérkami nabtonka macicy. Autorka skupita
sie na endosomalnym kompleksie sortujgcym (ESCRT - endosomal sorting complex required for
transport), ktory sktada sie gtéwnie z pieciu komplekséw biatkowych, ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-
[, ESCRT-III i kompleksu Vps4, ktorych funkcja rozni sie i odpowiadaja za tworzenie MVB,
selekcje fadunku (np. RNA, biatek, lipiddw) czy organizacje uwalniania pecherzykow.

Opis materiatow i metod jest wtasciwie tozsamy z tym przedstawionym w oryginalnych
pracach twdrczych, cho¢ w mojej ocenie mogt by¢ bardziej rozwiniety. W pracach
recenzowanych zwykle materiat i metody sa pisane dos$¢ ogdlnie lub powotuje sie na juz
opublikowang metedyke, a sama praca doktorska poza oczywistym aspektem badawczym
najczgsciej dotyczy rozwijania warsztatu metodycznego, opracowania lub wdrazania nowych
technik analitycznych, dopracowania ich do szczegdlnych warunkéw eksperymentalnych. Warto
w tym miejscu zostawic ten z pewnoscig obszerny aspekt pracy doktorskiej, do ewentualnego
wykorzystania takze przez innych badaczy. W tym miejscu chciatbym zada¢ pytanie o analize
ekspresji gendw, a wiasciwie wzglednego poziomu mRNA. W rozdziale napisano, ze
wykorzystano niektore geny referencyjne, ktérych stabilnos¢ sprawdzono przy uzyciu
algorytmow NormFinder. Analiza stabilnosci genow referencyjnych wskazuje na profesjonalne
podejscie do analiz ilosciowych gPCR, zgodnie z wytycznymi MIQE guidelines, a wiec
opracowania, ktdre ma na celu ujednolicenie metod i zapewnienie powtarzalnosci publikowanych
wynikéw qPCR. Autorka jednak wskazuje, ze bazowata w obliczeniach na kilku genach
referencyjnych (strona 26), jednak w pracy oryginalnej wyniki odnoszone sg wzglednie tylko do
genu GAPDH lub HPRT. Warto uzupefni¢ takze ten rozdziat, szczegodlnie gdy ekspresja mRNA
genow badanych jest porownywana ze sobg, o kontrole efektywnosci reakcji dla poszczegdlnych
genow (m.in. slope i Y-intercept). Inne metody zostaty w mojej opinii szczegdtowo opisane |
zapewniajg ewentualnym odbiorcom odwzorowanie technik. Chciatbym zwrécié uwage na duza
starannosc w opracowaniu tabel, rycin, grafik, ktére sa bardzo przejrzyste i utatwiaja czytelnikowi
odnalezienie niezbednych informacji. Schemat doswiadczenia, a takze inne grafiki s3
przygotowane bardzo obrazowo i szczegotowo. Tylko w jednym przypadku mojg uwage zwrdcit
na Fig. nr 1 (strona 14) zarodek opuszczajacy ostonke przejrzysta (tzw. hatching embryo), ktory
wydaje sie niemal symetrycznie wykluwad w dwoch miejscach peknie¢ ostonki. Embriologicznie
takie obrazy sg albo niezwykle rzadkie, ale w ogdle nie obserwowane, gdyz ostonka przejrzysta
peka w jednym miejscu, w ktérym obserwuje sie przechodzace stopniowo komorki blastocysty.
Sugeruje by w podpisie the figury zamieni¢ stowo ,divide” na ,develop” lub ,cleave”, ze wzgledu
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na ewentualne btedne zrozumienie podziatu zarodka na np. kilka czesci. Chciatbym podkresli¢, ze
doceniam duzg liczbe technik uzytych dla otrzymania wynikdw i osiggniecia zaktadanych celdw.
Autorka pracy musiata wykazac sie sprawnoscig w pracy zaréwno z tkankami, zwierzetami,
hodowlami in vitro, analizami molekularnymi i komaérkowymi oraz znajomoécia narzedzi
bioinformatycznych.

Wyniki przedstawiono w podziale na logiczne podrozdziaty, w ktérych Autorka umiejetnie
przedstawia analizy jednoczesnie dokonujac wstepnych konkluzji, ktére odzwierciedlajg uzyskane
wyniki, a w uzasadnionych przypadkach wskazuje na trendy, zwiazki lub sugestie wystepowania
mechanizmow biologicznych, co $wiadczy o dojrzatosci w krytycznym formutowaniu wnioskéw i
checi poszukiwania odpowiedzi. Bardzo trafionym pomystem sa formutowane podsumowania
konkretnych rozdziatéw i partii wynikéw w zwieztym akapicie. Zwracam uwage, ze w pracach
oryginalnych dokumentacja fotograficzna, zardwno mikrofotografii elektronowe] czy konfokalne;
jest bardzo klarowna, wysokiej jakosci, bogata i doskonale ilustruje wyniki.

Dyskusja rozprawy liczy 7 stron, na ktdorych Doktorantka czytelnie i zrozumiale omawia
uzyskane wyniki jednoczesnie odnoszac je do wczesniej publikowanych. Dodatkowo na koniec
umieszcza rodziat ,Future perspectives”, w ktdry, umiejetnie wskazuje koniecznos$¢ rozszerzenia
badan, potencjalne kierunki w celu petnego zrozumienia komunikacji pomiedzy zarodkiem, a
matka. Z pewnoscig duza zaleta pracy jest zakres pracy oraz mnogosé technik analitycznych
uzytych do weryfikacji stawianych hipotez. Cho¢ techniki te sa powszechnie uzywane, a dostepne
odczynniki i aparaty zapewniaja coraz bardziej powtarzalne i dogtebne, wysokorozdzielcze wyniki,
to warsztat badawczy na tym etapie kariery naukowej z pewnoscia zaprocentuje i zastuguje na
docenienie. Na wyréznienie zastuguja takze przygotowane przez Autorke ryciny ilustrujace
mechanizmy odpowiedzi komérkowej na wzorce molekularne.

Koniec pracy wiericzy rozdziat podsumowanie, w ktorym sformutowano szeséé gtownych
wnioskow, ktore spojnie nawigzuja do uzyskanych wynikéw. Niewatpliwie badana komunikacja
miedzykomorkowa za posrednictwem EV jest istotnym elementem rozwoju wczesnej ciazy.
Ujecie w pracy kilku punktéw czasowych umozliwito $ledzenie kinetyki zmian i obrazow
molekularnych zachodzacych proceséw w okresie okotoimplantacyjnym. Szczegdlnie cenna
wydaje sie obserwacja zmiany ekspresji gendw zaangazowane w biogeneze EVs. Dodatkowo
wydzielane przez zarodek hormony wptywaja na ekspresje gendw w endometrium, a dzieki
odpowiednio zaprojektowanym eksperymentom z uzyciem czasteczki mikroRNA (miR-125b-5p)
udafto sie takze wykazac, ktore szlaki przekazywania sygnatu petnia pierwszoplanowa role.
Dodatkowo proponowany mechanizm regulacji ekspresji docelowych genéw przez miR-125b-5p
w zarodku i w konsekwencji intensyfikacja wydzielania pecherzykéw zewnatrzwydzielniczych
stanowi oryginalne | bardzo wartosciowe osiagniecie. Wszystkie uzyskane wyniki, $wiadczg, ze
proces implantacji, dialogu zarodka z tkanka matczyna jest ztozony i ukierunkowany w czasie.
Nasuwajg sie bardzo ciekawe dalsze pytania - w jaki sposdb wyglada komunikacja na
wcezesniejszych etapach lub czy mozliwe sa podobne szlaki przekazywania sygnatow, kiedy
zarodek jest jeszcze w ostonce przejrzystej. Ponadto globalne profilowanie epigenetyczne
(petnego obrazu microRNA, metylacji DNA) i transrkyptomiczne mogtoby poméc w petnym
zrozumieniu obrazu komunikacji na styku komérek zarodka i nabtonka btony $luzowej macicy.

Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona praca doktorska ma wysokg wartose
merytoryczng, udokumentowana cennymi wynikami, a ponadto zostata napisana przystepnie,
fachowym jezykiem o bardzo dobrej konstrukcji stylistycznej. Majac powyzsze na uwadze
stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Marii Guzewskiej spetnia warunki stawiane pracom
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doktorskim w mysl artykutu 13 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U Nr 65, poz. 595 z pdzin.zm.) i wnosze do Rady
Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie o dopuszczenie Pani
mgr Marii Marty Guzewskie] do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora nauk
rolniczych, w dyscyplinie zootechnika i rybactwo. Ze wzgledu na poziom naukowy pracy,
przedstawione mechanizmy biologiczne, poparte uzyskanymi wynikami, a jednocze$nie bardzo
dobrze zredagowang praca oraz wysokiej jakosci opublikowanymi pracami orygnalnymi uwazam
i jednoczesnie wnosze do Wysokiej Rady Naukowej o wyréznienie pracy doktorskiej.

www.genetyka.up.poznan.pl




