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Recenzja rozprawy doktorskiej '"Rola czynnika transkrypceyjnego ETV1 w adhezji ludzkich
pluripotencjalnych komérek macierzystych i rozwoju in vitro ludzkiej endokrynnej trzustki"
autorstwa mgr Natalii Ziojly.

Praca doktorska Pani mgr Natalii Ziojty powstala w Zaktadzie Ekspresji Genow, Wydziatu Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Promotorkg pracy jest dr hab. Malgorzata Borowiak,
prof. UAM.

Celem pracy byto okreslenie roli czynnika transkrypcyjnego ETV1 w ludzkich zarodkowych
komorkach macierzystych, okreslanych w calej pracy, jako pluripotencjalne komoérki macierzyste (PSC),
zaréwno w stanie niezréznicowanym jak i podczas réznicowania w endodermg i komérki trzustki. Tytut dosy¢
dobrze opisuje zawarto$¢ pracy, chociaz stwierdzenie, ze badany byt rozwdj trzustki in vitro jest zbyt duzym
skrétem myslowym. Zadania szczegbtowe prowadzonych badan poszerzaly znaczaco ten cel o precyzyjng
analize ekspresji gendw w pluripotencjalnych i réznicujacych hESC, nie tylko tych, ktore zalezne byly
od ETV1. Z punktu widzenia badan podstawowych a takze medycyny regeneracyjnej efekty
przeprowadzonych badaf moga doprowadzi¢ do praktycznego wykorzystania komérek macierzystych
w medycynie. Biorac pod uwage wzrastajacg liczbe chorych na cukrzyce precyzyjne opisanie molekularnych
mechanizméw rozwoju trzustki oraz ich przelozenie na opracowanie metod terapii komoérkowych jest
kluczowe.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska to praca pisemna w jezyku polskim liczaca 252 strony
(1). To masywne dzieto sktada si¢ z Wykazu stosowanych skrétéw, Streszczeri w jgzyku polskim i angielskim,
Wstepu, Celu pracy, Wynikow, Dyskusji i perspektyw na przyszle badania, Podsumowania, Materiatow
i metod oraz Spisu literaturowego (oszacowatam go na okoto 250 pozycji). Praca zwiera takze spis publikacji,
autorstwa Doktorantki, ktore sa zwigzane z tematyka doktoratu (3), innych publikacji (1) oraz doniesien
konferencyjnych (4).

Wstep do rozprawy zostal bardzo dobrze przygotowany. W sposob szczegolowy i przystepny

przedstawia pluripotencjalne komorki macierzyste, kladac szczegolny nacisk na rozne odcienie pluripotenciji.
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Opisuje mechanizmy molekularne zaangazowane w jej utrzymanie a takze mozliwe wykorzystanie PSC
w terapiach in vitro. Bardzo dobrze scharakteryzowana zostata budowa i funkcja trzustki, jej rozwoj a takze
mozliwos¢ wykorzystania komorek macierzystych w medycynie. Na koncu przedstawiono czynnik
transkrypcyjny ETV 1. Odpowiedni poziom wnikliwosci, $wietne ilustracje, dobry jezyk (co nie jest statg cecha
calej pracy, ale o tym napisze w dalszej czgéci recenzji) sprawiaja, ze Wstep juz w obecnej formie mogtby
stanowi¢ artykul przegladowy. Wbrew pozorom polskojezyczne prace tego rodzaju stanowig pozadane
materiaty edukacyjne, zar6wno dla studentéw jak i dla uczniow szkét $rednich. Po zakoniczeniu lektury Wstepu
czutam si¢ gotowa do Wynikow.

W zasadzie brakuje mi dobrego, krétkiego okreslenia dla Wynikéw. Moze powinnam napisaé,
ze sg totalne? Ich ogrom na wstepie przyttacza, ale kiedy wpadnie si¢ W rytm, opisywane analizy zaczynaja
weiaga¢ w wielowatkowa historig. Pierwsza cze$é Wynikow dotyczy sposobu selekcji ETV 1, jako czynnika
potencjalnie zaangazowanego w rozwdj trzustki. Dokonano tego na podstawie wnikliwej analizy juz
dostgpnych danych. Wyniki z licznych prac oraz te umieszczone w bazach dane zostaly przeanalizowane przez
Doktorantke. Dzigki temu podsumowana zostala analiza ekspresji genéw badanych metoda scRNAseq
w rozwijajacych si¢ zarodkach, ale przede wszystkim w roznicujacych in vitro mysich i ludzkich komérkach
pluripotencjalnych. Czynnik ETV1 wyrazany byl zaréwno w epiblascie jak i w pierwotnej endodermie
zarodka, a nastgpnie w komorkach endokrynnych trzustki, w niezréznicowanych komérkach hESC, ale takze
podczas ich réznicowania w komérki endodermalne in vitro. Pozwole sobie juz tutaj zwrécié uwage
na okreslenie "rozwijajaca si¢ trzustka podczas réznicowania in vitro z ludzkich komérek PSC". No c¢éz,
trzustka rozwija si¢ in vivo, w zarodku. PSC in vitro roznicujg w takie czy inne komérki ani nie rozwijaja si¢
w ten czy inny narzad. Te precyzyjne zestawienia i analizy dostepnych danych daly podstawe
do sformutowania hipotezy, z¢ ETV1 odgrywa role w rozwoju trzustki. To zatozenie zostalo na kolejnych
etapach doktoratu skutecznie zweryfikowane serig precyzyjnie zaplanowanych doswiadczen i analiz
wykorzystujacych zaréwno mysie tkanki jak i réznicujace in vitro ludzkie ESC.

Wstepne badania potwierdzity ekspresje ETV1 w komérkach endokrynnych trzustek zarodkéw
myszy. Do kolejnych analiz postuzyly ludzkie ESC (hESC) linii Hues-iCas9. Patrzac na ogrom
przeprowadzonych analiz nie bede marudzi¢, ze do badan wybrano tylko jedng lini¢ komérkowa, chociaz
dobrze wiadomo, ze kazda linia jest odmienna i moga rozni¢ si¢ one zdolnosciami do réznicowania. Co moze
stanowic¢ zagrozenie dla prowadzonych badan. Szczesliwie, Jak wykazata Doktorantka, wybrana linia hESC
byta zdolna do réznicowania w kierunku komérek trzustki.

Kluczowg czgs$cig doktoratu byto okreslenie roli ETV1 w pluripotencji i réznicowaniu wykorzystujac
komorki, w ktérych doprowadzono do wylaczenia Jego ekspresji. Przebieg do$wiadczen majacych na celu
uzyskanie linii ETV1-KO zostal bardzo szczegétowo opisany. Pewien defekt tej czesci pracy stanowia
nieczytelne ryciny (rycina 25A, 27A). W zasadzie mogtoby ich nie by¢. Czcionki s tak male, ze nawet

gdybym chciata analizowa¢ sekwencje to nie byloby to mozliwe. Poréwnanie komérek WT i ETV1-KO
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przeprowadzono zaréwno dla komorek pluripotencjalnych jak i réznicujacych. Zastosowano wiele technik
pozwalajacych na stwierdzenie, ze komorki te raczej nie roznia si¢ potencjatem proliferacyjnym od komérek
kontrolnych a w niektérych warunkach hodowlanych charakteryzuja si¢ zwigkszong przyczepnoscia
do podtoza. Kluczowe dla tego etapu pracy bylo poréwnanie, metoda sekwencjowania, transktyptomu
komorek pluripotencjalnych obu linii WT i KO. Analiza ta wykazala szereg istotnych réznic sugerujac rolg
ETV1 w wielu funkcjach zyciowych badanych komérek. Komorki ETVI-KO charakteryzowata wyzsza
ekspresja biatek zwigzanych z adhezja do podioza. Wyniki "adhezyjne" potwierdzono analizujac
immunolokalizacje wybranych biatek adhezyjnych, Faktycznie, przy braku ETV1 zwigksza sie poziom takich
biatek. Dokumentacja fotograficzna tych analiz nie budzi zadnych watpliwosci. Doktorantka wykazata takze,
7e w komoérkach ETV1-KO dochodzi do hiperfosforylacji AKT (na rycinie 48 brakuje opisu western blota)
a nastgpnie zbadata jak na hESC wplywa modulacja $ciezek sygnatowych PI3K/AKT dokumentujac udziat tej
Sciezki w regulacji adhezji zaleznej od ETV1. Badane byly takze rozne aspekty regulacji pluripotencji (bez
spektakularnych wynikow) oraz sygnalizacji zaleznej od WNT. Niestety, adhezja wymaga prawidlowego
lub obnizonego poziomu ETV1. W przypadku nadekspresji tego hESC nie przylegaty prawidtowo do podtoza,
odklejaty sie, w zwiazku z tym ich szczegOtowe analizy nie byty mozliwe.

Drugi, etap analiz fenotypu dotyczyt réznicujgcych in vitro komorek WT i ETV1-KO. Réznicowano
je doprowadzajac do powstawania organoidéw i ich hodowli w odpowiednio dobranych warunkach. Czy
w jednym dotku szalki hodowlanej powstawato wiele organoidow? Uzyskane "klastry" komérek roznity sig
wielkoscig. Czy moglo mie¢ to wplyw na dynamike i efekty réznicowania? Czemu nie uzyskiwano kul
zarodkowych o zblizonych rozmiarach, np. technika "wiszacych kropel". Umieszczajac w kroplach podobng
liczbe komérek mozna uzyskac podobne kule/organoidy. Ulatwia to analize wptywu mutacji, np. na rozmiary
(proliferacjg), itd. Material jest jednak bardziej homogenny. Nie mniej jednak, analiza kolejnych etapow
réznicowania wykazata szereg istotnych zmian w ekspresji genéw wywotanych brakiem ETVI1. Bardzo
waznym odkryciem bylo to, ze czynnik ten jest niezbedny do powstawania ektodermy. Przy jego braku
dominowaty komérki pochodzenie endodermalnego i mezodermalnego. Analiza dalszych etapow
roznicowania w komorki beta trzustki (scRNAseq, immunolokalizacja) udowodnita, ze ETVI istotnie
odgrywa istotna rol¢ w powstawaniu komérek endokrynnych. Gorgco zachgcam wszystkich zainteresowanych
rozwojem trzustki do zapoznania si¢ z tymi analizami. Wyniki obejmujg ogrom zestawien i poréwnan
populacji komorek obecnych na kolejnych etapach réznicowania hESC i skarbnice, a wrecz studnig bez dna,
danych. Uzyskane wyniki swietnie dokumentuja kiedy ETV1 reguluje a kiedy nie reguluje roznicowania.
7 cala pewnoscia przy jego braku ograniczona jest populacja komorek PP, co zaburzalo powstawanie
tzw. wezesnych komorek beta trzustki. Moze to mieé zwiazek z zaburzeniami adhezji tych komorek.
Ostrzegam jedynie, ze nieczytelne sa ryciny 62 i 63, a przynajmniej ja nie bytam w stanie odcyfrowaé opiséw
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Podsumowujac, ogrom przeprowadzonych badan doprowadzit do uzyskania nowatorskich i bardzo
istotnych dla zrozumienia rozwoju trzustki wynikéw. Doktorantka zidentyfikowata i scharakteryzowata role
ETSV1 w adhezji komérkowej oraz w powstawaniu komérek beta trzustki. Wyniki zostaly przedstawione
W sposob logiczny, a to przy ich ogromie niekoniecznie byto tatwym zadaniem.

W Dyskusji wyniki zostaty skrupulatnie podsumowane i zestawione z istniejacy literatura dotyczaca
problematyki badan. Na szczegdlne podkreslenie i wyrdznienie zastuguje fakt, ze ten fragment pracy jest
bardzo zwigzly i dobrze przemyslany. Doktorantka unikneta btedu wielu mtodych naukowczyn i naukowcow
- powtarzania opisu wynikow. Uwazam, ze to dowod dojrzatoéci naukowej - prawidtowa selekcja materiatu
do dyskusji i jednoczesne unikniecie uproszczen, zwrécenie uwagi na perspektywy dalszych badan. W puli
uzyskanych danych jeszcze wiele pozostaje do przeanalizowania. Dyskusja nie budzi moich watpliwosci.

Materialy i metody. Podobnie jak w przypadku Wynikéw byt ich ogrom. Cele doktoratu mgr Natalia
Ziojta zrealizowata przeprowadzajac szereg bardzo dobrze zaplanowanych doswiadczen, podczas ktérych
wykorzystata liczne techniki wspétczesnej biologii komorki, biologii molekularnej, analizy bioinformatyczne.
Do metod tych zaliczajg sie m.in.: hodowle komérkowe, CHIP, analizy transkryptomu, qRT-PCR,
immunodetekcja, Western blotting i inne. Otrzymane dane poddane zostaly analizom bioiniformatycznym
i statystycznym. Zastosowanie roznorodnych metod pozwolito Doktorantce na doskonale opanowanie
warsztatu naukowca. Materialy i Metody prezentujg takze wykorzystane odczynniki i zastosowane techniki.

Rozprawa doktorska napisana jest po polsku. W zasadzie tylko Wstep jest napisany w sposob, ktory
budzitl moje male zastrzezenia. Pozostate czesci obfituja w zargonowe okreslenia czy bledy stylistyczne.
Sprawiaja wrazenie, ze ten ogrom danych i ich opisanie nie bylo tatwe, co akurat mnie nie dziwi. W warstwie
Jjezykowej czu¢ takze trud prowadzonych badan. Komérki sa odrywane, odczepiane, wyciagane z probowki,
pozywka Sciggana. Z obowiazku recenzenta zwroce uwage na kilka stylistycznie watpliwych okreslen
czy bledow. Przyktadowo: "doroste komorki (str. 19)", "prymitywna endoderma" (str. 30), "sgRNA na ekson
9 ze stezeniem sgRNA .." (str. 83), "komoérki w stezeniu" (str. 88), "przyrost konfluencji byt analizowany
z interwatem co dwie godziny.." (str. 92), "posiane w pasazu do pojedynczych komérek” (str. 92), "rozwdj
komérek w strone” (str. 144), "pozywka utrzymujgca plenipotencje” (str. 147), "zajda odwrotne mechanizmy
molekularne” (str. 186), "generacja organoidéw" (str. 196), "w wodzie wonnej od nukleaz" (str. 202), "plazmid
zostat transformowany do komérek" (str. 209), itd. Nie jestem pewna czy wszystkie nazwy genow nalezy
tltumaczy¢ na polski - orthodenticle homeobox 2 (OTX2) brzmi zdecydowanie lepiej niz ortodontyczny gen 2.
No ale nobody's perfect.

Podsumowujac, mgr Natalia Ziojta zrealizowata wszystkie postawione cele. Jej TY TANICZNY wrecz
wysitek pozwolit na wielowatkowa analiz¢ ludzkich ESC, okreslenie roli ETSV1 w komérkach
pluripotencjalnych i roznicujacych w komérki beta trzustki. Dostarczyt materiat do dalszych badan.

Przeprowadzone doswiadczenia i analiza uzyskanych wynikéw $wiadcza o samodzielnosci i dojrzatosci
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Doktorantki. Co istotne, podczas realizacji doktoratu pani mgr Ziojta opublikowata juz czgs¢ rezultatow
oraz uczestniczyta w innych projektach badawczych.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymaganiami art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2018 poz. 1668
z pozn. zm.) i wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne na Uniwersytecie Adama
Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Natalii Ziojty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ze wzgledu na wysoka wartos¢ naukowa przedstawionej rozprawy, jej nowatorski charakter, i stworzenie
podioza do dalszych badan o duzym znaczeniu takze aplikacyjnym, wnioskuje 0 wyrdznienie rozprawy

stosowng nagroda.
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Recenzja rozprawy doktorskiej '"Rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w adhezji ludzkich
pluripotencjalnych komérek macierzystych i rozwoju in vitro ludzkiej endokrynnej trzustki''
autorstwa mgr Natalii Ziojly.

Praca doktorska Pani mgr Natalii Ziojty powstata w Zakladzie Ekspresji Genow, Wydziatu Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Promotorka pracy jest dr hab. Malgorzata Borowiak,
prof. UAM.

Celem pracy byto okreslenie roli czynnika transkrypcyjnego ETVI w ludzkich zarodkowych
komoérkach macierzystych, okreslanych w calej pracy, jako pluripotencjalne komorki macierzyste (PSC),
saréwno w stanie niezréznicowanym jak i podczas réznicowania w endoderme i komorki trzustki. Tytut dosy¢
dobrze opisuje zawarto$¢ pracy, chociaz stwierdzenie, ze badany byl rozwoj trzustki in vitro jest zbyt duzym
skrotem myslowym. Zadania szczegotowe prowadzonych badan poszerzaly znaczaco ten cel o precyzyjna
analize ekspresji genow w pluripotencjalnych i réznicujacych hESC, nie tylko tych, ktore zalezne byly
od ETVI1. Z punktu widzenia badan podstawowych a takze medycyny regeneracyjnej efekty
przeprowadzonych badan moga doprowadzi¢ do praktycznego wykorzystania komorek macierzystych
w medycynie. Biorgc pod uwage wzrastajacg liczbg chorych na cukrzyce precyzyjne opisanie molekularnych
mechanizméw rozwoju trzustki oraz ich przetozenie na opracowanie metod terapii komorkowych jest
kluczowe.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska to praca pisemna W jezyku polskim liczaca 252 strony
(1). To masywne dzieto skfada si¢ z Wykazu stosowanych skrétéw, Streszczer w jezyku polskim i angielskim,
Wstepu, Celu pracy, Wynikow, Dyskusji i perspektyw na przyszle badania, Podsumowania, Materialéw
i metod oraz Spisu literaturowego (oszacowatam go na okoto 250 pozycji). Praca zwiera takze spis publikacji,
autorstwa Doktorantki, ktore sa zwigzane z tematyka doktoratu (3), innych publikacji (1) oraz doniesien
konferencyjnych (4).

Wstep do rozprawy zostal bardzo dobrze przygotowany. W sposob szczegétowy i przystgpny
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Opisuje mechanizmy molekularne zaangazowane w jej utrzymanie a takze mozliwe wykorzystanie PSC
w terapiach in vitro. Bardzo dobrze scharakteryzowana zostata budowa i funkcja trzustki, jej rozwdj a takze
mozliwos$¢ wykorzystania komérek macierzystych w medycynie. Na koncu przedstawiono czynnik
transkrypcyjny ETV 1. Odpowiedni poziom wnikliwosci, swietne ilustracje, dobry jezyk (co nie jest stala cecha
calej pracy, ale o tym napisze w dalszej czesci recenzji) sprawiaja, ze Wstgp juz w obecnej formie mogiby
stanowi¢ artykut przegladowy. Wbrew pozorom polskojezyczne prace tego rodzaju stanowia pozadane
materiaty edukacyjne, zaréwno dla studentow Jak i dlaucznidw szkot srednich. Po zakonczeniu lektury Wstepu
czutam si¢ gotowa do Wynikow.

W zasadzie brakuje mi dobrego, krotkiego okreslenia dla Wynikéw. Moze powinnam napisaé,
ze sg totalne? Ich ogrom na wstepie przytlacza, ale kiedy wpadnie si¢ w rytm, opisywane analizy zaczynaja
weiggaé w wielowatkowa historie. Pierwsza czgs¢ Wynikéw dotyczy sposobu selekeji ETV1, jako czynnika
potencjalnie zaangazowanego w rozwdj trzustki. Dokonano tego na podstawie wnikliwej analizy juz
dostgpnych danych. Wyniki z licznych prac oraz te umieszczone w bazach dane zostaly przeanalizowane przez
Doktorantke. Dzigki temu podsumowana zostala analiza ekspresji genow badanych metoda scRNAseq
w rozwijajacych sie zarodkach, ale przede wszystkim w réznicujacych in vitro mysich i ludzkich komérkach
pluripotencjalnych. Czynnik ETV1 wyrazany byl zaréwno w epiblascie jak i w pierwotnej endodermie
zarodka, a nastepnie w komoérkach endokrynnych trzustki, w niezréznicowanych komérkach hESC, ale takze
podczas ich réznicowania w komérki endodermalne in vitro. Pozwol¢ sobie juz tutaj zwrécié uwage
na okreslenie "rozwijajgca sie trzustka podczas réznicowania in vitro z ludzkich komérek PSC". No coz,
trzustka rozwija si¢ in vivo, w zarodku. PSC in vitro roznicujg w takie czy inne komérki ani nie rozwijaja si¢
W ten czy inny narzad. Te precyzyjne zestawienia i analizy dostgpnych danych daly podstawe
do sformutowania hipotezy, ze ETV 1 odgrywa rolg w rozwoju trzustki. To zalozenie zostalo na kolejnych
etapach doktoratu skutecznie zweryfikowane serig precyzyjnie zaplanowanych do$wiadczen i analiz
wykorzystujacych zaréwno mysie tkanki Jjak i réznicujace in vitro ludzkie ESC.

Wstepne badania potwierdzity ekspresje ETV1 w komérkach endokrynnych trzustek zarodkow
myszy. Do kolejnych analiz postuzyly ludzkie ESC (hESC) linii Hues-iCas9. Patrzac na ogrom
przeprowadzonych analiz nie bede marudzi¢, ze do badan wybrano tylko jedng linig komoérkowa, chociaz
dobrze wiadomo, ze kazda linia jest odmienna i moga rozni¢ si¢ one zdolno$ciami do réznicowania. Co moze
stanowi¢ zagrozenie dla prowadzonych badan. Szczgsliwie, jak wykazata Doktorantka, wybrana linia hESC
byta zdolna do réznicowania w kierunku komérek trzustki.

Kluczowg czgscig doktoratu byto okreslenie roli ETV1 w pluripotencji i roznicowaniu wykorzystujgc
komorki, w ktoérych doprowadzono do wylgczenia jego ekspresji. Przebieg doswiadczen majacych na celu
uzyskanie linii ETV1-KO zostal bardzo szczegotowo opisany. Pewien defekt tej czgsci pracy stanowig
nieczytelne ryciny (rycina 25A, 27A). W zasadzie mogtoby ich nie by¢. Czcionki sa tak mate, ze nawet

gdybym chciata analizowaé sekwencje to nie byloby to mozliwe. Poréwnanie komérek WT i ETV1-KO
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przeprowadzono zaréwno dla komoérek pluripotencjalnych jak i réznicujacych. Zastosowano wiele technik

pozwalajacych na stwierdzenie, ze komorki te raczej nie réznia si¢ potencjatem proliferacyjnym od komorek
kontrolnych a w niektorych warunkach hodowlanych charakteryzuja si¢ zwigkszona przyczepnoscia
do podioza. Kluczowe dla tego etapu pracy bylo poréwnanie, metoda sekwencjowania, transktyptomu
komoérek pluripotencjalnych obu linii WT i KO. Analiza ta wykazata szereg istotnych réznic sugerujac role
ETV1 w wielu funkcjach zyciowych badanych komorek. Komoérki ETV1-KO charakteryzowata wyzsza
ekspresja biatek zwigzanych z adhezja do podioza. Wyniki "adhezyjne" potwierdzono analizujac
immunolokalizacje wybranych biatek adhezyjnych, Faktycznie, przy braku ETV1 zwigksza si¢ poziom takich
biatek. Dokumentacja fotograficzna tych analiz nie budzi zadnych watpliwosci. Doktorantka wykazata takze,
7e w komérkach ETV1-KO dochodzi do hiperfosforylacji AKT (na rycinie 48 brakuje opisu western blota)
a nastepnie zbadata jak na hESC wplywa modulacja $ciezek sygnatowych PI3K/AKT dokumentujac udziat tej
$ciezki w regulacji adhezji zaleznej od ETV1. Badane byly takze rozne aspekty regulacji pluripotencji (bez
spektakularnych wynikoéw) oraz sygnalizacji zaleznej od WNT. Niestety, adhezja wymaga prawidlowego
lub obnizonego poziomu ETV1. W przypadku nadekspresji tego hESC nie przylegaly prawidtowo do podtoza,
odklejaty sig, w zwiazku z tym ich szczegbtowe analizy nie byly mozliwe.

Drugi, etap analiz fenotypu dotyczyt roznicujacych in vitro komorek WT i ETV1-KO. Roznicowano
je doprowadzajac do powstawania organoidéw i ich hodowli w odpowiednio dobranych warunkach. Czy
w jednym dotku szalki hodowlanej powstawato wiele organoidéw? Uzyskane "klastry" komorek réznily si¢
wielkoscig. Czy moglo mie¢ to wplyw na dynamike i efekty roznicowania? Czemu nie uzyskiwano kul
zarodkowych o zblizonych rozmiarach, np. technika "wiszacych kropel". Umieszczajac w kroplach podobng
liczbe komérek mozna uzyska¢ podobne kule/organoidy. Utatwia to analiz¢ wplywu mutacji, np. na rozmiary
(proliferacje), itd. Material jest jednak bardziej homogenny. Nie mniej jednak, analiza kolejnych etapow
réznicowania wykazata szereg istotnych zmian w ekspresji genéw wywolanych brakiem ETVI1. Bardzo
waznym odkryciem bylo to, ze czynnik ten jest niezbedny do powstawania ektodermy. Przy jego braku
dominowaty komorki pochodzenie endodermalnego i mezodermalnego. Analiza dalszych etapow
réznicowania w komorki beta trzustki (scRNAseq, immunolokalizacja) udowodnita, ze ETV1 istotnie
odgrywa istotna role w powstawaniu komoérek endokrynnych. Goraco zachgcam wszystkich zainteresowanych
rozwojem trzustki do zapoznania si¢ z tymi analizami. Wyniki obejmujg ogrom zestawien i poréwnafi
populacji komorek obecnych na kolejnych etapach réznicowania hESC i skarbnice, a wreez studnig bez dna,
danych. Uzyskane wyniki $wietnie dokumentuja kiedy ETV1 reguluje a kiedy nie reguluje réznicowania.
7 calg pewnoscia przy jego braku ograniczona jest populacja komoérek PP, co zaburzato powstawanie
tzw. wezesnych komoérek beta trzustki. Moze to mie¢ zwiazek z zaburzeniami adhezji tych komorek.
Ostrzegam jedynie, ze nieczytelne sa ryciny 62 i 63, a przynajmniej ja nie bytam w stanie odcyfrowac opisow

0si.
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Podsumowujac, ogrom przeprowadzonych badan doprowadzit do uzyskania nowatorskich i bardzo
istotnych dla zrozumienia rozwoju trzustki wynikéw. Doktorantka zidentyfikowata i scharakteryzowata role
ETSVI w adhezji komérkowej oraz w powstawaniu komérek beta trzustki. Wyniki zostaly przedstawione
W sposob logiczny, a to przy ich ogromie niekoniecznie byto tatwym zadaniem.

W Dyskusji wyniki zostaty skrupulatnie podsumowane i zestawione z istniejgcq literaturg dotyczacg
problematyki badan. Na szczegdlne podkreslenie i wyrdznienie zastuguje fakt, ze ten fragment pracy jest
bardzo zwigzty i dobrze przemyslany. Doktorantka unikneta bedu wielu miodych naukowezyn i naukowcow
- powtarzania opisu wynikow. Uwazam, ze to dowod dojrzatosci naukowe;j - prawidtowa selekcja materiatu
do dyskusji i jednoczesne uniknigcie uproszczen, zwrocenie uwagi na perspektywy dalszych badan. W puli
uzyskanych danych jeszcze wiele pozostaje do przeanalizowania. Dyskusja nie budzi moich watpliwosci.

Materialy i metody. Podobnie jak w przypadku Wynikéw byt ich ogrom. Cele doktoratu mgr Natalia
Ziojta zrealizowata przeprowadzajac szereg bardzo dobrze zaplanowanych do$wiadczen, podczas ktorych
wykorzystata liczne techniki wspétczesnej biologii komérki, biologii molekularnej, analizy bioinformatyczne.
Do metod tych zaliczajg si¢ m.in.: hodowle komérkowe, CHIP, analizy transkryptomu, qRT-PCR,
immunodetekcja, Western blotting i inne. Otrzymane dane poddane zostaly analizom bioiniformatycznym
1 statystycznym. Zastosowanie roznorodnych metod pozwolito Doktorantce na doskonate opanowanie
warsztatu naukowca. Materialy i Metody prezentuja takze wykorzystane odczynniki i zastosowane techniki.

Rozprawa doktorska napisana jest po polsku. W zasadzie tylko Wstegp jest napisany w sposob, ktory
budzit moje male zastrzezenia. Pozostate czgsci obfituja w zargonowe okreslenia czy bledy stylistyczne.
Sprawiaja wrazenie, Ze ten ogrom danych i ich opisanie nie byto tatwe, co akurat mnie nie dziwi. W warstwie
Jezykowej czu¢ takze trud prowadzonych badaf. Komérki sa odrywane, odczepiane, wyciggane z probéwki,
pozywka Sciggana. Z obowigzku recenzenta zwrécg uwage na kilka stylistycznie watpliwych okreslen
czy btedéw. Przyktadowo: "doroste komérki (str. 19)", "prymitywna endoderma" (str. 30), "sgRNA na ekson
9 ze stezeniem sgRNA .." (str. 83), "komérki w stezeniu" (str. 88), "przyrost konfluencji byt analizowany
z interwatem co dwie godziny.." (str. 92), "posiane w pasazu do pojedynczych komérek" (str. 92), "rozwdj
komorek w strone” (str. 144), "pozywka utrzymujaca plenipotencje" (str. 147), "zajda odwrotne mechanizmy
molekularne” (str. 186), "generacja organoidow" (str. 196), "w wodzie wonnej od nukleaz" (str. 202), "plazmid
zostat transformowany do komérek" (str. 209), itd. Nie Jjestem pewna czy wszystkie nazwy genéw nalezy
tlumaczy¢ na polski - orthodenticle homeobox 2 (OTX2) brzmi zdecydowanie lepiej niz ortodontyczny gen 2.
No ale nobody's perfect.

Podsumowujac, mgr Natalia Ziojta zrealizowata wszystkie postawione cele. Jej TY TANICZNY wrecz
wysitek pozwolit na wielowatkowa analize ludzkich ESC, okreslenie roli ETSV1 w komérkach
pluripotencjalnych i réznicujagcych w komérki beta trzustki. Dostarczyl materiat do dalszych badan.

Przeprowadzone doswiadczenia i analiza uzyskanych wynikéw $wiadcza o samodzielnosci i dojrzatosci
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Doktorantki. Co istotne, podczas realizacji doktoratu pani mgr Ziojta opublikowata juz czgs¢ rezultatow
oraz uczestniczyla w innych projektach badawczych.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetia wszystkie wymaganiami art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2018 poz. 1668
z pézn. zm.) i wnoszg do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne na Uniwersytecie Adama
Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Natalii Ziojly do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ze wzgledu na wysoka wartos¢ naukowa przedstawionej rozprawy, jej nowatorski charakter, i stworzenie
podtoza do dalszych badan o duzym znaczeniu takze aplikacyjnym, wnioskujg o wyroznienie rozprawy

stosowng nagroda.
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