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OCENA
dorobku naukowego monotematycznego cyklu prac pt.: ,,Opracowanie nowej metody
przeprogramowania jadrowego komorek somatycznych przed transferem jadrowym” —
dr Marty Czernik,
w postepowaniu habilitacyjnym

1. Dane ogolne

Dr Marta Czernik ukonczyta studia w 2004 roku na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
(Laboratorium Biologii Komorki), Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie i uzyskata tytut
magistra biologii. W tym samym roku rozpoczgta 3-letni staz naukowy w Stanach
Zjednoczonych jako stypendystka NIH (National Institutes of Health) na Wydziale
Neurobiologii/Neurologii, w Centrum Neurowirusologii Uniwersytetu Temple w Filadelfii,
USA (Department of Neuroscience, Centre for Neurovirology at Temple University School of
Medicine). Od 2007 roku do dzi$, zatrudniona jest na Uniwersytecie Teramo, Wtochy
(University of Teramo, Italy), na Wydzialach Medycyny Weterynaryjnej oraz Nauk
Przyrodniczych i Technologii Rolno-Spozywczej, od 2010/2011, na stanowisku starszego
asystenta, a od 2017 na stanowisku wyktadowcy. Prace doktorska pt.: ,,Rola wirusa antygenu
T w procesie nowotworowym na przyktadzie ludzkiego glioblastoma” obronita na Wydziale
Lekarskim UJ, uzyskujac w 2012 roku, stopien doktora nauk medycznych, w dyscyplinie
Biologia Medyczna. Trzy lata pdzniej (w 2015 roku) uzyskata stopien doktora nauk
weterynaryjnych na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Teramo, na podstawie
pracy pt.: ,,Development of lyophilization procedure for long-term storage of somatic cells and
gametes™.

2. Ocena dorobku naukowego

Dorobek publikacyjny dr Marty Czernik jest bardzo wartosciowy zarowno pod wzgledem
liczby publikacji jak i ich jakosci, obejmuje tacznie 26 oryginalnych prac, w tym 5 publikacji
wchodzacych w sktad osiggnigcia habilitacyjnego 1 3 prace przegladowe. Habilitantka jest
rowniez wspolautorem rozdziatu w monografii. Wedlug danych bibliometrycznych, taczny
wspotczynnik wptywu (IF) wszystkich prac opublikowanych 1 zamieszczonych w bazie JCR
wynosi, [F=116,302 (bez osiagni¢cia naukowego; IF=82.049); a liczba punktow MNiSW=1015
(bez osiagnigcia naukowego - 815 pkt.). O wartosci tych publikacji $wiadcza liczne cytowania,
taczna ich liczba wynosi - 275 (bez autocytowan - 259), a indeks Hirscha — 11 (wg bazy Web
of Science). Dorobek naukowy dr Marty Czernik uzupeiniajg doniesienia na konferencje
migdzynarodowe i krajowe. Nalezy wyrdzni¢ jej aktywny udziat w tych przedsiewzieciach, jest
autorem/wspotautorem 42 komunikatow na konferencje migdzynarodowe, w tym 8 doniesien
opublikowanych w recenzowanych czasopismach z bazy JCR (laczny IF=14,155; 190 pkt.



MNiSW. Wyglosita rowniez 5 referatéw na konferencjach mi¢dzynarodowych, m.in. w
Teramo 1 Palermo (Wtochy), w Brnie (Czechy) oraz Okinawie (Japonia).

Nalezy takze uwypukli¢ zaangazowanie Habilitantki w realizacje 9 projektow badawczych,
gldwnie o wymiarze migdzynarodowym (8/9 projektow; jeden z Narodowego Centrum Nauki).
W dwéch byta kierownikiem lub wspotkierownikiem, w pozostatych projektach wykonawca,
aktywnie uczestniczacym w realizacji badan. Wigkszo$¢ tych projektow finansowana byta (w
dwoch przypadkach nadal jest) z funduszy europejskich, takich jak: ERC Starting Grants, oraz
projekty realizowane w ramach europejskiego programu H2020, a takze the Knowledge-Based
Bio-Economy (KBBE). Habilitantka uczestniczyta rowniez w projektach finansowanych przez
Ministerstwo Edukacji Wioch, a takze w projekcie finansowanym przez Narodowy Instytut
Zdrowia (NIH; National Institutes of Health) w USA, w ramach stazu na uniwersytecie Temple
University School of Medicine w Filadelfii (po ukonczeniu studiow).

Glownym kierunkiem zainteresowan naukowych dr Marty Czernik jest szeroko
rozumiana dziedzina embriologii eksperymentalnej/inzynierii embrionalnej 1 genetycznej, w
szczegolnosci zagadnienia zwigzane z klonowaniem somatycznym zwierzat laboratoryjnych
(mysz) jak i gospodarskich (owca), na drodze rekonstrukcji oocytoéw, wymienionych gatunkow
ssakow, z jader komorek somatycznych. Jest to tematyka niezwykle interesujaca, a w
powigzaniu z transgeneza, atrakcyjna ze wzgledu na potencjalne mozliwos$ci aplikacyjne tych
metod w biofarmacji, medycynie transplantacyjnej czy w terapiach komoérkowych. Niestety
niska efektywno$¢ klonowania znacznie ogranicza te mozliwosci. Stad, swoje zainteresowania
naukowe Habilitantka  ukierunkowata  na  poznanie = mechanizmoéw/procesow
odpowiedzialnych/wspotodpowiedzialnych za relatywnie niska skuteczno$¢ klonowania
somatycznego. Od kilku lat, jej aktywno$¢ naukowa koncentruje si¢ na problematyce
badawczej dotyczacej przeprogramowania egzogennej chromatyny jadrowej pochodzenia
somatogenicznego w S$rodowisku cytoplazmatycznym zrekonstruowanych oocytéw i/lub
zarodkow klonalnych.

Z wazniejszych osiggnie¢ badawczych dr Marty Czernik, nie bedacych czescia jej
dorobku habilitacyjnego, nalezy doceni¢ badania, nad wptywem procesOw przemodelowania i
przeprogramowania somatogenicznego genomu jadrowego, w srodowisku cytoplazmatycznym
oocytu-biorcy, na funkcjonowanie i morfologi¢ mitochondridéw, w warunkach wspétistnienia
genetycznie odmiennych frakcji mitochondrialnego DNA (zaré6wno pochodzenia oocytarnego
jak 1 somatogenicznego). Poznanie mechanizmu oddzialywania wspomnianych proceséw na
aktywnos$¢ mitochondrialnego DNA, nie bylto dotad przedmiotem badan, stad podj¢te przez
Habilitantke badania maja charakter pionierski. Dotychczas uzyskane wyniki wskazujg na
zaburzong ekspresj¢ bialek mitochondrialnych, co moze sugerowaé/ttumaczy¢ czgsto$e
wystepowania zaktocen na roznych etapach rozwoju zarodkow i ptodéw klonalnych. Badania
prowadzone sg w ramach grantu SONATA 11, ktory Habilitantka uzyskata z Narodowego
Centrum Nauki, z pierwszego miejsca na liscie rankingowej. Moja uwaga dotyczy informacji
podanej przez Habilitantke, ze badania innych autoréow, cyt. ,,... sa glownie ograniczone do
analizy ,.homo/heterochromatyny mitochondrialnego DNA”. Mysle, Ze jest to jedynie
niefortunne przejezyczenie Habilitantki, a chodzito Jej o badania dotyczace zjawiska
mitochondrialnej homo- i heteroplazmii.



Na podkreslenie zastuguja takze badania przeprowadzone przez Habilitantkg, w ramach po-
doktorskiego stazu, w Centrum Zasobow Biologicznych RIKEN w Tsukubie w Japonii, w
laboratorium prof. Atsuo Ogury. Problematyka tych badan dotyczyla poprawy jakosci
blastocyst klonalnych u myszy i owiec w wyniku aktywowania $ciezki sygnatowej Wnt, w
komorkach-dawcach jader, poprzez inhibicj¢ kinazy syntazy glikogenu-38 (Gsk-3). Dobra
jakos¢ zarodkow klonalnych, to warunek sine qua non prawidtowego przebiegu embrio- i
fetogenezy.

Ciekawe badania, odbiegajace od gléwnego nurtu zainteresowan naukowych Habilitantki,
dotycza problematyki konserwacji materialu biologicznego, w tym przypadku komorek
somatycznych owcy, przy wykorzystaniu metody liofilizacji czyli procesu suszenia
sublimacyjnego. Metoda liofilizacji pozwala efektywnie zabezpieczy¢ i1 przechowywac
material biologiczny, nawet w temperaturze pokojowej, w odrdznieniu od powszechnie
stosowanych metod kriogenicznych wymagajacych przechowywania materiatu biologicznego
w bardzo niskich temperaturach (-80° do -196°C). Na obecnym etapie realizacji badan,
Habilitantka, jako pierwsza wykazata, ekspresje trzech roznych biatek hydrofilowych (LEA;
z ang. Late Embryogenesis Abundant), ktore moga ulega¢ odwracalnej dehydratacji i ktore
chronig komoérki somatyczne przed wysuszeniem. Badania te, realizowane w ramach
europejskiego projektu H2020-MSCA-RISE-2016, wspotkierowane sg przez Habilitantke.

Dorobek naukowy dr Marty Czernik jest oryginalny i dowodzi opanowania przez Habilitantke
nowoczesnych technik/metod badawczych i $wiadczy o wysokich umiej¢tnosciach planowania
1 prowadzenia badan naukowych. Jej dotychczasowa dziatalno$¢ naukowa zostata wielokrotnie
doceniona, w postaci przyznanego grantu dla mtodych naukowcéw (SONATA), a takze
stypendiow/stazy, w  wiodacych os$rodkach naukowych na $wiecie, m.in. 4-letniego
stypendium w Collegium Medicum UlJ, post-doktorskiego stypendium w Tsukubie/Japonia, czy
wspomniane wczesniej 3-letnie stypendia na Uniwersytecie Temple w Filadelfii/USA oraz
na Uniwersytecie Teramo /Wtochy. Podczas International Symposium on Future of Nuclear
Transfer and Nuclear Reprogramming w Yamanashi/Japonia, Habilitantka zostata nagrodzona
przez Sir John’a Gurdon’a (nobliste z 2012 roku) za najlepsza pracg zatytutowana: ,,Remodels
fibroblast nuclei into spermatide-like structures”.

Nalezy takze podkresli¢, ze dr Marta Czernik jest cenionym recenzentem w wielu prestizowych
czasopismach miedzynarodowych, m.in. takich jak: Scientific Reports, Theriogenology, PLOS
One, Cellular Reprogramming, Animal Reproduction Science, 1 in.

3. Ocena monotematycznego cyklu prac stanowiacych osiagniecie naukowe w
postepowaniu habilitacyjnym

Osiggniecie naukowe pt..’Opracowanie nowej metody przeprogramowania jadrowego
komorek somatycznych przed transferem jadrowym” obejmuje cykl tematycznie
powigzanych pigciu publikacji oraz patent europejski (,,Improved method for reconstructing
a non-human animal embryo). Prace te zostaly opublikowane w latach 2015-2019, w
prestizowych czasopismach o zasiggu mig¢dzynarodowym, o tacznym wspolczynniku
oddziatywania 1F=34,194; liczba punktow MNiSW=200. Wszystkie prace objete rozprawa
habilitacyjng sa wspotautorskie, w trzech publikacjach Habilitantka jest pierwszym autorem (w
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publikacji z 2015 roku, Habilitantka jest jednym z dwdch rownorzednych pierwszych autorow),
a w pozostatych dwoéch jest drugim autorem. Procentowy udziat Habilitantki, w
przedstawionym do oceny cyklu prac, wynosi od 25% do 60% (w pracy nr 5, Habilitantka
btednie oszacowata swodj udzial procentowy), co potwierdzaja zalaczone do dokumentacji
o$wiadczenia wspotautorow, $wiadczace o ich udziale w powstaniu tych publikacji. Udzial dr
Marty Czernik w powstawaniu tego osiggni¢cia naukowego byl istotny 1 obejmowal:
opracowanie/wspodtudzial w opracowaniu koncepcji pracy, opracowanie/udziat w opracowaniu
metodyki badan oraz udzial w przeprowadzeniu eksperymentéw (m.in. w protaminizacji
chromatyny jadrowej komorek somatycznych) i w opracowaniu oraz interpretacji uzyskanych
wynikow, a takze w przygotowaniu manuskryptu.

Sformulowana przez Habilitantk¢ hipoteza badawcza zakltada, Zze przemodelowanie jadra
komorki somatycznej w kierunku upodabniajagcym go do jadra komoérki plemnikowej moze
znaczaco utatwic jego przeprogramowanie w srodowisku cytoplazmatycznym oocytu ssakow i
tym samym przyczyni¢ si¢ do poprawy skuteczno$ci klonowania somatycznego.

Za najwazniejsze osiagni¢cia przedlozonego do oceny cyklu publikacyjnego uwazam:

1. Opracowanie nowatorskiej metody protaminizacji chromatyny jadrowej komérek
somatycznych w warunkach hodowli in vitro - metoda transfekcji (lipofekcji) konstrukcji
genowej zawierajacej m.in. gen kodujacy ludzka lub mysig protaming 1 (hPrm 1 lub mPrm1)
lub jego zmutowang postaé, sprzezony z reporterowym genem biatka zielonej lub czerwone;j
fluorescencji (Prm1-GFP lub Prm1-RFP)), za posrednictwem syntetycznego nosnika DNA,
lipofektaminy 2000.

2. Uzyskanie konwersji interfazowego jadra pochodzenia somatogenicznego w
spermatydo-podobng strukture¢ - Habilitantka wykazala, Ze wniknigcie protaminy 1 do
interfazowego jadra komorki somatycznej indukuje zmiang sferycznej postaci jadra w postac
wydluzong charakterystyczng dla meskich  komorek gametogenicznych (spermatyd).
Stwierdzila takze wysoka zastepowalnos$¢ tym biatkiem biatka histonowego H2B, ale takze
histonu H3, trimetylowanego, w obrebie reszt lizyny 9 (H3K9me3; histon uznawany za
kluczowg przeszkod¢ w prawidlowym przeprogramowaniu genomu jadrowego komorki
somatycznej).

3. Potwierdzenie odwracalnosci tego procesu po wprowadzeniu protaminizowanego
jadra do $Srodowisku cytoplazmatycznego oocytu-biorcy - weryfikacja w oparciu o probe
in vitro klonowania somatycznego u owiec, z wykorzystaniem protaminizowanych jader
komorek somatycznych do rekonstrukcji enukleowanych oocytéw. Habilitantka podkresla
pozytywny wplyw zastosowanej modyfikacji na efektywnos$¢ uzyskanych zarodkow
klonalnych rozwijajacych si¢ do stadium blastocysty (wzrost odsetka blastocyst z 4% w
grupie kontrolnej do 14% w grupie eksperymentalnej). Stwierdza, ze ,,...nikt wcze$niej nie
zaproponowatl efektywniejszej metody klonowania somatycznego u zwierzat
hodowlanych”. Jest to o tyle zaskakujace stwierdzenie, ze skutecznos$¢ klonowania
somatycznego, oceniana w oparciu o potencjat in vitro zarodkoéw klonalnych owcy i ich
zdolno$¢ do osiggniecia stadium blastocysty, u tego gatunku waha si¢ w granicach 10-20%
(dane na podstawie dostgpnej literatury z lat 1998-2018).

4. Opracowanie udoskonalonego wzorca przemodelowania i przeprogramowania
chromatyny jadrowej w warunkach hodowli in vitro - poprzez synchronizacj¢ cyklu



mitotycznego hodowanych komoérek somatycznych przed transfekcja, w fazach GO/G1 (24-
godzinna deprywacja troficzna), a takze poprzez utrzymanie wysokiego poziomu acetylacji
bialek histonowych, przy udziale trichostatyny A (TSA), odwracalnego inhibitora
deacetylaz histonéw. Zaproponowane modyfikacje procedur pozytywnie wptynety na
przebieg protaminizacji, a takze sprzyjaly lepszej adaptacji egzogennych jader
somatycznych do warunkow srodowiska cytoplazmatycznego oocytu-biorcy.

Nalezy podkresli¢, ze wymienione osiggni¢cia stanowig znaczacy wkilad w wyjasnienie
mechanizmu przeprogramowania jadra komorki somatycznej w cytozolu oocytu-biorcy,
aczkolwiek osiggnicta efektywno$¢ klonowania somatycznego, po zastosowaniu
protaminizowanych komorek somatycznych jako dawcéw jader,  jest nadal mato
satysfakcjonujagca. Opracowany model moze jednak stanowi¢ dobry punkt wyjscia do
kontynuowania badan w kierunku weryfikacji skuteczno$ci tej metody w warunkach in vivo,
po przeszczepieniu uzyskanych zarodkéw do drog rodnych samic-biorczyn, ale takze do
poszukiwania innych czynnikdéw, potencjalnie zaangazowanych w proces prawidlowego
przeprogramowanie somatogenicznego jadra, w srodowisku oocytarnej cytoplazmy komorki-
biorcy. Jednak, nie moge si¢ zgodzi¢ z opinig Habilitantki, Zze zaproponowana przez nig
nowatorska metoda przeprogramowania jadra komorki somatycznej ,,...jest prosta metoda,
dostepnag dla kazdego laboratorium .... podaza drogg natury i nie wymaga zadnych modyfikacji
genetycznych”. Otdz, wymaga zaréwno specjalistycznej wiedzy, precyzji, wysokiej klasy
sprzetu 1 aparatury badawczej oraz zastosowania diagnostyki molekularnej, ale przede
wszystkim wymaga modyfikacji genetycznej genomu komorki somatycznej, metoda lipofekcji
z uzyciem konstrukcji genowej zawierajacej sekwencje (eksony) gendéw protaminy 1 (Prml)
oraz reporterowych biatek zielonej lub czerwonej fluorescencji (GFP lub RFP). Dodatkowo,
opracowana przez Habilitantke metoda jest wspomagana poprzez modulacj¢ epigenetyczng za
posrednictwem trichostatyny A, ktora przyczynia si¢ do podwyzszenia stopnia acetylacji
(hiperacetylacji) histonow rdzenia nukleosomowego chromatyny jadrowej, co znacznie utatwia
inicjacje 1 utrzymanie aktywnosci transkrypcyjnej transgenu trwale zintegrowanego z genomem
komorki gospodarza.

Reasumujac, cykl prac naukowych, wchodzacych w sklad ocenianego osiggnigcia naukowego
w postepowaniu habilitacyjnym dr Marty Czernik, oceniam wysoko. Uzyskanie tak znaczacych
wynikow 1 osiggnigcie zatozonych celéw bylo mozliwe dzigki kompetencjom Habilitantki,
duzej samodzielnosci, ale takze dzigki dobrym umiej¢tnosciom wspotpracy A4
grupach/zespotach badawczych. Na podkreslenie zasluguje wysoki poziom warsztatu
badawczego Habilitantki, opartego o nowoczesne techniki 1 metody badawcze oraz
diagnostyczne, co umozliwito uzyskanie warto§ciowych wynikow, w tym posiadajacych cechy
odkry¢ naukowych.

4. Ocena dzialalnosci dydaktycznej i organizacyjnej

Dorobek dydaktyczny i organizacyjny dr Marty Czernik jest pokltosiem jej kariery zawodowej,
rozwijanej w os$rodkach naukowych za granica, przede wszystkim we Wloszech, na
Uniwersytecie Teramo w Teramo. Nalezy podkresli¢ m.in. jej aktywno$¢ w prowadzeniu zajec,
gtoéwnie w formie wyktadow, dla studentow z Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej i Wydziatu



Nauk Przyrodniczych i Technologii Rolno-Srodowiskowej Uniwersytetu Teramo.
Problematyka wyktadéw dotyczyta medycyny weterynaryjnej, biologii komorki 1 embriologii
ssakow. Ponadto, Habilitantka byta promotorem 6 prac magisterskich zrealizowanych na
Wydziale Medycyny Weterynaryjnej, a takze sprawowata opiek¢ naukowa nad doktorantami,
petnigc funkcje promotora pomocniczego w obu przewodach doktorskich.

Nalezy podkresli¢ aktywny udziat dr Marty Czernik w aranzowaniu spotkan: inauguracyjnego
(kick-off) i $rodokresowego (mid-term meeting), ale takze dwoch migdzynarodowych szkolen
oraz konferencji mi¢gdzynarodowej, organizowanych w ramach projektu H2020-MSCA-RISE-
2016. Udzial Habilitantki w tych przedsigwzigciach nie ograniczat si¢ do prac w komitetach
organizacyjnych, ale dala si¢ pozna¢ réwniez jako kreatywny organizator sesji tematycznych i
przewodniczaca jednej z nich.

Warto takze podkresli¢ jej udziat w migdzynarodowej, interdyscyplinarnej sieci badawczej,
dziatajacej w ramach projektu H2020-MSCA-RISE-2016, w zespole naukowcow
pochodzacych z 4 krajow europejskich (Wtochy, Hiszpania, Francja, Wegry) i dwoch spoza
Europy (Japonia i Tajlandia), ktorej celem jest opracowanie, alternatywnej w stosunku do
standardowej kriokonserwacji, strategii suchego zabezpieczania/przechowywania materiatu
biologicznego, w procesie liofilizacji.  Habilitanta brata rowniez udziat w pracach
prowadzonych w Centrum Zasobow Biologicznych RIKEN w Tsukubie/Japonia, problematyka
badawcza dotyczyla zagadnien zwigzanych z przeprogramowaniem jader komorkowych.
Nalezy takze zaakcentowa¢ czlonkostwo Habilitantki w sieciach badawczych COST Actions,
wypracowanych w ramach Europejskiego Programu Wspdipracy w Dziedzinie Badan
Naukowo-Technicznych (COST).

5. Podsumowanie

Dr Marta Czernik posiada bardzo warto$ciowy dorobek naukowy, ktéry stanowi istotny i
oryginalny wkiad do nauki $wiatowej w zakresie inzynierii embrionalnej i genetyczne;.
Wyniki badan przedstawionych w pracach wchodzacych w sktad ocenianego osiggnigcia
naukowego, majg znaczenie poznawcze, z wyraznym wskazaniem na wysoki potencjat
aplikacyjny. Konsekwencja badawcza, sp6jnos¢ tematyczna oraz wysoki poziom merytoryczny
prac opublikowanych przez dr Mart¢ Czernik, potwierdzony warto$ciami wspoiczynnikow
wpltywu i liczbg cytowan, §wiadcza o Jej znaczacej pozycji w srodowisku naukowym, a takze
o kreatywnosci 1 duzej samodzielno$ci, a to bez watpienia predestynuje Ja do stanowiska
samodzielnego pracownika naukowego.

Tym samym stwierdzam, ze wskazane przez dr Marte Czernik osiggniecie naukowe, a takze jej
catosciowy dorobek naukowy oraz dziatalno$¢ dydaktyczna i organizacyjna spetniaja wymogi
Ustawy i wnosz¢ o nadanie dr Marcie Czernik stopnia doktora habilitowanego.
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