Krakoéw, 19.12.2022

Recenzja pracy doktorskiej mgr Natalii Marii Ziojly pt. Rola czynnika transkrypcyjnego
ETVI w adhezji ludzkich pluripotencjalnych komorek macierzystych i rozwoju in vitro ludzkiej

endokrynnej trzustki

Wiasciwos$ci ludzkich pluripotencjalnych komorek macierzystych stwarzaja szansg¢ na ich
wykorzystanie w medycynie regeneracyjnej, w szczegolnosci w terapii chordb tych narzadow,
w ktorych nie wystepuja tkankowe komorki macierzyste. Nalezy do nich trzustka, a
mozliwosci regeneracji komorek produkujacych insuling sg przedmiotem intensywnych badan
z  wykorzystaniem zarodkowych komoérek macierzystych oraz  indukowanych
pluriptencjalnych macierzystych, jedynych znanych obecnie komorek zdolnych do
efektywnego réznicowania do komorek wysepek trzustkowych. Mimo niewatpliwego,
olbrzymiego postepu w badaniach i zgromadzonej wiedzy, opracowane metody réznicowania
komorek pluripotencjalnych do komorek beta trzustki sg czaso- i kosztochtonne i dalece mato
efektywne w stosunku do oczekiwan. Dalsze poznawanie procesow, ktorych wykorzystanie
moze ulepszy¢ stosowane metody jest wiec niewatpliwie uzasadnione.

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Natalii Marii Ziojty, zatytulowana
wRola czynnika transkrypcyjnego ETVI w adhezji ludzkich pluripotencjalnych komorek
macierzystych i rozwoju in vitro ludzkiej endokrynnej trzustki” wpisuje si¢ w te tematyke.
Praca doktorska zostala wykonana w Zakladzie Ekspresji Genéw Wydzialu Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, pod kierunkiem pani dr hab. Malgorzaty
Borowiak, prof. UAM, ktoérej dotychczasowe osiagnigcia w zakresie badan nad
mechanizmami réznicowania komorek pluripotencjalnych sa szeroko znane i cytowane..
Badania przedstawione w rozprawie byly zatem, jak mozna si¢ bylo spodziewaé, bardzo
dobrze zaplanowane pod wzgledem metodycznym. Ogrom pracy, jaki wykonata Doktorantka
budzi uznanie, przytlacza za§ rozmiar rozprawy, liczacej 252 strony. To oczywiscie
humorystyczny ,,zarzut”, ale wart podniesienia, chociaz wilasciwie obecnie mozna si¢
podobnej wielko$ci rozpraw spodziewaé, w sytuacji, gdy pojedyncze publikacje liczg nieraz
sto lub nawet wigcej stron.

Rozprawa ma uktad klasyczny, chociaz od niego nieco odbiega umieszczenie
materialow 1 metod na koncu rozprawy, jest to jednak oczywiscie takze przyjety 1 stosowany
sposob. W obszernym wstepie Doktorantka dyskutuje szeroko zagadnienie pluripotencji
komoérek macierzystych oraz badania nad roznicowaniem komoérek pluripotencjalnych do
komorek trzustki. Cele pracy sga bardzo dobrze sformutowane, nastepuje po nich obszerny
rozdziat Wyniki, ktore zostaty krotko przedyskutowane w rozdziale ,,Dyskusja i perspektywy
na przyszte badania”. Dyskusja jest by¢ moze trochg zbyt zwigzta jak na rozmiar pracy, mozna
jednak uzna¢, ze odnosi do wszystkich najwazniejszych wynikéw i rozwaza tematy do

dalszych badan.
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Po ,,Dyskusji” wyniki zostaly raz jeszcze omowione w Podsumowaniu (rozdziat 5),
a na koncu opisane zostaly Materialty i Metody zastosowane w pracy. Rozprawe konczy

obszerny spis ponad 200 pozycji literatury.

Analiza uzyskanych wynikow

Jak wynika z tytutu, celem badan opisanych w rozprawie byto okreslenie roli czynnika
transkrypcyjnego ETV1 w ludzkich komérkach pluripotencjalnych, w tym okreslenie udziatu
tego czynnika w procesach réznicowania komorek pluripotencjalnych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem réznicowania do komorek trzustki.

Na wyniki skladajg si¢ obszerne analizy bioinformatyczne wykonane najpierw na
podstawie danych dostgpnych w bazach zawierajacych wyniki sekwencjonowan. Na
podstawie danych z sekwencjonowania pojedynczych ptodowych trzustek mysich zostat
wytypowany czynnik transkrypcyjny ETV1 i Doktorantka poddata go badaniu w dobrze
zaplanowanych dos$wiadczeniach z wykorzystaniem linii ludzkich zarodkowych komorek
macierzystych, w ktorych sekwencja kodujaca ETV1 byta poddana edycji z zastosowaniem
metody CRISPR/Cas9. Do tego celu Autorka wykorzystata uzyskang przez innych badaczy
linig ESC ze stabilna, indukowana ekspresja Cas9, natomiast sama projektowata sekwencje
sgRNA. W takich komoérkach zostaty wykonane analizy dotyczace wptywu wylaczenia ETV1
na wilasciwosci komorek (proliferacje, migracje oraz adhezje), ze zbadaniem potencjalnych,
zaangazowanych w te procesy szlakéw molekularnych. Nastepnie te komorki postuzyty do
badania ekspresji genow odpowiedzialnych za pluripotencjg, roznicowania tych komoérek do
trzech listkow zarodkowych oraz do komorek trzustki. W tej trzeciej czesci wynikow znowu
dominujg analizy bioinformatyczne, w tym przeprowadzonych sekwencjonowan RNA z
pojedynczych komoérek

Uzyskane przez Doktorantk¢ wyniki wskazuja, ze ETV1 ulega bardzo wysokiej
ekspresji w badanej linii komorek pluripotencjalnych. Wylaczenie ETV1 prowadzi do
zwigkszania liczby komorek przylegajacych do podtoza, co jak pokazaty dalsze analizy, jest
wynikiem zwigkszonej adhezji komodrek. Analizujac wyniki RNAseq porownujace ekspresje
gendw w komorkach typu dzikiego oraz komérkach z wylaczong ekspresje ETV1 Autorka
wskazuje kilka potencjalnych genow, ktorych zmiana ekspresji moze by¢ jej zdaniem
odpowiedzialna za zwigkszong adhezje. Poszukujac mechanizméw molekularnych wskazuje
na fosforylacj¢ kinazy Akt, zwigkszong w komorkach pozbawionych ETV1. Dalsze badania
pokazaly, ze zahamowanie aktywnosci Akt w komoérkach z wytaczonym ETV przywraca
adhezje komodrek do poziomu obserwowanego w komorkach dzikach. Kolejne analizy
wykazaty, ze miedzy komérkami pozbawionymi ETV1 a komérkami typu dzikiego nie ma
roznic w ekspresji genow zwigzanych z pluripotencja. Niemniej rola czynnika ETV1 ujawnia
si¢ w trakcie réznicowania, bowiem komorki pozbawione ETV1 roznicuja preferencyjnie do
mezodermy i endodermy, wykazujac uposledzone roznicowanie do ektodermy, co przektada

si¢ na uposledzone tworzenie komorek produkujacych insuling.



Badania te wskazujg na znaczenie czynnika ETV1 dla prawidtowego rozwoju
ludzkich komoérek pluripotencjalnych. Co wigcej, sugeruja, ze nie tylko obecnos¢, ale i
prawidtowy poziom tego czynnika w komorkach pluriptencjalnych jest kluczowy, bowiem
wydaje si¢, ze zwigkszenie jego ekspresji ponad poziom fizjologiczny jest dla komoérek bardzo

niekorzystne, prowadzac do utraty przez nie zdolnos$ci adhezji i w konsekwencji $mier¢.

Zalety doktoratu

Oceniana rozprawa prezentuje nowoczesne podejscie w poszukiwaniu nowych szlakow
molekularnych, ktorych regulacja ma znaczenie w funkcjonowaniu i rdéznicowaniu
pluripotencjalnych komorek macierzystych. Doktorantka wykazala si¢ umiejetnosciag
globalnej analizy ekspresji genéw i wykorzystania tej wiedzy do analizy funkcji wybranego
genu — ETV1. Praca pokazuje umiejetnos$ci Doktorantki w zakresie hodowli i analizy funkcji
komoérek plulripotencjalanych, znajomo$ci i wykorzystania technik edycji genow
CRISPR/Cas9. Otrzymane wyniki moga si¢ przyczyni¢ do opracowania skuteczniejszych
metod uzyskiwania komorek trzustki zdolnych do produkcji insuliny.

Rozprawa prezentuje duza wiedze teoretyczng Doktorantki a takze liczne umiejetnosci
praktyczne, obejmujace analizy bioinformatyczne z wykorzystaniem wynikow
sekwencjonowania nowej generacji, hodowli komorek, zastosowania licznych metod biologii

molekularnej i biologii komorki.

Uwagi krytyczne i pytania

Uwagi dotyczgce planowania i przeprowadzenia doswiadczen o raz interpretacji wynikow

1. W badaniach wykorzystano technike CRISPR/Cas9, ktorej zastosowanie zwigzane
jest z wystepowaniem tzw. off-target effects, czyli niepozadanej edycji odcinkow
DNA wykazujacych pewna homologie do sekwencji majacych by¢ specyficznie
rozpoznawanych przez sgRNA. Jest to wskazane, tym bardziej, ze Doktorantka
stosowata kilka sekwencji sgRNA. Czy przeprowadzone zostaty analizy nad
wystepowaniem takich potencjalnych miejsc i co taka weryfikacja pokazata? W
zwiazku z do$wiadczeniami nad edycja genu nie jest jasne, co Doktorantka rozumie
pod stwierdzeniem specyficznosci delecji 1 wskazaniem na rycinie 26 “smugi

widoczne po reakcji PCR”...?

2. Doktorantka informuje, ze w przypadku obu wyprowadzonych klonéw H3 i D1 doszto
to takiej samej, homozygotycznej mutacji wprowadzajgcej przedwczesny kodon stop.
Niemniej analiza qPCR wykryla, co prawda obnizong, ale jednak ekspresjc mRNA
ETV1, 1 co zastanawiajace, badanie Western blot wykryto w komorkach biatko ETV1,
w tym spadek ilosci biatka w klonie D1 tylko o 59.5%. Jak Doktorantka wytlumaczy

uzyskane wyniki?



Na stronie 199 Doktorantka napisata: "Rowny i okrqgly ksztatt kolonii wskazywal, ze
wyrosta ona z pojedynczej komorki (...)". Czy nie jest to zbyt daleko idaca
interpretacja? Czy ksztatt kolonii powstatych z dwoch lub trzech komorek potozonych

obok siebie takze nie moglby by¢ tak regularny?

Na podstawie analizy stopnia konfluencji hodowli komorek typu dzikiego i
pozbawionych ETV1 (wyniki przedstawione na ryc. 33 i 34) Doktorantka stwierdza
ze nie wystepuja roznice w proliferacji miedzy badanymi komoérkami. Czy wyniki
pokazane na ryc. 34, sugerujace pewne roznice w tempie przyrostu konfluencji nie
sktaniaja jednak do weryfikacji poprzez zastosowanie innych metod badania

proliferacji komorek?

Wyniki pomiaru ekspresji bialek zwigzanych z adhezja komorkowa zostaty wykonane
na podstawie analizy intensywnosci fluorescencji (s. 120 oraz wyniki pokazane na
ryc. 46). Immunofluorescencyjna detekcja bialek jest oczywiscie uzasadniona i ma
warto$¢ informacyjna, a zdjecia pokazane na ryc. 46 istotnie zdaja si¢ przynajmniej
czesciowo popiera¢ konkluzje Doktorantki. Nalezy jednak pamigtac, ze analiza
immunofluorescencji nie jest metoda ilosciowa 1 do przeprowadzonych ocen czy tez
,pomiarow intensywnosci fluorescencji” nalezy podchodzi¢ z ostroznoscig. Czy
Doktorantka planuje lub moze juz wykonala sprawdzenie ekspresji wybranych
biatek/genow za pomoca metody Western blot lub ewentualnie dodatkowo
ilosciowym RT-PCR? Jest to wskazane, zwlaszcza, ze w przypadku innych biatek

(Akt) analiza Western blot zostata wykonana.

Przeprowadzone analizy gendw i posrednio biatek zwigzanych z adhezja wskazuja na
potencjalnych kandydatow odpowiedzialnych za obserwowang zwickszona adhezje
komorek PC pozbawionych ETVI1. Czy Doktorantka moze juz sprawdzata, lub
planuje zbadanie, ktore z biatek adhezyjne (integryna 5a, e-kadheryna, winkulina oraz
paksylina) moze odgrywac istotna/najwazniejsza role, zwlaszcza, ze jak wida¢ z

ryciny 36, adhezja moze by¢ zmieniona w przypadku okreslonych rodzajow podtozy.

Dos$wiadczenia z nadekspresjg ETV1 pokazaty, ze komorki transfekowane plazmidem
z ETVI odczepiaty si¢ od poditoza (s. 123). Czy Doktorantka podj¢ta probe
zastosowania mniejszej ilosci plazmidu, badz sprawdzenia efektu nadekspresji E7V1
w komorkach jeszcze przed oderwaniem si¢ od podtoza? Mozliwa jest takze zmiana
promotora na indukowany badz zastosowanie stabszego (np. jakiego?), co Autorka

rozwaza w dyskusji.

Zwigkszona adhezja w przypadku wylaczenia ETVI, a przede wszystkim bardzo
szybkie odczepianie si¢ komorek od podtoza w przypadku nadekspresji E7V1 moze



by¢ takze zwigzane z wptywem ETV1 na przezywalnos¢ komorek, co Doktorantka
takze sugeruje. Czy w zwigzku z tym zostaly wykonane odpowiednie testy na
zywotnos¢ komorek? Wykorzystanie, jak Doktorantka napisata, ekspresji GFP do
monitorowania zywotnosci komoérek z nadekspresja ETVI (s. 207) nie jest

wystarczajace 1 nie jest to test na obumieranie i przezywanie.

9. W poszukiwaniu mechanizmu odpowiedzialnego za role¢ ETV1 w adhezji komorek
Doktorantka podje¢ta si¢ doktadniejszego zbadania Sciezki sygnalizacyjnej PI3K/Akt,
ktora byta zmieniona w analizie RNA seq i potwierdzona za pomocg analizy Western.
Wiyniki te sg interesujgce 1 wskazuja na zmiang w ilosci ufosforylowanej postaci Akt,
jednak ze wzgledu na to, iz analizy zostaly wykonane tylko jeden raz (jak wynika z
ryciny 48), wymagaja one powtdrzenia i potwierdzenia. Bardziej miarodajne sg inne
wyniki pokazane na ryc 49, wskazujace, ze zahamowanie aktywnos$ci Akt w
komorkach z wylagczonym ETV1 przywraca adhezje komorek do poziomu
obserwowanego w komorkach dzikach. Badania te maja duza warto$¢, poniewaz
zostaly wykonane z uzyciem roéznych dawek inhibitora. Analogicznie, aktywacja
szlaku PI3/Akt przez insuling w komorkach dzikich prowadzi do zwickszenia adhezji
do poziomu obserwowanego w komorkach z wytaczona ekspresja ETV1. W tym
konteks$cie warto byloby przeprowadzi¢ takie badania (hamowanie/wyciszanie
ekspresji) innych genow zwigzanych z adhezja, przy ktorych Doktorantka ograniczyta

si¢ do pomiaru immunofluorescencji, co wskazalem wczesnie;j.

10. Autorka w swoich badaniach skoncentrowata si¢ na jednej linii komdrkowe;j. Pojawia
si¢ zatem pytanie, na ile te wyniki bedg potwierdzone w innych liniach komorek
pluripotencjalnych, w tym takze w komorkach iPSC? Czy Doktorantka ma moze juz

w tym zakresie jakie§ wyniki, ktore nie zostaly przedstawione w rozprawie?

Uwagi o charakterze technicznym

1. Jakie jest pochodzenie linii Hues8-iCas9? — w M&M na stronie 195 brak informacji.
Na stronie 80 jest wzmianka o oryginalnym wyprowadzeniu linii, ale nie wiadomo
czy pochodzi ona z tego wskazanego laboratorium i zostata przekazana w ramach

wymiany naukowej, czy tez zostala zakupiona?

2. Str. 207 — jak nalezy rozumie¢ zdanie: Komorki inkubowano przez 96 godzin z
interwatem 2-godzinnym w 370C w atmosferze zawierajgcej 5% COZ2 (domyslam sig,
ze chodzi o analizg proliferacji co dwie godziny, tak jak to autorka opisuje na stronie

92)?



3. Brakuje informacji o zgodzie komisji etycznej na wykonanie badan na zwierzgtach

(str. 211).

4. W M&M brak rozdziatu o analizie statystycznej (chociaz pewne informacje sg pod
wykresami). Do analiz wielu grup (Rycina 49) nalezalo jednak zastosowaé analize

Anova z testem post-hoc, a nie test t-Studenta.

5. Nie jest jasne, czemu stuzy tak bardzo precyzyjne (do trzeciego miejsca po przecinku)
podawanie warto$ci roznic w ekspresji genodw, jak na stronie 142, (np. 262, 375 razy
réznica w ekspresji SOX17 migdzy komoérkami ETV1-KO a komoérkami typu
dzikiego)?

6. Autorka zastosowala szereg metod i analiz, chociaz nie wszystkie doswiadczenia
przyniosty dajace si¢ intepretowa¢ wyniki i mozna si¢ zastanawiaé, czy byly to
powody obiektywne czy przyczyny techniczne, jak np. w przypadku analizy Chip-seq
oraz CUT&RUN (s. 137-138). Nie jest do konca jasne, dlaczego Doktorantka
zdecydowata si¢ zamie$ci¢ w doktoracie takie analizy, bowiem w mojej ocenie nie
wnoszg one istotnej wartosci do (bardzo dobrej) jakosci pracy, a nie sa to tzw. wyniki
negatywne z rodzaju niepotwierdzajacych hipotezy, czyli wyniki, ktdre warto i trzeba

pokazywac.

Uwagi redakcyjne.

1. Zauwazylem drobne niescistosci w numeracji rycin — zdjecia na stronie 148 i wykresy
pokazujace ekspresje SOX1 i FOXA?2 opisane sa jako rycina 57, a wcze$niej ten sam

numer nosi rycina pokazujac ksztalt sfer.

2. Do pracy wkradly si¢ pojedyncze btedy literowe, jak np. ,,Woda wonna od nukleaz”
(str 202), a na stronie 147 ,plenipotencja” zastapila ,pluripotencje”. Stosujemy
sekwencjonowanie Sangera, a nie Snagera (s. 88). Glukagon jest raz okre$lany w

skrocie jako GCG, innym razem Geg.

3. Wielkos¢ skali nie jest podana przy wszystkich zdjeciach (np., brakuje na Rycinie 20
oraz 33).

4. Nazwy gendw powinny by¢ pisane kursywa, a nie zawsze tak jest (np. w pierwszym

zdaniu na stronie 88).

5. Nie rozumiem, dlaczego sgRNA nakierowane na ekson 9 ETV1 otrzymane z firmy

SYNTHEGO zostaly nazwane syntetycznymi, a sgRNA zaprojektowane przez



Doktorantke takiego miana nie otrzymaly? Na czym polega ,,syntetyczno$c”

pierwszych a brak (?) syntetycznosci drugich?
Uwagi koncowe i wnioski

Przedstawione uwagi i pytania merytoryczne oraz wskazane drobne zastrzezenia techniczne i
formalne nie wplywajg oczywiscie na mojg bardzo pozytywna oceng rozprawy. Ogrom pracy
Doktorantki, wielo$¢ zastosowanych technik i analiz budza uznanie i wskazuja z jednej strony
na znaczgca prac¢ eksperymentalna, jakg wykonata Doktorantka, a z drugiej strony na jej
bardzo dobre umiejetnosci analityczne. Sposob przygotowania rozprawy dowodzi takze
zdolnosci do krytycznej analizy wynikéw, zarowno tych opublikowanych jak i wiasnych.
Przedstawiona do oceny rozprawa wnosi istotne informacje do wiedzy na temat mechanizméw
roznicowania komorek pluripotencjalnych i wskazuje na dodatkowe szlaki, ktére moga by¢
brane pod uwage przy ulepszaniu metod réznicowania komorek pluripotencjalnych do
komorek trzustki.

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzam, ze recenzowana rozprawa
doktorska Pani mgr Natalii Marii Ziojty spetnia wszystkie wymagania okreslone w Ustawie z
dnia 14 marca 2003 r o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr 65, poz. 595 z pdzniejszymi zmianami) (zgodnie z art. 175.1 ustawy z dnia 3 lipca
2018 r. przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U.2018, poz. 1669). Na tej podstawie wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr
Natalii Mari Ziojty do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Zarazem, ze wzgledu na
wysoka warto$¢ naukowa rozprawy i potwierdzenie przez Doktorantke szerokich umiejetnosci

praktycznych i teoretycznych, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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