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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Joanny Szuszkiewicz
pt. ”Rola mikroRNA w kemunikacji zarodek-macica

na wezesnych etapach cigiy”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Joanny
Szuszkiewicz (z d. Najmuta) zostata wykonana w Zakladzie Mechanizméw
Dziatania Hormonéw Instytutu Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej
Akademii Nauk w Olsztynie pod kierunkiem prof. dr hab. Moniki M.
Kaczmarek. Przeprowadzone badania zrealizowano w ramach projektow
Narodowego Centrum Nauki: OPUS 2014/15/B/NZ9/04932 (kierownik
Monika M. Kaczmarek) oraz PRELUDIUM 2016/21/N/NZ9/03443 (kierownik
Joanna Szuszkiewicz), Diamentowego Grantu 0041/DIA/2014/43 (kierownik
Joanna Szuszkiewicz) oraz Funduszu Badan Wlasnych Instytutu Rozrodu
Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie
(22/FBW/2021 i 1/FBW/2022, kierownik Monika M. Kaczmarek). Czgs$¢
badan Doktorantka zrealizowata podczas stypendium Fulbright Junior

Research Award na Uniwersytecie Yale.

Tematem przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej jest okreslenie roli
mikroRNA, bedacego jednym z rodzajow niekodujacego RNA, w komunikacji
matka-zarodek na wezesnych etapach cigzy z wykorzystaniem swini jako
zwierzecia modelowego. Wezesny okres c13zy u ssakow, obejmujacy matczyne
rozpoznanie cigzy oraz implantacje, charakteryzuje si¢ intensywnym dialogiem
pomiedzy matkg a zarodkiem, a takze ogromng dynamikg procesow
komorkowych, ktére warunkuja zagniezdzenie zarodka w blonie sluzowej
macicy oraz prawidtowy przebieg cigzy. Okres ten jest niezwykle wazny ze
wzgledu na wysokg smiertelnos¢ zarodkow obserwowang w tym czasie.
Jedynie zsynchronizowana wymiana czgsteczek sygnalizacyjnych,
towarzyszgca interakcjom zarodek-matka, gwarantuje prawidlowy przebieg
procesow komorkowych - z jednej strony w rozwijajgcym si¢ zarodku, a z
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drugiej - w endometrium osiagajacym receptywnos¢. Najnowsze badania
wskazuja, ze oprocz molekut o znanym dziataniu, tj. hormony, czasteczki
adhezyjne, cytokiny czy czynniki wzrostu, duzy potencjal regulacyjny w
okresie cigzy prezentuja czasteczki niekodujacego RNA, w tym mikroRNA. Sa
to krotkie, jednoniciowe czasteczki RNA, ktdre reguluja ekspresjg gendw na
poziomie potranskrypcyjnym poprzez wigzanie sie do mRNA. Przypisuje im
sie kluczowa role w nabywaniu receptywnosci przez blone sluzowa macicy,
implantacji zarodka czy inicjacji i przebiegu porodu. MikroRNA pochodzenia
zarodkowego wplywaja na proliferacje i roznicowanie komorek zarodka oraz
ich migracje, natomiast mikroRNA endometrialne sg odpowiedzialne za
regulacj¢ procesow towarzyszacych przebudowie btony $luzowej macicy oraz
interakcji migdzykomorkowej. Nalezy podkresli¢, ze mikroRNA moga by¢
transportowane i oddziatywa¢ na komorki sasiadujace, badz nawet znacznie
oddalone od miejsca ich syntezy, co nadaje im jeszcze wigkszego znaczenia w
komunikacji migdzykomorkowej. Transport mikroRNA moze odbywac si¢ za
posrednictwem bialek, lipoprotein lub pecherzykow zewngtrzkomaorkowych
(EVs, ang. extracellular vesicles), ktore ciesza si¢ w ostatnich latach
ogromnym zainteresowaniem badaczy. Te nanoczasteczki zostaly
zidentyfikowane we wszystkich ptynach ustrojowych, w tym w plynie
macicznym ludzi i zwierzat. Zdolno$¢ EVs do przenoszenia réznych
biomolekul, (biatka, kwasy nukleinowe czy lipidy) jest ich ogromnym atutem i
uczynito z nich kluczowy element w ksztattowaniu komunikacji
miedzykomoérkowej, w tym interakcji zarodek-matka w okresie wczesnej cigzy.
W zwigzku z tym, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze problem badawczy
podjety przez Doktorantke, dotyczacy okreslenia roli mikroRNA pochodzenia
zarodkowego i endometrialnego oddziatujgcego na drodze auto- i parakrynnej,
w regulacji procesdow istotnych na wezesnych etapach cigzy, jest nowatorski i
wpisuje si¢ w aktualny nurt badan o zasiegu miedzynarodowym. Uzyskane
wyniki niewatpliwie poszerzajg dotychczasowy stan wiedzy na temat udziatu
mikroRNA w krytycznym okresie okotoimplantacyjnym u ssakow, ale z
drugiej strony dajg nadzieje na aplikacyjne wykorzystanie te] wiedzy w
zakresie diagnostyki patologii cigzy.

Podstawa ocenianej dysertacji sa dwie oryginalne publikacje naukowe oraz
jedna praca przegladowa, ktore ukazaly si¢ w latach 20201 2022 w
prestizowych, recenzowanych czasopismach z bazy JCR (Journal Citation

Reports):

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; 36(8):
€22450.
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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; 107(2): 590-604.

Kaczmareck MM, Najmula J, Guzewska MM, Przygrodzka E. MiRNAs in the
peri-implantation period: contribution to embryo-maternal communication in
pigs. Int T Mol Sci. 2020; 21(6):2229.

Prace sg spdjne tematycznie i wpisujg sie w §wiatowy nurt badan z zakresu
molekulamych aspektow regulacji wezesnych etapdw cigzy u ssakow.
Sumaryczny S-letni wspotczynnik wptywu (1F, ang. imapct factor) czasopism
wynosi 17,105, natomiast suma punktéw Ministerstwa Edukacji 1 Nauki
(MEIN) to 480. Biednie podano 5-letnie IF oraz punkty MEIN dla czasopism
Biology of Reproduction oraz FASEB Journal (zostaly one zamienione), co nie
zmienia sumaryeznych wartogei tych wspdtezynnikdw dla wszystkich
publikacji. Prace zawierajg obszerne dane uzupekniajace (tzw. Supplementary
Tfiles), ktore czesciowo zostaly dotgczone do polskojezycznego opracowania
rozprawy. Przedlozone publikacje sg wieloautorskie - w dwoch pracach jest
czterech, a w jednej pigciu autoréw. Pani mgr Joanna Szuszkiewicz jest
pierwszym autorem w obu pracach do$wiadczalnych oraz drugim autorem w
publikacji przegladowej. Do wszystkich prac dotgczono o$wiadczenia
indywidualnego wktadu wspotautoréw, z ktérych wynika, ze Doktorantka brata
udzial w opracowaniu koncepcji przeprowadzonych badan, wykonywala
analizy laboratoryjne i bioinformatyczne, opracowywala oraz interpretowalta
otrzymane wyniki, przygotowywata manuskrypty do publikacji, a takze
kierowala projektami, z ktorych czesciowo finansowano badania. W zwigzku z
tym, znaczacy wkiad Doktorantki w powstanie kazdej z prac nie budzi zadnych
watpliwosci. Musze jednak zwroci¢ uwagg, ze oswiadczenia wspolautorow
prac eksperymentalnych zostaly zalaczone w nieodpowiedniej kolejnosci w
stosunku do tresci publikacji.

OMOWIENIE PUBLIKACJI STANOWIACYCH PODSTAWE
ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Pierwsza publikacja stanowigca podstawe rozprawy doktorskiej mgr
Joanny Szuszkiewicz ukazata si¢ w czasopi$mie FASEB Journal. Wykazano w
niej, ze zardGwno zarodek, jak i blona sluzowa macicy, mogg by¢ Zrédiem EVs
krazacych w $wietle macicy $wini w okresie wezesnej ciazy. Nastepnie
scharakteryzowano populacjg EVs wyizolowanych z plynu macicznego, a za
pomocg karty TagMan Low Density Arrays (TLDA) zidentyfikowano 166
niesionych przez nie mikroRNA, ktére wykazywaly zroéznicowany poziom

ekspresji migdzy badanymi dniami cigzy. Przeprowadzone analizy in silico

f') ’
Ll |



dowiodly, ze zidentyfikowane mikroRNA mogg by¢ zaangazowane w rozwoj
embrionalny, regulacje cyklu komdérkowego, proliferacj¢ 1 ruch komorek, czy
tez $mier¢ komorkowa. Wykorzystujac model autotransplantacji in vitro, ktory
zostal opracowany przez Zespo! prof. Kaczmarek, przeprowadzono
do$wiadczenie, w ktdérym zaobserwowano pobieranie wyizolowanych z ptynu
macicznego EVs przez komorki trofoblastu, a nastepnie badano ich
proliferacje, migracje i inwazje. W celu lepszego zrozumienia mechanizméw
lezgcych u podstawy odpowiedzi komdrek trofoblastu na EVs,
przeprowadzono analize transkryptomu za pomoca sekwencjonowania
nastepnej generacji z wielostopniowg analiza bioinformatyczna, ktora
wykazata podwyzszona ekspresje 17-tu oraz obnizong ekspresje 20-tu
transkryptow uczestniczacych w odpowiedzi immunologicznej, biosyntezie
aminokwasow i cholesterolu, sygnalizacji komorkowej i procesach zwigzanych
z rozwojem organizmu. Chciatabym zapyta¢ czy Doktorantka uwaza za
zasadne przeprowadzenie analogicznych doswiadczen na komoérkach
endometrium macicy?

Druga praca, opublikowana w prestizowym czasopi$mie Biology of
Repraduction, podwigeona jest wplywowi dwaoch transportowanych przez EVs
mikroRNA, miR-26a-5p i miR-125b-5p, na funkcje komérek trofoblastu.
Doswiadczenia przeprowadzono na komorkach pierwotnych trofoblastu swini
oraz linii komorkowej JEG3, ktore transfekowano wybranymi mimikami.
Wykonano nastepnie analize in silico, ktora pozwolila wytypowaé geny
zwiazane z rozwojem zarodkowym, potencjalnie regulowane przez wybrane
mikroRNA. W celu wzmocnienia predykcji genow docelowych, wykonano
kolejne analizy bioinformatyczne z zastosowaniem programow TargetScan 7.2,
DIANA-microT v5, miRDB i RNAhybrid, ktére pozwolity oceni¢
prawdopodobienstwo interakcji miRNA-mRNA 1 wybraé 5 potencjalnych
genéw docelowych dla miR-26a-5p oraz 6 dla miR-125b-5p. W przypadku
miR-26a-5p, jego dostarczenie do komorek trofoblastu $wini spowodowalo
obnizenie ekspres;ji tylko jednego genu SMAD] oraz brak wpltywu na komorki
JEG3, przy bardzo podobnych wiasciwosciach sekwencji rozpoznajace]
miRNA w obrebie 3°’UTR SMAD/ $wini i czlowieka. Bardziej znaczacy
wplyw wywotala transfekcja komorek trofoblastu przez miR-125b-5p. W obu
wykorzystywanych modelach komoérkowych in vitro, zaobserwowano wptyw
na ekspresje 4 z 6 wytypowanych gendw. Do dalszych analiz wybrano SMAD!
1 FGFR2, a za pomoca systemu reporterowego lucyferazy wykazano wiazanie
miR-26a-5p do rejonu 3°UTR SMADI oraz miR-125b-5p do rejonu 3°’UTR
FGFR2 oraz negatywng regulacj¢ docelowych transkryptéw. Za pomoca

testow funkcjonalnych potwierdzono procesy potencjalnie regulowane przez



oba mikroRNA, tzn. miR-26a-5p stymulowato proliferacj¢ oraz zmniejszalo
powinowactwo komorek trofoblastu $wini do lamininy, natomiast miR-125b-
5p zmniejszato ich migracje. Badane mikroRNA nie wptynely na analogiczne
procesy w komorkach linii JEG3.

Trzecia publikacja wchodzaca w sklad rozprawy doktorskiej to praca
przegladowa opublikowana w czasopismie International Journal of Molecular
Sciences. Podsumowuje ona aktualny stan wiedzy w zakresie regulacyjnej roli
mikroRNA w okresie okoloimplantacyjnym u §wini 1 stanowi doskonate
wprowadzenie do poruszanych probleméw badawczych. Szczegdtowo opisano
w niej biogenezg i funkcje mikroRNA, przedstawiono jego syntezg w
zarodkach i btonie sluzowej macicy §wini oraz zaangazowanie w procesy
wplywajace na dialog pomiedzy zarodkiem a matka. Wykazano, ze zar6wno
krazace miRNA, jak i transportowane przez EVs, stanowig niezwykle wazny i
wcigz mato poznany element regulacji ekspresji genow we wezesnej c13zy u
Swini.

Lektura powyzszych publikacji byta dla mnie satysfakcjonujaca, ale takze
inspirujgca. Jestem pod ogromnym wrazeniem logicznego 1 przemyslanego
doboru metod badawczych oraz tematyki przeprowadzonych doSwiadczen.
Doskonatym uzupelnieniem opublikowanych juz wynikéw sg badania
rozpoczete podezas stypendium Fulbright Junior Research Award na
Uniwersytecie Yale. Mam ogromng nadzieje, ze Doktorantka bedzie miala
mozliwosé ich kontynuacii w przysziodel. Zardwno strona merytorvezna, jak i
warto$¢ naukowa uzyskanych wynikow zostaty poddane wnikliwej ocenie
Recenzentow i Edytoréw czasopism, ktorzy zaakceptowali prace do druku, co
znacznie ulatwia moja role jako recenzenta. Z pelnym przekonaniem moge
stwierdzié, ze rezultaty pracy doktorskiej mgr Joanny Szuszkiewicz me{jq
charakter nowatorski, a nawet pionierski, w dziedzinie biologii rozrodu
zwierzgt. Cheiatabym jednak prosié Doktorantke o przedstawienie mozliwosci
wykorzystania otrzymanych przez nig wynikéw badan konkretnie w rozrodzie

Swini.

OMOWIENIE OPRACOWANIA W JEZYKU POLSKIM

Opracowanie w jezyku polskim obejmuje 58 stron i zawiera: streszczenie w
jézyku polskim i angielskim, wykaz stosowanych skrotow, spis publikacji
sktadajacych si¢ na rozprawe doktorska, wstep, hipotezg oraz cele badawcze,
obszerna czegs¢ metodyczng, wyniki badan, dyskusje, perspektywy dalszych
badan, podsumowanie i wnioski oraz bibliografi¢ (125 pozycji). Dotaczono

réwniez publikacje wraz z materiatami dodatkowymi oraz oswiadczenia



wszystkich wspotautoréw prac, z ktorych wynika wiodacy udzial Doktorantki
w omawianych publikacjach.

Wstep jest napisany w sposob przejrzysty i klarowny. Przedstawia
wyczerpujgeo dotychczasowy stan wiedzy z zakresu komunikacji matka-
zarodek w okresie wezesnej cigzy, ze szezegdinym uwzglgdnieniem roh
mikroRNA w tym procesie. Znaczng czes¢ rozdziatu poswigcono EVs jako
jednemu z nowych sposoboéw komunikacji migdzykomérkowej, podkreslajac
ich ogromny potencjal zwigzany z niesionym tadunkiem biologicznym, w tym
czasteczkami mikroRNA. Sposéb prezentacji problematyki badawcze]j przez
Doktorantke $wiadezy o Jej dojrzatosci naukowej oraz petnym zrozumieniu
podejmowanego problemu badawczego. Niemniej jednak, zabrakto mi krétkiej
informacji, w ktérych dniach ciazy u $wini maja miejsce kluczowe wydarzenia
okresu okoloimplantacyjnego, tj. matczyne rozpoznanie cigzy, migracja
zarodkoéw, zmiana ich ksztaltu czy implantacja. Informacje zawarte we Wstepie
prowadza jasno do hipotezy badawczej, ktéra Doktorantka sformutowata
poprawnie, odnoszac si¢ do wezesniejszych wynikdw badan uzyskanych przez
Zespol. Przedstawilta rowniez wynikajace z hipotezy dwa szczegdtowe cele
dotyczace oceny zaangazowania mikroRNA niesionych przez EVs w
komunikacji pomiedzy matka a zarodkiem we wczesnej cigzy oraz wptywu
wybranych mikroRNA na funkcje trofoblastu.

Ambitne cele pracy zostaly zrealizowane przez Doktorantke dzigki
nowoczesnym metodom badawczym oraz zaawansowanym analizom
bioinformatycznym, ktore zostaty opisane w rozdziale Materialy i metody.
Przeprowadzone analizy ex vivo, in vifro oraz in silico zostaly zaplanowane
adekwatnie do postawionych celow pracy. Jestem pod ogromnym wrazeniem
doskonalego opanowania przez mgr Joanne Szuszkiewicz réznorodnych metod
badawczych. Doktorantka wykorzystata hodowle in viiro komorek trofoblastu
$wini, linii komérkowych JEG3, RL95 i HEK-293T, transfekcje tych komorek,
oraz testy funkcjonalne (migracji, proliferacji i przylegania), mikroskopi¢
konfokalna, analize ekspresji genéw metoda real-time PCR, analize ekspresji
bialek metoda Western-blot, metody izolacii i charakterystyki EVs, a takze
sekwencjonowania nastgpnej generacji z wielostopniowsa bioinformatyczng
analizg danych. Pragne zwroci¢ uwage, ze metoda oznaczania stezenia biatka,
o ktorej wspomniano na stronie 191 21 opracowania, zostala opisana przez
Marion M. Bradford (Anal Biochem 1976,72:248-54), zatem w jezyku polskim
powinna brzmie¢ ,,metoda Bradford”, a nie ,,Bradforda”. Prosz¢ Doktorantke o
wyjasnienie, dlaczego do izolacji EVs wybrata metodg ultrawirowania 1 czy
sprawdzata wydajnos¢ tej metody?



Rownie przejrzyscie jak metody badawcze przedstawiono uzyskane
wyniki. Tresé rozdziatu Wyniki jest zgodna z zawarto$cia publikacji
stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej i w adekwatny sposob odnosi sig
do poszezegdlnych rycin i tabel w nich zawartych. Kolejny rozdziat Dyskusja
jest rzeczowy, napisany w sposob logiczny 1 wyjasniajacy wszystkie
pojawiajace sie problemy badawcze. Nastepng czes¢ opracowania
polskojezycznego stanowi rozdzial Perspektywy dalszych badan, w ktorym
Doktorantka opisata zapoczatkowane na Uniwersytecie Yale badania nad rola
miR-23b-3p w komdrkach ludzkiego 1 $winskiego trofoblastu. Analizowata
ona wplyw wybranego mikroRNA na rozktad sil trakcyjnych w komoérkach
trofoblastu hodowanych w postaci sferoidéw, wykazujac jego potencjalny
wplyw na proces implantacji.

W Podsumowaniu i wnioskach przedstawiono czytelny schemat
podsumowujacy najwazniejsze wyniki rozprawy, co znacznie ulatwia
czytelnikowi odnalezienie si¢ w ogromie prezentowanych wynikow.
Polskojezyczne opracowanie zamyka 7 syntetycznych wnioskdw, ktdre
jednoznacznie wskazuja, ze Doktorantka z sukcesem zrealizowala zalozone
cele, a uzyskane wyniki badan stanowig istotny wkiad w dotychezasowa
wiedze na temat roli miRNA w ksztaltowaniu oddzialywana matka-zarodek we
wczesnej cigzy oraz majg duzy potencjal badawczy. Za najwazniejsze
osiagniecia rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Szuszkiewicz uznajg: (1)
wykazanie, ze EVs ze $wiatla macicy cigzarnej $wini o potencjalnym
pochodzeniu zarodkowym i endometrialnym, a takze transportowane przez nie
mikroRNA, sg waznym elementem komunikacji pomiedzy matka a zarodkiem;
(2) wykazanie zdoIno$ci EVs izolowanych z plynu macicznego cigZarnej Swini
do regulacji transkryptomu zarodka oraz procesow zwigzanych z jego -
rozwojem 1 implantacja; (3) potwierdzenie, ze zarodkowe miR26a-5p 1 miR-
125b-5p moga by¢ transportowane przez EVs i reguluja procesy o kluczowym
znaczeniu podczas wczesnej ciazy, tj. proliferacja, przyleganie czy migracja.

Pod wzgledem jezykowym i edytorskim ta czgs¢ rozprawy jest napisana
poprawnie. Doktorantka nie unikneta jednak drobnych bledow stylistycznych i
interpunkcyjnych, np.:

e strona 12, 4 linia: ,,$miertelnos¢ zarodow™

e strona 18, 6 linia: ,,... ich potencjalny udziatu w komunikacji ...”

e strona 18, 17 linia: ,,... hipoteze badawczg postawiono zweryfikowaé

e strona 22, 15 linia: ,,Aby oceni¢ wpltywu ...”

e strona 27, 1 linia: ,,... znang liczbe steroid umieszczono ...”

e strona 28, 24 linia: ,,... jej zarastanie w przez nastepne 24 godziny ...”



e strona 34, 18 linia: ,,... zmienna w czasie ilosci miRNA ...”

e strona 35, 13 linia: .,... zapobiegajac niepozadanej inwazjg zarodkow
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PODSUMOWANIE

Rozprawe doktorska Pani mgr Joanny Szuszkiewicz oceniam bardzo
wysoko. Stanowi ona wartosciowe dzieto naukowe o znaczacym wkladzie w
poszerzenie dotychczasowej wiedzy na temat roli mikroRNA w regulacji
interakcji matka-zarodek na wezesnych etapach cigzy u ssakow. Uzyskane
wyniki sg nowatorskie, oryginalne i kompleksowe, co potwierdza ich
opublikowanie w bardzo dobrych czasopismach naukowych. Doktorantka
wykazata sie doskonalg znajomoscia przedmiotowego piSmiennictwa,
umiejetnoscig wykorzystania zaawansowanych technik badawezych oraz analiz
bioinformatycznych, zdolnoscig do poprawnego opracowania 1 przedstawienia
wynikéw badan oraz prawidlowego wnioskowania i przygotowania publikacji
do druku, co predysponuje Ja do dalszej pracy naukowej. Uwagi zawarte w

niniejszej recenzji nie umniejszaja wartosci merytorycznej pracy.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Rola mikroRNA w
komunikacji zarodek-macica na wezesnych etapach cigzy” spetnia warunki
okreslone w art. 179 ust. 2 1 3 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. - Przepisy
wprowadzajgce - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r., poz.
1669), w zw. Z art. 20 ust.S Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sziuki (Dz.
U. z 2003, Nr 65, poz.595 z pézn. zm.) stawiane pracom doktorskim i w
zwigzku z powyzszym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci PAN w Olsztynie z wnioskiem o
dopuszczenie mgr Joanny Szuszkiewicz do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego ws. nadania stopnia doktora nauk rolniczych w dyscyplinie
zootechnika i rybactwo.

Majac na uwadze wysoka warto$é naukows dysertacji i nowatorstwo
uzyskanych wynikow, wnioskuje o wyrdznienie recenzowanej przeze mnie

rozprawy doktorskiej, co uzasadniam w osobnym wniosku.

F TN

dr hab. Méfgorzata Grzesiak, prof. UJ
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