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OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska mgr Joanny Szuszkiewicz (de domo Najmuta) zostata wykonana w Zakfadzie
Mechanizmoéw Dziatania Hormondw Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii
Nauk (PAN) w Olsztynie pod kierunkiem promotora - prof. dr hab. Moniki M. Kaczmarek. Podstawa
rozprawy doktorskiej sg 2 oryginalne prace tworcze oraz 1 przegladowy artykut naukowy. Wszystkie
prace zostaty opublikowane w uznanych czasopismach z listy Journal Citation Reports — JCR. Prace
oryginalne odpowiednio w FASEB Journal (IFs.etni =6,103) i Biology of Reproduction (IFsien=5,955) a
praca przeglagdowa w International Journal of Molecular Sciences (IFs.ewi =6,628). Sumaryczny IF prac
jest bardzo wysoki i wynosi 18,686. W pracach oryginalnych Doktorantka jest pierwszym autorem a Jej
wkiad w te prace, jak wynika z zalgczonych oswiadczen byt znaczacy | obejmowat opracowanie
koncepcji prowadzonych eksperymentow, wykonanie wszystkich badz wiekszodci badan
laboratoryjnych, wykonanie analiz bioinformatycznych, opracowanie i interpretacje wynikoéw oraz
przygotowanie manuskryptu. W pracy przeglagdowej Doktorantka jest drugim autorem i byta
odpowiedzialna za przygotowanie rozdziatu o roli miRNA w interakcji zarodek-endometrium,
opracowaniu tabeli i sformutowanie koncowych wnioskow oraz redakcje manuskryptu.

Wykonane badania zostaty sfinansowane z wiglu Zrodef, tj. ze srodkow projektow badawczych
Narodowego Centrum Nauki - projektu OPUS (nr 2014/15/B/NZ9/04932), ktdérego kierownikiem byta
Pani prof. dr hab. Monika M. Kaczmarek i projektu PRELUDIUM (nr 2016/21/N/NZ9/03443), ktérym
kierowata Doktorantka. Ponadto, Doktorantka byta beneficjentkg programu Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego — Diamentowy Grant (nr 0041/DIA/2014/43). Badania sfinansowano takze z
Funduszu Badari Wiasnych Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie (nr
22/FBW/2021, 1/FBW/2022), ktérymi kierowata Pani prof. dr hab. Monika M. Kaczmarek. Czes¢ badan
wykonano takze podczas zagranicznego stypendium Doktorantki na Uniwersytecie Yale (USA), ktory
realizowata w ramach Programu Fulbrighta w kategorii Fulbright Junior Research Award. Na duie
uznanie zastuguje aktywno$¢ Doktorantki w pozyskiwaniu $rodkéw finansowych na badania,
kierowanie wiasnymi projektami i bycie laureatka prestizowych programdw stypendialnych.

Forma rozprawy doktorskiej jest typowa dla tego typu prac, ktérych podstawg sg artykuty
naukowe., W 57 stronnicowym opracowaniu zawarto nastepujace podrozdziaty: streszczenie w jezyku




polskim i angielskim, wykaz najczesciej stosowanych skrétow, wstep, hipoteza i cele badawcze,
material i metody, wyniki, dyskusja, perspektywy dalszych badar, podsumowanie i wnioski oraz
bibliografia. Do rozprawy zataczono kopie trzech publikacji wraz z o$wiadczeniami autoréw. Kolejnosc
prac oryginalnych jest zmieniona wzgledem ich przywotywania w opracowaniu, co czasami utrudnia
odnalezienie wiasciwe] ryciny. Takze odwiadczenia autorow sg zatgczone w niepoprawnej kolejnosci.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy poznania roli krétkich, niekodujgcych czgsteczek RNA -
mikroRNA {miRNA) w komunikacji miedzy zarodkiem i matkg. Matyczyne rozpoznanie cigzy i
implantacja zarodkdw, ze wzgledu na swoje skomplikowanie i trudnos¢ badania, stanowig jedne z
najmniej poznanych ale i najbardziej fascynujgcych proceséw zachodzacych we wezesnych etapach
cigzy. Zespot, z ktérego wywodzi sie Doktorantka, od wielu lat zajmuje sie poznaniem kluczowych
mechanizmoéw dla ustanowienia ciazy i ma wielkie osiggniecia w tym zakresie. Badania prowadzone
sg na modelu éwini domowej, ktdra jest nie tylko podstawowym gatunkiem gospodarskim ale takze
waznym organizmem biomodelowym. Wczesniejsze badania realizowane przez Panig prof. dr hab.
Monike Kaczmarek wraz z zespotem dostarczyty wielu cennych danych na temat profilu ekspresji
miRNA zaangazowanych w regulacje genow kluczowych dla prawidfowej komunikacji zarodek-matka
podczas ciazy. Badania Doktorantki poszerzajg to zagadnienie o miRNA obecne w pecherzykach
zewnatrzkomérkowych (EVs), ktére stanowig wazny element w komunikacji miedzykomorkowej. Do
tej pory wiedza o udziale pecherzykéw zewngtrzkomaorkowych w w/w procesy byfa ograniczona.
Podjeta tematyka rozprawy doktorskiej jest zatem nowatorska i wartosciowa z punktu widzenia
poznawczego a w przyszfosci nawet aplikacyjnego, w kontekécie wykorzystania miRNA jako
biomarkerow w diagnostyce powiltan cigzy.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIE]

Rozprawe doktorskg rozpoczynajg streszczenia, w jezyku polskim i angielskim, ktore bardzo
dobrze wprowadzajg czytelnika w tematyke pracy doktorskiej i przedstawiajg najwazniejsze wyniki. W
ok. 6-stronnicowym Wstepie Doktorantka opisuje okres okotoimplantacyjny cigzy ssakow, ze
szczegdinym odniesieniem do $wini domowej oraz funkcje i znaczenie miRNA oraz pecherzykow
zewnatrzkomérkowych na weczesnych etapach ciazy. Rozdziat jest dos¢ krotki ale nie stanowi to
problemu ze wzgledu na zamieszczenie w rozprawie pracy przegladowej, ktora stanowi bardzo
szczegdtowe | kompleksowe ujecie omawianej tematyki. Cenne jest opracowanie Tabeli 1 w artykule,
ktéra pozwala na zapoznanie sie z kluczowymi miRNA, ktdre zidentyfikowano na réinych etapach
rozwoju zarodkdw $wini i w réznym materiale badawczym. W mojej ocenie warto byfoby umiescic
prace przegladowa w rozprawie jako pierwsza, bo sktaniatby to czytelnika do jej przeczytania w
pierwszej kolejnosci. Watek $miertelnosci zarodkow sSwini, ktéry stanowi punkt wyjscia do
prowadzenia badan w tej tematyce jest potraktowany na poczatku Wstepu bardzo skrotowo.
Odniesiono sie do z pewnoscia waznych prac ale dwie z nich pochodzg z lat 80.XX wieku. Czy szeroko
zakrojone badania i postep jakiego dokonano w ostatnich latach w prowadzeniu hodowli i opiece
weterynaryjnej swini polepszyt przezywalnos¢ zarodkow i ptoddw czy wrecz odwrotnie, stosowanie
intensywnej selekcji ukierunkowanej na zwiekszenie produkcyjnosci sprawia, ze problem zamieralnosci
zaroddéw $wini jest ciggle na tym samym poziomie? Bede wdzigczna za odniesienie sig do najnowszych
danych na ten temat w trakcie obrony. Podrozdziat dotyczgcy miRNA jest bardzo dobrze opisany.
Doktorantka dostrzega ztozonos¢ oddzialywan miRNA-mRNA, co z pewnoscig przetozyto sig pézniej na
wnikliwg interpretacje uzyskanych wynikdéw. W dalszej czesci Wstepu mozna byto przedstawic bardziej
szczegOtowa  klasyfikacie zewnatrzkomdrkowego miRNA  (ECmiRNA - extracellular miRNA).




Doktorantka od razu przeszta do omawiania pecherzykow zewngtrzkomérkowych jako gfownego
transportera miRNA. Warto zaznaczyc, ze wolne krgzgce miRNA sa stabilne i moga takze odgrywac role
w komunikacji miedzykomdrkowej. Ich obecnos¢ nalezy mie¢ na uwadze dobierajac odpowiednie
metody i zestawy do izolacji miRNA. Charakterystyka pecherzykow zewnatrzkomorkowych i ich udziat
w komunikacji miedzykomdrkowej podczas cigzy zostaty dobrze przedstawione.

W kolejnym rozdziale Doktorantka prezentuje dos¢ ogdlnie sformutowana hipoteze badawcza,
mowiaca o tym, ze miRNA pochodzenia zarodkowego i endometriainego na drodze auto- i parakrynnej
reguluja procesy istotne podczas wczesnej cigzy. W celu jej weryfikacji zaplanowano dwa zadania
badawcze — pierwsze dotyczylo oceny zaangazowania EVs i niesionych przez nie miRNA w komunikacji
miedzykomorkowej pomiedzy zarodkiem i matkg na wezesnych etapach cigzy, drugie miato na celu
okreslenie wptywu wybranych miRNA niesionych przez EVs na funkcje trofoblastu. W zadnym miejscu
w tym podrozdziale nie odniesiono sie do gatunku/-ow, na ktorym prowadzono badania. Podjety
problem naukowy uznaje za oryginalny i o duzym znaczeniu poznawczym.

Rozdziat Materiafy i Metody rozpoczyna sie od ryciny obrazujgcej schemat przeprowadzonych
dodwiadczen. Bardzo dobrze ilustruje ona ogromy zakres metodyczny pracy. Wykonano analizy ex
vivo, in vitro i in silico z zastosowaniem szeregu metod badawczych. Materiat badawczy to gtownie
pobrane poubojowo wyptuczyny macicy, zarodki oraz endometrium ciezarnych loszek w wybranych
dniach po inseminacji. Z zarodkdw preparowano takze trofoblast oraz pierwotne komorki trofoblastu.
Cze$é¢ eksperymentdw przeprowadzono takze na liniach komorkowych dostepnych komercyjnie, .
JEG-3, RL-95 i HEK-293T. Wiadomo, ze linia JEG-3wywodzi sie z ludzkiego guza trofoblastycznego i
opisywana jest jako hipertriploidalana. Wykazuje ona odmienny profil ekspresji genow, biatek i miRNA
w poroéwnaniu do innych podobnych linii komorkowych. Czy brano to pod uwage w planowaniu
eksperymentow z uzyciem tej linii? W pracy zastosowywano caly wachlarz metod badawczych, tj.
prowadzenie hodowli komérkowych in vitro, barwienia immunohistochemiczne, izolacja EVs, metody
Western blot, RTgPCR , RNA-Seq, i TLDA, testy ,gojenia rany”, inwazyjnosci, migracji, przylegania i
proliferacji komdrek, transfekcje komorek, test reporterowy lucyferazy, mikroskopie elektronows,
konfokalng i sit trakcyjnych oraz szereg réznorodnych analizy in silico (m. in. identyfikacja procesow i
$ciezek biologicznych, analiza interakcji miRNA-mRNA). Bardzo ciekawym uktadem eksperymentalnym
jest opracowanie autorskiego modelu, w ktérym EVs i komorki trofoblastu, izolowane od tego samego
osobnika wykorzystano w doswiadczeniu in vitro do oceny wplywu EVs na komorki trofoblastu. Majac
na uwadze dobrze opisang w ostatnich latach obecnos¢ miRNA w dodatkach do mediéw hodowlanych,
giownie w FBS/NBS ale takze w mediach pozbawionych surowicy, prosze o wyjasnienie jakie stosowano
metody normalizacji/walidacji oceny wptywu wytacznie EVs na zmiany transkryptomu komorek pTr czy
obecnosci miRNA pochodzacego wytacznie 7z EVs. Do wizualizacji kwaséw nukleinowych w EVs
zastosowano barwienie oranzem tiazolowym (TO). Wiadomo, ze TO wigze sie specyficznie z dsDNA i
dsRNA. Czy podjeto takze proby wizualizacji miRNA za pomocg sond molekularnych? Wszystkie analizy
zostaly przeprowadzone zgodnie z obowigzujacymi przepisami. Materiat zwierzecy pobierano zgodnie
z Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2010/63/UE z dnia 22 wrzesnia 2010 r. w sprawie
ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych. Prace wymagajgce uzycia
mikroorganizmoéw genetycznie zmodyfikowanych zaliczone do kat. | zostaty zgtoszone do Ministerstw
Srodowiska (nr 01.2.-118/2017). Podsumowujac, z wielkim uznaniem odnosze sie do zastosowania tak
réznorodnych, kompleksowych metod badawczych i doceniam szerokie kompetencje badawcze
Doktorantki.




W nastepnym rozdziale Doktorantka omawia najwazniejsze Wyniki, ktore zostaty
przedstawione w kolejnosci, odpowiednio dla publikacji nr 1 i nr 2 (jak wspomniano wczesniej
kolejnos¢ zataczenia prac w dalszej czesci rozprawy jest zmieniona).

Publikacia 1: Szuszkiewicz J, Myszczynski K, Reliszko ZP, Heifetz Y, Kaczmarek MM. Early steps of
embryo implantation are regulated by exchange of extracellular vesicles between the embryo and the
endometrium. FASEB J. 2022 Aug;36(8):€22450.

Publikacja 2: Szuszkiewicz J, Nitkiewicz A, Drzewiecka K, Kaczmarek MM. miR-26a-5p and miR-125b-5p
affect trophoblast genes and cell functions important during early pregnancy. Biol Reprod. 2022 Aug
9:107(2):590-604.

W tej czesci nie pokazano wynikow niepubiikowanych dotyczgcych miR-23b-3p, ktore zostaty
przywotane w rozdziale Perspektywy dalszych badan. Wyniki zostaly opublikowane w uznanych
czasopismach z listy JCR i z pewnoscig przeszty juz wnikliwg ocene recenzenckg. Na uznanie zastuguje
kompleksowosc przeprowadzonych badan oraz ilosc¢ uzyskanych wynikow. Szczegélnie doceniam, ze w
dohie fatwego generowania wielu wynikow z zastosowaniem metod opartych o sekwencjonowanie
nowej generacji czy wytgcznie analiz in silico, Doktorantka dokonata ogromnego trudu i zastosowata
szereg metod, aby wykazac eksperymentalnie istnienie interakcji miRNA-mRNA oraz wptyw wybranych
miRNA na funkcjonowanie badanych komaorek.

Po przeczytaniu tej czesci rozprawy doktorskiej nasunety mi sie nastepujace pytania:

a. Jakimi kryteriami postugiwano sie w wyborze markerow EVs i jak mozna wyttumaczyc
stosunkowo staby prazek dla CD63 w Western blot, szczegélnie w 14 dniu cigzy, w porownaniu
do bardzo intensywnych sygnatow dla tego markera w barwieniu immunofuorescencyjnym?

b. Czy liczba zidentyfikowanych miRNA jak i takich podlegajgcych zroznicowanej ekspresji w EVs
jest poréwnywalna do innych danych? W jaki sposdb dokonano ilosciowych przeliczen w
eksperymentach kiedy dodawano EVs do komorek, majgc na uwadze zrdznicowanie liczby
kopii rdznych miRNA w pecherzykach?

c. Wptyw EVs na funkcjonowanie komdrek trofoblastu czy zmienny poziom ekspresji miRNA byt
zwykle bardziej dostrzegalny w poZniejszych dniach cigzy. Czy moze by¢ to podyktowane
bardziej zmianami fizjologicznymi czy wynika z potrzeby ilosciowego nagromadzenia sie miRNA
wywodzacych sig z EVs?

d. Jak mozna wyttumaczy¢ brak wptywu dostarczanych miRNA (miR-26a-5p, miR-125b-5p) na
ekspresje a czasami nadekspresje wybranych gendw w linii JEG-3? Czy wysoka triploidalnosc
tej linii a zatem duza nadekspresja gendw, moze byc za to odpowiedzialna?

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

a. Opracowanie modelu autotransplantacji in vitro, w ktérym wykorzystano EVs i komarki
trofoblastu od tego samego zwierzecia.

b. Dokonanie kompleksowej charakterystyki EVs pozyskanych ze sSwiatfa macicy we
wczesnych etapach cigzy swini.

c. Wykazanie, ze EVs obecne w swietle macicy $wini moga wptywac na komorki trofoblastu
in vitro, modulujgc ich wzrost, rozwdj oraz transkryptom.




d. Opisanie szeregu interakcji pomiedzy miRNA obecnymi w EVs a genami podlegajgcymi
ekspresji w komorkach trofoblastu i zarodka, co moze wskazywac na mozliwy auto- i
parakrynny wpfyw EVs na rozwijajgcy sie zarodek.

e. Wykazanie, ze miR-26a-5p | miR-125b-5p wplywaja na ekspresje wybranych gendw
docelowych i kodowanych przez nie biatek w komorkach trofoblastu oraz wybrane funkcje
{proliferacja, przyleganie, migracja) tych kamaérek. Cenne jest wskazanie dwaoch gendw
SMADI1 i FGFR2 jako kluczowych dla w/w procesow.

W kolejnym rozdziale Dyskusjo Doktoranta umiejetnie konfrontuje uzyskane przez siebie
wyniki z danymi pochodzacymi z innych zespotéw badawczych i przywotuje najnowsze pozycje
literaturowe. Bardzo cenne jest odwatanie do danych uzyskanych w badaniach cztowieka, gdyz daje to
mozliwosc szerszych rozwazan nad fizjologig i patologia tozyska i cigzy wybranych ssakéw. Uzyskane
wyniki wskazujg na potrzebe prowadzenia badan na roinych gatunkach zwierzat, ze wzgledu na
istniejgce réznice gatunkowe. Bardzo interesujacy jest kolejny rozdziat — Perspektywy dalszych badan,
ktory swiadczy o duzej dojrzatosci naukowej Doktorantki. Uzyskane przez Doktorantke wyniki badan
dajg mozliwos¢ prowadzenia wielu analiz in silico i co najcenniejsze pozwalajg na projektowanie
nowych  eksperymentdw. Przyktadem s3g juz rozpoczete badania nad miR-23b-3p, ktorego
nadekspresja w endometrium jest zwigzana z nieprawidfowosciami podczas implantacji zarodkow
ludzkich a ekspresja zidentyfikowana w komdrkach swini. Doktorantka stosujgc nowe podejscia
badawcze, m.in. rozkfad sit trakcyjnych w komédrkach trofoblastu czy zastosowanie kokultur komaorek
trofoblastu i nabtonka endometrium macicy uzyskata wiele cennych wynikéw wstepnych wskazujgcych
na zaangazowanie miR-23b-3p w funkcjonowanie komadrek trofoblastu i nabtonka macicy.

Rozprawe doktorska konczy 7 rozbudowanych Whioskow, ktére w petni odpowiadaja na
wczesnie] postawiona hipoteze badawcza. Cennym uzupetniniem tego rozdziatu jest schemat
podsumowujacy uzyskane w pracy wyniki.

Podsumowujac, stwierdzam, ze zatozone cele pracy doktorskiej zostaty w petni zrealizowane
za pomocg nowoczesnych, kompleksowych metod badawczych, ktdre od Doktorantki wymagaty
ogromnej pracowitosci i skrupulatnosci. Uzyskano szereg wartosciowych i oryginalnych wynikow, ktore
stanowig istotny wktad w badania nad rolg miRNA w rozrodzie ssakow. Dowiedziono, ze miRNA obecne
w pecherzykach zewngatrzkomorkowych stanowig wazny element w komunikacji miedzy zarodkiem a
matky podczas wczesnych etapow cigzy. Uzyskane wyniki sg niezwykle waine ze wzgledow
poznawczych i otwieraja nowe perspektywy badan w zakresie aplikacyjnego wykorzystania miRNA w
rozrodzie swin. Mogg takze stanowic cenny materiat porownawczy w badaniach nad niepowodzeniami
cigzy cztowieka. Na uznanie zastuguje opublikowanie wynikéw badan w prestizowych czasopismach
naukowych, o wysokim spdtczynniku oddziatywania - FASEB Journal, Biology of Reproduction i
International Journal of Molecular Sciences. Warto zaznaczyé, ze rozprawa doktorska zostata bardzo
starannie przygotowana od strony edytorskiej.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,Rola mikroRNA w komunikacji zarodek-
macica na wczesnych etapach cigzy” autorstwa Pani mgr Joanny Szuszkiewicz spetnia wszystkie
wymogi formalne okredlone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki {Dz.U. z 2003, Nr 65, poz. 595 z pdin. zm.), zgodnie
zart. 179 ust. 213 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku - Przepisy wprowadzajace — Prawo o szkolnictwie




wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669) stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze zatem do Rady
Naukowej Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w QOlsztynie o przyjecie przedstawionej
rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pani mgr Joanny Szuszkiewicz do dalszych etapdw przewodu
doktorskiego. Biorgc pod uwage zakres i wysoki poziom przeprowadzonych badan, duze walory
poznawcze uzyskanych wynikéw oraz fakt ich opublikowania w prestizowych czasopismach naukowych
wnosze rowniez 0 wyrdznienie rozprawy.
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