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Ocena rozprawy doktorskiej
mgr Marii Marty Guzewskiej pt. ”Biogenesis and release of extracellular vesicles during
communication between the embryo and the maternal endometrium
during early pregnancy in pigs”

Ogoélna charakterystyka rozprawy

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej
Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie (IRZiBZ
PAN w Olsztynie) z dnia 26 wrzesnia 2023 roku. Praca zostala wykonana w Zaktadzie
Mechanizméw Dziatania Hormonow IRZiBZ PAN w Olsztynie pod naukowg opieka Pani prof.
dr hab. Moniki Kaczmarek. Promotorem pomocniczym byla Pani prof. Yael Heifetz
(Department of Entomology, The Hebrew University of Jerusalem, Rehovot, Israel). Rozprawe
doktorska stanowia trzy publikacje (dwie prace oryginalne i jedna przegladowa) — nizej
wyszczegolnione — opublikowane w 2023 roku w czasopismach indeksowanych w Journal
Citation Reports. Laczny 5-letni wskaznik Impact Factor publikacji wynosi 16,2, a liczba
punktow wyliczona na podstawie listy MEIN z 2021 roku — 380:

1. Guzewska MM, Myszczynski K, Heifetz Y, Kaczmarek MM. Embryonic signals mediate
extracellular vesicle biogenesis and trafficking at the embryo—maternal interface. Cell
Communication and Signaling 2023 Aug 18;21(1): 210. doi: 10.1186/s12964-023-01221-1
(5-letni IF — 8.0; pkt. MEIN — 140)

2. Guzewska MM, Witek KJ, Karnas E, Rawski M, Zuba-Surma E, Kaczmarek MM. miR-
125b-5p impacts extracellular vesicle biogenesis, trafficking, and EV subpopulation release
in the porcine trophoblast by regulating ESCRT -dependent pathway. FASEB Journal 2023
Aug; 37(8): €23054. doi: 10.1096/1].202300710R (5-letni IF — 5.2; pkt. MEIN — 140)

3. Guzewska MM, Szuszkiewicz J, Kaczmarek MM. Extracellular vesicles: Focus
on peri-implantation period of pregnancy in pigs. Molecular Reproduction and Development
2023 Jul; 90(7):634-645. doi: 10.1002/mrd.23664 (5-letni IF — 3.0; pkt. MEIN — 100)

Badania bedace podstawa rozprawy doktorskiej realizowano w ramach projektow:
1) Konsorcjum Naukowe KNOW: | Zdrowe Zwierz¢ - Bezpieczna Zywnosé”
(KNOW2016/IRZBZ/PRO1/01/5; kierownik projektu: prof. Monika M. Kaczmarek);
2) PRELUDIUM finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (2018/29/N/NZ9/02331;




kierownik pfojektu mgr Maria M. Guzewska). Czgs¢ badan zrealizowano rowniez podczas
pobytu na stazu doktoranckim w Department of Entomology, The Hebrew University
of Jerusalem, Rehovot, Israel.

Publikacje sg wspdtautorskie (3-6 autordw), jednak Doktorantka jest pierwszym
i wiodgcym autorem w tych publikacjach. Jej wklad w powstawanie prac byl dominujacy
(jak sama wskazuje wynosit ponad 50%, jednak jest to informacja malo precyzyjna i w mojej
opinii zbe¢dna) i obejmowal udzial w pozyskaniu funduszy, projektowaniu i realizacji
eksperymentow, gromadzeniu danych, analizach i interpretacji uzyskanych wynikow (w tym
w analizach bioinformatycznych), przygotowaniu grafik 1 manuskryptéw oraz odpowiedzi
narecenzje. Wszystkie wymienione aktywnos$ci Doktorantki zostaly potwierdzone przez
wspolautorow w zalaczonych oswiadczeniach, a co istotne ich tresci w tym zakresie sg tozsame
z tresciami zawartymi w publikacjach. Zbidr publikacji stanowigcych rozprawe doktorska
poprzedza 60-stronicowe anglojezyczne opracowanie, w sktad ktorego wchodzi: Streszczenie
w jezyku angielskim oraz polskim, Wykaz skrétow, Zestawienie publikacji stanowigcych
rozprawe doktorskq, Wstegp, Hipoteza i cele badawcze, Materiatl i metody, Wyniki, Dyskusja,
Perspektywy na przysztos¢, Wnioski. Opracowanie zawiera rowniez obszerna Bibliografi¢
(157 pozycji, zdecydowana wigkszo$¢ z ostatnich 10 lat) oraz Oswiadczenia wspolautorow.
Pod wzgledem formalnym oceniana rozprawa doktorska spelnia wymogi stawiane tego typu
opracowaniom.

Ocena merytoryczna rozprawy
Podstawg przedlozonej do oceny rozprawy doktorskiej sa trzy prace naukowe (dwie oryginalne
ijedna przegladowa) opublikowane w bardzo dobrych czasopismach o miedzynarodowym
zasiegu. Nalezy podkresli¢, ze sa one tematycznie spdjne i skupiaja si¢ wokol wyodrebnionego
problemu dotyczacego okreslenia mechanizméw regulujagcych biogenezg, transport
wewnatrzkomorkowy oraz wydzielanie pecherzykow zewnatrzkomérkowych (EVs) podczas
komunikacji pomigdzy zarodkiem a endometrium matki w poczatkowym okresie cigzy.
Zsynchronizowanie rozwoju zarodka z jednej strony i osiagnigcie przez macice stanu
receptywnosci z drugiej strony jest jednym z kluczowych ale i ztozonych procesow, ktory
decyduje o prawidtowym przebiegu cigzy. Dotychczasowe wyniki badan jasno wskazuja,
ze skoordynowana w czasie dwustronna wspdlpraca pomiedzy blastocysta a nablonkiem
powierzchniowym macicy wymaga udziatu sygnalow zarodkowych — gldwnie estradiolu (E2)
i prostaglandyny E2 (PGE2), natomiast nieliczne dane dotycza okreslenia potencjalnej roli
pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EVs) — wielozadaniowych nanostruktur wydzielanych
przez rozne komorki organizmu. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe, a zwtaszceza ich molekularny
fadunek, to nie tylko nosnik informacji, ale tez niezwykle istotny modulator sygnalizacj
mi¢dzykomoérkowej na poziomie lokalnym oraz migdzy odleglymi od siebie komdrkami.
Pecherzyki zewnatrzkomorkowe, transportujgc bioaktywne czasteczki (m. in. biatka, lipidy,
kwasy nukleinowe, metabolity, miRNA) odgrywaja niezwykla role w regulacji procesow
fizjologicznych, w tym rozrodczych. Dotychczasowe badania sugeruja, ze EVs z funkcjonalnym
biologicznym tadunkiem moga by¢ istotnymi modulatorami wielu proceséw zwigzanych z cigza,
w tym implantacji, migracji i inwazji trofoblastu. Obecnie wiadomo, ze pecherzyk jajnikowy
z ptynem pecherzykowym, endometrium, a takze komorki zarodkowe i trofoblasty moga
stanowi¢ wazne zrdédlo EVs w modulowaniu funkcji komoérek. Pomimo, ze okreslenie roli EVs
w miedzykomorkowej komunikacji we wczesnej cigzy bylo juz przedmiotem badan u réznych
gatunkow, jednak nie obejmowaly one waznego obszaru — komunikacji na styku komorek



zarodek-endometrium. Zatem uwazam, ze podjete przez Doktorantke sa ciekawe i wazne,
a przedstawione nowe wyniki w pewnym stopniu t¢ luke uzupelniaja. Tematyka badawcza, ktorg
wybrata Doktorantka jest aktualna 1 w pelni uzasadniona, a co rowniez istotne wpisuje si¢
w obszary naukowe, ktorymi od kilku lat zajmuje si¢ zespdt badawczy kierowany przez Panig
prof. M. Kaczmarek. Nalezy podkresli¢, ze badania te sg rowniez nowatorskie, poniewaz
realizowane byly w duzej czesci w ramach projektow finansowanych ze srodkow zewngtrznych
(w jednym z nich Doktorantka pelnila funkcje kierownika), a nowatorstwo to element, ktory jest
wnikliwie analizowany przez zespoly ekspertow 1 recenzentow.

Doktorantka przyjeta hipoteze zakladajaca, ze proces biogenezy pecherzykow
zewnatrzkomorkowych na styku komoérek zarodka i matki jest regulowany przez hormony
1 miRNA pochodzenia zarodkowego, ktére odgrywaja znaczaca role w dialogu pomiedzy
zarodkiem 1 matkg we wczesnych etapach cigzy. W celu weryfikacji postawionej hipotezy
Doktorantka przeprowadzila badania dotyczace: 1) zidentyfikowania i analizy rozmieszczenia
pecherzykow zewnatrzkomodrkowych (EVs) i cial wielopgcherzykowych (MVBs) na styku
komorek zarodek-matka; 2) okreslenia profilu ekspresji bialek zaangazowanych w biogenezg
itransport  pecherzykéw — zewnagtrzkomoérkowych — w blonie  $luzowej  macicy
i zarodkach/trofoblastach; 3) okreslenia wptywu sygnatow istotnych w dialogu zarodek-matka na
proces biogenezy i transportu pecherzykow zewngtrzkomorkowych w obrebie trofoblastu
i komodrek nabtonka powierzchniowego blony sluzowej macicy. W mojej opinii wszystkie
zadania badawcze zostaly zrealizowane, a postawiona hipoteza poprawnie zweryfikowana.
Analizy ex vivo, in vitro i in silico zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem szeregu metod
badawczych, m. in. technik biologii molekularnej, obrazowania tkanek i komoérek (m. in.
transmisyjna mikroskopia elektronowa, immunofluorescencyjne barwienie komorek/tkanek,
obrazowanie konfokalne), hodowli komérkowych in vitro (pierwotne kultury komorkowe
uzyskane z nablonka powierzchniowego btony sluzowej macicy oraz trofoblastu $wini). Cennym
uzupeltnieniem prowadzonych badan byly analizy bioinformatyczne. Wszystkie analizy zostaty
prawidlowo dobrane do zalozonych celow badawezych i z pewnoscig wymagaly duzego naktadu
pracy. Wiasciwie dobrane 1 opisane zostaly rowniez analizy statystyczne wykorzystane przy
opracowaniu uzyskanych wynikow.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej badania Pani mgr Marii Guzewskiej dostarczyty
wielu nowych i oryginalnych danych. Badania z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej potwierdzity obecno$¢ EVs i MVBs na styku komorek zarodka i endometrium
matki podczas wcezesnych etapow implantacji zarodka, wskazujgc na wzmozong komunikacje
z udziatem EVs. Wskazano, ze obie strony dialogu zarodkowo-matczynego scisle wspolpracujg
ze soba, poniewaz synteza, a przede wszystkim wydzielanie EVs wyraznie zbiega sie z sekrecjg
sygnatéw zarodkowych — E2 i PGE2 — podczas matczynego rozpoznania cigzy. Stwierdzono
rozne mechanizmy wydzielania EVs w badanych tkankach: sposéb merokrynowy — w przypadku
komorek trofoblastu i nablonka powierzchniowego endometrium oraz apokrynowy — gléwnie
dla komorek trofoblastu (wzmozony w okresie intensywnego rozwoju zarodka w 12. dniu cigzy).
Ponadto, immunofluorescencyjne barwienia pozwolily na zlokalizowanie na styku komorek
zarodka i endometrium biatek regulujacych biogenezg oraz wydzielanie EVs, (biatka kompleksu
ESCRT: VPS37B i ALIX, biatko RAB27A) oraz umozliwily okreslenie profilu ich ekspresji
w zaleznosci od typu komorek oraz dnia ciazy. Interesujace sg wyniki badan Autorki, ktdre
kompleksowo opisujg profile ekspresji genow regulujacych biogeneze, transport i wydzielanie
EVs w endometrium w czasie cyklu rujowego oraz wczesnej cigzy (geny kodujace biatka
kompleksu ESCRT-1, ESCRT-II oraz biatka Rab). Charakterystyczne wzorce ekspresji badanych




genow wydajq sie pozostawaé pod wplywem sygnatow zarodkowych (endometrium) i stadium
implantacji (zarodki), a spojny wzor ekspresji zaobserwowany dla genow kompleksu ESCRT-I
oraz ESCRT-II zaréwno w endometrium, jak i zarodkach/trofoblastach wskazuje na wspélne
mechanizmy regulacyjne. Interesujgce sg takze analizy in silico, ktére wskazaly mozliwe miejsca
wigzania E2 i PGE2 w regionach promotoréw gendéw zaangazowanych w biosyntezg¢ 1 transport
EVs (dotyczy to dwéch genéw kodujacych biatka kompleksu ESCRT-IT — VPS25 i VPS36),
co wskazuje, ze pozostajg one pod kontrola sygnatéw zarodkowych. Szczegodlnie istotne wydajg
si¢ wyniki badan in vitro, ktére demonstruja, ze sygnaty pochodzenia zarodkowego (glownie E2
przez ESR1) reguluja w endometrium geny kodujace biatka kompleksu ESCRT-II (VPS25
1 VPS36). Stosujac hodowle pierwotne komorek, pozyskane z nablonka powierzchniowego
endometrium oraz trofoblastow, stwierdzono zaangazowanie miR-125b-5p w regulacje procesow
biogenezy i transportu EVs w obu typach komorek. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka po raz
pierwszy wykazala, ze zalezna od biatek kompleksu ESCRT (gléwnie biatka VPS36 kompleksu
ESCRT-II) biogeneza i wydzielanie EVs w komorkach trofoblastu swin jest modulowana przez
miR-125b-5p. Istotnym elementem jest rOwniez analiza in silico, ktéra wskazatla mozliwosé
interakcji pomiedzy miR-125b-5p a genami kompleksu ESCRT, co zostalo dodatkowo
potwierdzone przez zmnigjszona ilos§¢ mRNA po transfekcji komorek trofoblastu swin za
pomoca miR-125b-5p. Zidentyfikowane wzajemne oddzialtywanie miRNA-ESCRT skutkowato
powstaniem 1 wydzielaniem okreslonych subpopulacji EVs (wzrost populacji CD 63+)
sugerujac, ze miRNA obecne na styku komorek zarodek-matka jest waznym regulatorem .
komunikacji za posrednictwem EVs.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan sa ciekawe i swiadczg o zlozonosci
mechanizméw kontrolujgcych interakcje pomigdzy zarodkiem a macica w okresie matczynego
rozpoznania cigzy i w czasie implantacji. Nalezy podkresli¢, ze eksperymenty przeprowadzone
w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej po raz pierwszy wykazaly istotna role sygnalow
zarodkowych jako czynnikéw odpowiedzialnych za wybor szlaku biogenezy 1 uwalniania EVs
podczas wcezesnej cigzy. Uzyskane wyniki stanowia takze solidng podstawe do prowadzenia
kolejnych badan zmierzajacych do pelniejszego poznania tego niezwykle zloZzonego procesu
(o przysztych planach i obecnie prowadzonych badaniach Autorka pisze w rozdziale ,, Future
perspeciives” opracowania). W dyskusjach zamieszczonych w publikacjach wchodzacych
w sktad rozprawy doktorskiej oraz w opracowaniu dokonano wnikliwej analizy 1 mnterpretacji
uzyskanych wynikéw. W mojej opinii, sformulowane wnioski jednoznacznie weryfikujg
postawiona w pracy hipotez¢ badawcza. Na pochwale zastluguje staranne, jasne i przejrzyste
przygotowanie opracowania wzbogaconego rycinami, ktore bardzo ulatwiaja analizg tekstu.
Moja uwage zwrocil umiejgtnie zaprezentowany w postaci graficznej uklad doswiadczalny
w rozdziale , Materials and methods” opracowania. Wszystkie te elementy Swiadcza
o zrozumieniu podjetej tematyki badawcze;.

W trakcie analizy artykuldow bedacych podstawa rozprawy ale takze opracowania
nie doszukatam sie problematycznych elementéw i trudno bylo mi sformutowaé krytyczne
uwagi. Prace naukowe opublikowano w prestizowych czasopismach o migdzynarodowym
zasiegu 1 wysokich wskaznikach bibliometrycznych, i z pewnoscig zostaly rzetelnie ocenione
przez szerokie grono recenzentéw oraz redaktoréw czasopism. Niemniej jednak nasuneto mi sig
kilka uwag/pytan, ktorymi chcialabym si¢ podzieli¢:

1. Drobna uwaga dotyczy nieprecyzyjnego opisu okresow cigzy. Na przyklad, w publikacji

nr 1, w podrozdziale Animals, wskazano, ze do transmisyjnej mikroskopii elektronowej

wykorzystano tkanki pozyskane od loszek w dniach 12., 16. 1 20. cigzy, natomiast



do izolacji mRNA i barwien fluorescencyjnych przeznaczono tkanki pozyskane w dniach
11.-12., 15.-16. oraz 17.-19. cigzy.

2. W publikacji 2, w podrozdziale Animals, wskazano liczbe n — zarodkéw wykorzystanych
do izolacji mRNA. Od ilu loszek je pobrano? Co zadecydowalo o wyborze do badan
mieszancoOw $win ras Hampshire x Duroc? Ile $rednio zarodkow pobierano od jednej
loszki tej rasy?

3. Brakuje konsekwencji w doborze genéw referencyjnych podczas normalizacji ekspresji
genow za pomoca real-time PCR (w publikacji nr 1, fig. 6 i 7 — odpowiednio GAPDH
i HPRT1, natomiast w publikacji nr 2, fig. 1 — srednia geometryczna GAPDH i ACTB,
a fig. 2 — GAPDH). Prosze o kréotki komentarz na temat tych roznic.

4. Do pierwotnych hodowli komérek pobrano macice od loszek w 11.-12. dniu cyklu
rujowego w celu izolacji komérek nablonka powierzchniowego endometrium (pLE),
natomiast zarodki pobierano w 16. dniu cigzy (schemat nr 4 opracowania
anglojezycznego wskazuje 15-16) w celu izolacji komorek trofoblastu (pTr). Prosze
o komentarz, dlaczego dokonano takiego wtasnie wyboru fazy cyklu 1 wieku zarodka?

5. Mechanizmy regulujace biogeneze MVBs/EVs sg glownie zwigzane z udzialem
kompleksu ESCRT, niemniej jednak mozliwe sg réwniez sygnalowe Sciezki ESCRT-
niezalezne. Mowigc w podsumowaniu publikacji 2 o koniecznosci wyjasnienia takich
mechanizméw w kontekscie komunikacji na styku zarodek-matka jakie mozliwosci
kolejnych badan brataby Pani pod uwage?

6. Waznym w rozwoju 1 utrzymaniu ciazy jest zaangazowanie ukladu immunologicznego
w dialog pomiedzy matka a zarodkiem, a reakcje immunologiczne wystepujgce na styku
matka-pléd w obrgbie endometrium we wczesnych fazach cigzy sa bardzo zlozone.
Wiadomym jest, ze zaangazowanych jest wiele rodzajow komorek immunologicznych
i molekut o wlasciwosciach immunomodulujacych. Jaka jest rola EVs we wspomnianych
reakcjach?

7. Czy moze Pani wskazac trudnosci/ograniczenia podczas prowadzenia badan?

8. Czy prowadzone przez Panig badania nad biogeneza i znaczeniem EVs w regulacji
procesow rozrodczych moga by¢ istotne z punktu widzenia klinicznego? Innymi stowy,
czy widzi Pani mozliwosci praktycznego wykorzystania uzyskanych wynikow badan?

PODSUMOWANIE

Reasumujac, rozprawa doktorska Pani mgr Marii M. Guzewskiej jeth spojnym, starannie
przemyslanym dzietem naukowym. Zawiera nowe 1 wartosciowe pod wzgledem poznawczym
dane naukowe, stanowigc cenne uzupetnienie wiedzy z zakresu biologii rozrodu. Uzyskane
wyniki prezentujg niepoznany dotgd mechanizm nadzorujgcy biogenezg oraz transport
wewnagtrzkomorkowy EVs, zachodzacy z udziatem sygnatéw zarodkowych (E2 i PGE2)
1 miRNA, ktory prowadzi do przeprogramowania sciezek biogenezy EVs w endometrium
i w komorkach trofektodermy zarodka, a takze wydzielania okreslonej populacji EVs podczas
wcezesnej ciazy. Autorka wykazala si¢ doskonala znajomoscig piSmiennictwa i umiej¢tnoscia
rozwigzywania problemu naukowego. Umiejetno$¢ doboru i opanowanie nowoczesnych technik
badawczych, odpowiedniej interpretacji otrzymanych danych, a takze wykazanie si¢ zdolnoscig
do opracowania i przygotowania do druku publikacji naukowych wskazuje, ze Doktorantka jest
wiadciwie przygotowana do samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Doceniam szeroki
zakres prowadzonych badan naukowych oraz kompleksowe podejscie do rozpatrywanego
problemu. Dwie oryginalne prace, bedace podstawa rozprawy doktorskiej, s3 rzetelnie




przygotowaﬁe, zawieraja jasno okreslone cele, uzupelnione starannym  opisem
przeprowadzonych do$wiadezen i uzyskanych wynikow oraz wnikliwa i dojrzaly dyskusj3.
Ponadto, uwzglednienie w zbiorze publikacji pracy przegladowej (z pierwszym autorstwem
w bardzo dobrym czasopi$mie), ktéra w sposob krytyczny podsumowuje stan aktualnej wiedzy
na temat biologii pecherzykéw zewnatrzkomorkowych we wezesnej cigzy u Swini Swiadezy
o dojrzatosci Doktorantki. Mozna zatem sadzi¢, ze Doktorantka zdobyla dos$wiadczenie
i niezbedne umiejetnosci przydatne w przyszlej pracy badawczej.

WNIOSEK KONCOWY
Z pelnym przekonaniem stwierdzam, Zze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
pt. ,,Biogenesis and release of extracellular vesicles during communication between the embryo
and the maternal endometrium during early pregnancy in pigs” spelnia wymogi na podstawie
art. 13 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia
14 marca 2003 roku (Dz.U. Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.), a zatem zwracam si¢ do Wysokiej
Rady Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badaf Zywnos$ci Polskiej Akademii Nauk w
Olsztynie z wnioskiem o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Marii Marty Guzewskiej oraz
dopuszczenie do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora nauk rolniczych w
dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

Jednoczesnie biorgc pod uwage nowatorskq tematyke podjetych badan, wysoki poziom
naukowy  uzyskamych — wynikéw, co znalazlo  odzwierciedlenie w  opublikowaniu
ich w prestizowych czasopismach z zakresu biologii rozrodu, wnosz¢ o wyroznienie niniejszej

rozprawy doktorskiej.
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