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Tytut rozprawy.: Rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w adhezji ludzkich
pluripotencjalnych komdrek macierzystych i rozwoju in vitro ludzkiej
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Promotorka pracy: prof. UAM dr. hab. Matgorzata Borowiak

1. Ocena formalna

Rozprawa doktorska w formie manuskryptu zostata wykonana w Instytucie Biologii Molekularnej i
Biotechnologii UAM, w Laboratorium Komorek Macierzystych. Rozprawa zostata napisana w typowym
uktadzie zgodnym ze standardami pracy naukowej zawierajgcej najwazniejsze rozdziaty takie jak wstep,
cel pracy, wyniki, dyskusje, materiaty i metody, liczne tabele oraz 75 rycin. Tekst rozprawy zawiera
odnosniki do literatury naukowej, ktére sg jednolicie sformatowane i prawidtowo przytaczane. Rozprawa
doktorska jest poparta publikacjami, ktdre zostaty wymienione na poczagtkowych stronach manuskryptu.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Ziojta wypetnia wszystkie wymogi formalne stawiane

pracom doktorskim.

2. Ocena merytoryczna
Pierwszy rozdziat pracy to wstep, ktoéry jest niezwykle merytoryczny i obejmuje 41 stron informacji
bardzo potrzebnych do zrozumienia czesci eksperymentalnej i dyskusji. Duzg czes¢ wstepu zajmuje
Swietne opracowanie tematu pluripotencjalnych komdérek macierzystych. Wsrdd informacji znalezé
mozna zarowno informacje bardziej ogdle, jak i szczegdétowe na temat regulacji stanu pluripotencji, np.
doktadne omowienie réznych wewnatrzkomérkowych sciezek przekazywania sygnatu. Wszystkie

informacje opatrzone sg bardzo dobrymi rysunkami pomagajacymi zrozumie¢ wymagajaca tematyke.



Rysunki sg przygotowane ze znacznym wktadem pracy i nie oszczedzono na nie miejsca. Nastgpnie
omawiany jest modelowy organ badan, trzustka i jej biologia komdrkowa. Poruszony zostaje temat
medycyny regeneracyjnej i fakt, ze trzustka i cukrzyca s3 dobrym modelem do takich badan. Autorka
wyjasnia, ze w trzustce tylko jeden typ komdrek produkuje insuling i ten typ wtasnie ulega zniszczeniu na
skutek proceséw autoodpowiedzi immunologicznej, doprowadzajac do schorzenia. Dlatego w przypadku
terapii regeneracyjnej cukrzycy nalezatoby naprawi¢ wybidrczo tylko komorki beta trzustki. Poruszane sg
aspekty powstawania i réznicowania komorek trzustki w czasie rozwoju embrionalnego. Wigze sie to

bezposrednio z pdzniejszymi wnioskami na temat roli ETV1, ktory jest gtdwnym bohaterem rozprawy.

W rozdziale , Cel pracy” mgr Ziojta wspomina, ze rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w komadrkach
pluripotencjalnych i w komdrkach embrionalnych trzustki w rozwoju tego organu nie zostata jeszcze
poznana. Celem byto zbadanie roli ETV1 w trzustce embrionalnej i dorostej i komadrkach PSC. Aby pozna¢
role ETV1, wygenerowano model, w ktérym wytaczono gen ETV1 w komodrkach PSC. Nastepnie zbadano
funkcjonalne konsekwencje braku ekspresji oraz nad ekspresji ETV1 co doprowadzito do nakreslenia roli
tego faktora w rozwoju trzustki. Oceniam postawione cele rozprawy jako niezwykle ambitne, a ich

poznanie za wazne dla zrozumienia biologii trzustki.

Juz pobiezny przeglad rozdziatu wyniki (sekcja liczy sobie ponad 120 stron) potwierdza wstepny

whniosek, ze w eksperymenty laboratoryjne i analize danych przeprowadzono duzym naktadem pracy.
Analiza danych

W tym obszernym podsumowaniu Autorka postanowita przeanalizowac ekspresje mRNA ETV1 w
réznych populacjach komérek z pomoca wielu wolno-dostepnych danych zscRNAseq. W tym podrozdziale
wynikoéw analizowano populacyjny rozktad ekspresji ETV1 w stadiach rozwojowych takich jak PSC, mysiej
rozwijajacej sie trzustki, w mysiej dojrzatej i ludzkiej trzustce. Pod rysunkami da sie znalez¢ odnosniki
internetowe do narzedzi on-line i Zrédtowe publikacje, jednak nie ma podrozdziatu w metodach ani w
wynikach, ktéry podsumowatby sposdb przeprowadzenia analiz. Technika scRNAseq jest stosunkowo
niestandaryzowana (kapsutkowanie, komorki i jagdra komorkowe, liczba komodrek, koricowa liczba
uchwyconych transkryptow na komoarke, liczba odczytéw, rozwdj metod pomiedzy rokiem 2016 - 2019
itp.) Parametry te w réznych eksperymentach w istotny sposéb mogg wptywac na wnioski koncowe. Czy
w jakis sposéb standaryzowano wyniki? Przytoczonych jest sporo wizualizacji, jednak trudno za nimi
szybko podazaé. Dlatego w koncowym rezultacie bardzo pomocna bytaby tabelka lub heatmap
podsumowujgca populacje i stadia rozwojowe z ETV1, a takze jego poziom w odniesieniu do innych

populacji.



W wynikach czasami mozna przeczytac¢ zbyt ogdlne: ,,...czynnik ETV1 ulega wysokiej ekspresji...”

”n

lub ,,..poziom ekspresji ETV1 byt nizszy niz...” i nie towarzyszg temu zadne liczby charakteryzujace
wysokosci ekspresji, rozktad w populacjach lub konkretng liczby komdérek w populacjach (w niektérych
miejscach sg przytoczone liczby z odsetkami populacji). Single Cell Expression Atlas EMBL dla zestawu
danych oferuje zestaw plikdw rezultatéw w sekcji ,downloads” do doktadniejszej analizy. Wizualizacje
rozktadu ekspresji gendw w populacjach i wnioskowanie w wynikach jest zgodne z prawda, ale w
niektorych przypadkach jest niezrozumiate. Na przyktad (Rys. 10), ewidentne jest, ze ekspresja ETV1 jest
wyzsza w aktywowanych wzgledem ekspresji ETV1 w naiwnych populacjach PSC, natomiast w przypadku
NANOG jego ekspresja jest mniej lub bardziej rowna w obu populacjach. Natomiast poréwnanie poziomu
ekspresji NANOG z poziomem ekspresji ETV1 jest dla mnie niezrozumiate i dlaczego poréwnanie tylko
liczby transkryptéw ETV1 do NANOG miatoby wskazywaé na role biologiczng. Chyba ze znaczenie jest
takie, ze profil wystepowania Nanog w populacji jest inny w porédwnaniu do profilu ETV1? Nalezy tez
powiedzie¢, ze czasami wnioskowanie mogtyby by¢ bardziej ostrozne. Na przyktad w rozprawie znajduje
sie stwierdzenie, ze ekspresje ETV1 wykryto we wszystkich grupach komoérek trzustki. Na wizualizacji
wida¢, ze 71% komorek nie zawierato ekspresji ETV1, dlatego mozna sobie wyobrazi¢, ze wsréd tych
komorek mozna wyizolowac jeszcze wiele populacji o duzym znaczeniu biologicznym, ktére w ogdle nie
posiadajg ETV1 lub populacje, ktéra posiadajg np. 2-5 komdrek pozytywnych, a reszta komérek w tym
typie jest negatywna na ETV1. Dodatkowo czytajac pierwsza analityczng czes¢ wynikéw, ma sie pewne

wrazenie, ze znaczna czes¢ tekstu w istocie bardziej nadawatoby sie do dyskusji, a nie do wynikdow.
Rozwojowa analiza obecnosci ETV

Nastepna czes$¢ wynikéw to badanie obecnosci biatka ETV1 na réznych etapach rozwoju w modelu
mysim (E16-17, dorostym) i ludzkim w ko-ekspresji z GCG, czyli wczesne komaérki alfa. Dodatkowo wysoka
ekspresja ETV jest w komorkach PP i wczesnych beta. Obserwacja réwniez wczesniejszych stadiow

rozwoju trzustki (E9-10) stanowitoby bardziej jednolity uktad eksperymentalny.
Model KO ETV1

Nastepny etap w pracy to uzyskanie linii KO ETV1, ktére sg bezcennym narzedziem do badania roli
ETV1 w rozwoju trzustki. Pragne pogratulowac Autorce za sukces na tym etapie i konstrukcje tego modelu
badawczego, chociaz wymaga to czasochtonnego przetestowania sgRNA, optymalizowania stezenia, a

pozniej pracowitej izolacji i genotypownia klondw.



Przebiegajac dalej po tekscie rozprawy, napotykatem badania funkcjonalne i dalej dopiero w
rozdziale 3.5.6 badanie pluripotencji ETV1-KO vs WT, w postaci badania Oct, Sox i Nanog (brak zmiany).
Jeszcze dalej w 3.6.1 jest spontaniczne réznicowanie, ktére w zasadzie jest testem pluripotencji i widac tu
duze réznice. W zwigzku z tym drobna uwaga co do kolejnosci: czy pluripotencja uzyskanych klonow nie
powinna by¢ sprawdzona niezwtocznie po wygenerowaniu klonéw ETV1-KO zamiast na samym koricu po

badaniu adhezji, transkryptomu i poziom biatek adhezyjnych.
Charakterystyka funkcjonalna KO ETV1

W rozprawie badania homeostazy w PSC ETV1-KO skupiaja si¢ na ocenie proliferacji komorek z
uzyciem aparatu Incucyte. Oceniono przyrost konfluencji po wysianiu m.in. 1,5x10% po 24 h i 48 h - krzywa
wzrostu jest praktycznie taka sama, a dopiero pdiniej mozna obserwowac zmiany w konfluencji.
Swiadczytoby to o innym mechanizmie powstawania szybszej konfluencji niz proliferacja i rzeczywiscie
fosforylacja histonu H3 jako esej proliferacyjny nie wykazat zmian. Poniewaz proliferacja nie byta
zmieniona, zbadano adhezje komdrek na podtozach i tutaj wykryto wieksze przywierania ETV1-KO na
réznych substratach ECM. Co ciekawe doniesienia z literatury wskazuja, ze genami, ktére sa celem
czynnika transkrypcyjnego ETV1, sg metaloproteinazy macierzy zewnatrz komoérkowej. Wszystko te
badania razem wskazywatoby na zmiany w migracji komodrek ETV1-KO niz zmiany w proliferacji.
Doniesienia literaturowe wskazujg réwniez na regulacje enzymoéw proteolitycznych przez fosforylacje
PI13K/AKT. Autorka udowodnita, ze ETV1 jest regulowany przez te $ciezke w komérkach PSC z uzyciem
inhibitoréw oraz badania konfluencji. Dlaczego nie zastosowano eseju typowo adhezyjnego, tylko esej
konfluencji, ktéry mozna myli¢ z proliferacja. Podsumowujac te czes¢, trzeba przyznac, ze Autorka bardzo

dobrze udokumentowata funkcje ETV1 w adhezji.
Rola ETV w réznicowaniu komdrek trzustki

Koncowa cze$¢ wynikdw opisuje role ETV1 w réznicowaniu komdrek pluripotencjalnych do listkow
zarodkowych oraz indukowane réznicowanie do komdrek trzustki. Spontaniczne réznicowanie komorek
pluripotencjalnych wykazato wysokg ekspresje markeréw endodermy i mezodermy, a niskg ekspresje
markeréw ektodermy w tych komérkach w poréwnaniu do PSC WT. Komorki ETV1-KO powinny zatem
efektywnie tworzyé komérki endodermy, a pdzniej komorki progenitorowe. Jednak dalsze eksperymenty
wykazuja, ze te komorki sie wyksztatcaja, ale mimo to ich réznicowanie nie postepuje dalej do komédrek
beta. Swiadczy o tym fakt, ze w komdrkach EP marker komérek beta NKX6-1 jest na niskim poziomie
(eksperymenty immunobarwienia i scRNAseq). Pojawiaja sie natomiast markery komorek alfa trzustki.

Godnym zastanowienia jest fakt, czy istnieja genetyczne zaburzenia rozwojowe, w ktérych nastepuje



deficyt réznicowania do komoérek beta trzustki i czy takie genetyczne zaburzenia maja co$ wspélnego z
wptywem ETV1. To samo dotyczy modelu knock-out, w ktérym mozna zaobserwowad, czy istniejg jakies
sygnaty parakrynne, ktére kompensujg brak ETV-1 w trzustce. Modele KO istniejg i rodzg sie zywe, mimo

ciezkiego fenotypu neurologicznego nie opisano stanu trzustki.
Koricowe wnioski w pracy

ETV1 jest regulatorem réznicowania i dojrzewania embionalnej trzustki co jest powigzane z funkcjg
ETV1 w regulacji adhezji i wptywem tego biatka na rézne typy pluripotencji komorki PSC. Wynika z tego
jeszcze nieznany mechanizm, ktéry wptywa na zablokowanie réznicowanie do komorek beta trzustki. W
dyskusji znajduje sie krétkie omdéwienie na temat mechanizméw, ktére mogg grac rolg i udziat innych
biatek sygnatowych i faktoréw transkrypcyjnych takich jak kinaza FAK, integryny oraz inne biatka ETV.
Jednak w poréwnaniu do poprzednich obszernych rozdziatéw, dyskusja mogtaby uja¢ wigcej aspektéw. W
jaki spos6b modulacja ETV1 i adhezji mogtaby zosta¢ uzyta do regeneracji komorek beta? Réwniez ze
wzgledu na charakterystyczny profil ekspresja ETV1 w rozwoju (ekspresja w PSC jest znaczgca, potem
zanik, a pdzniej pojawianie sie w finalnie zréznicowanych komérkach). Jak uzycie modulacji ETV1 do

regeneracji ma sie do potencjatu onkologicznego tego biatka?

Materiaty i metody w pracy charakteryzuja sie nowoczesnoscia, obfitoscig i zréznicowaniem.
Obejmuja podstawowe techniki biologii molekularnej, CRISPR/CAS, cytometrie przeptywowsq i
sekwencjonowanie pojedynczych komérek. Metody sa udokumentowane bardzo starannie i pozwalajg na
powtdrzenie eksperymentéw. Niezwykte ciekawe sg procedury in vitro réznicowania komoérek trzustki z

komorek pluripotencjalnych.

Koricowa uwaga od rozprawy jest zwigzana z iloscig préb i powtdrzen biologicznych. Mimo ze w
eksperymentach w pracy przedstawione sg statystyki dla poszczegélnych préb, jednakze jezeli sie nie
myle, to wnioski w rozprawie sg oparte na jednym lub dwdch klonach ETV1-KO. Moze to rodzi¢ pewne
pytania, czy obserwowane efekty catkowicie wynikaja z KO genu ETV1, czy tez moze jakas cze$¢ fenotypu
wynika z mutacji typu off-target lub zostaje nabyta podczas wielokrotnego pasazowania PSC przy

generowaniu klonéw komorek.

3. Uwagi techniczne

Wytacznie techniczne uwagi do tekstu rozprawy sg zwigzane z jej aranzacjg i rozbudowang liczbg
stron i rycin. Taki rozbudowany sposob przekazu zdecydowanie utrudnia czytanie. Do ogromnej ilosci

stron przyczyniaja sie rysunki, ktére s3 w nadmiernej liczbie i nadmiernie powiekszone. Powigkszone



rysunki powodujg rozbicie wzglednie krétkiego tekstu miedzy nimi. Przyktadem moga by¢ schematy
sygnalizacji komorkowej (ale tez inne), ktore obejmuja catg strone A4. Pragne sig zgodzi¢, ze rysunki
wyrazne, dobrze zaaranzowane i o odpowiedniej wielkosci s3 zawsze zalety. Natomiast powigkszanie

ponad pewien rozmiar juz nie poprawia ich czytelnosci, a tylko zajmuje miejsce.

4. Whnioski koncowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Marii Ziojta zostata wykonana z podjeciem waznego
problemu badawczego i jej wykonanie jest oryginalne. Ambitne cele pracy doktorskiej Pani mgr Natalii
Marii Ziojta zostaty osiggniete. Wyniki zawarte w pracy majg duzg wartosci naukowga dla zrozumienia
biologii komdrkowe;j trzustki, jej rozwoju, réznicowania i komdrek macierzystych. Rozprawa doktorska
Pani mgr. Natalii Marii Ziojta spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668). Moje uwagi do pracy maja jedynie charakter
pytan do dyskusji podczas obrony. W zwigzku z mojg pozytywna oceng pracy uwazam, ze Pani mgr Natalia

Maria Ziojta powinna by¢ dopuszczona do koricowych etapédw przewodu doktorskiego.

Maciej Figiel
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populacji.



W wynikach czasami mozna przeczytaé zbyt ogdlne: ,,...czynnik ETV1 ulega wysokiej ekspresji...”

'’

lub ,,...poziom ekspresji ETV1 byt nizszy niz...” i nie towarzysza temu zadne liczby charakteryzujace
wysokosci ekspresji, rozktad w populacjach lub konkretng liczby komoérek w populacjach (w niektérych
miejscach sg przytoczone liczby z odsetkami populacji). Single Cell Expression Atlas EMBL dla zestawu
danych oferuje zestaw plikéw rezultatéw w sekcji ,downloads” do doktadniejszej analizy. Wizualizacje
rozktadu ekspresji genédw w populacjach i wnioskowanie w wynikach jest zgodne z prawdg, ale w
niektérych przypadkach jest niezrozumiate. Na przyktad (Rys. 10), ewidentne jest, ze ekspresja ETV1 jest
wyzsza w aktywowanych wzgledem ekspresji ETV1 w naiwnych populacjach PSC, natomiast w przypadku
NANOG jego ekspresja jest mniej lub bardziej rowna w obu populacjach. Natomiast poréwnanie poziomu
ekspresji NANOG z poziomem ekspresji ETV1 jest dla mnie niezrozumiate i dlaczego poréwnanie tylko
liczby transkryptéw ETV1 do NANOG miatoby wskazywa¢ na rolg biologiczng. Chyba ze znaczenie jest
takie, ze profil wystepowania Nanog w populacji jest inny w poréwnaniu do profilu ETV1? Nalezy tez
powiedzieé, ze czasami wnioskowanie mogtyby by¢ bardziej ostrozne. Na przyktad w rozprawie znajduje
sie stwierdzenie, ze ekspresje ETV1 wykryto we wszystkich grupach komérek trzustki. Na wizualizacji
wida¢, ze 71% komorek nie zawierato ekspresji ETV1, dlatego mozna sobie wyobrazi¢, ze wsréd tych
komdrek mozna wyizolowaé jeszcze wiele populacji o duzym znaczeniu biologicznym, ktére w ogdle nie
posiadaja ETV1 lub populacje, ktéra posiadaja np. 2-5 komoérek pozytywnych, a reszta komorek w tym
typie jest negatywna na ETV1. Dodatkowo czytajac pierwszg analityczng cze$¢ wynikéw, ma sie¢ pewne

wrazenie, ze znaczna czes$¢ tekstu w istocie bardziej nadawatoby sie do dyskusji, a nie do wynikéw.
Rozwojowa analiza obecnosci ETV

Nastepna cze$é wynikdw to badanie obecnosci biatka ETV1 na réznych etapach rozwoju w modelu
mysim (E16-17, dorostym) i ludzkim w ko-ekspresji z GCG, czyli wczesne komaérki alfa. Dodatkowo wysoka
ekspresja ETV jest w komdrkach PP i wczesnych beta. Obserwacja réwniez wczesniejszych stadiow

rozwoju trzustki (E9-10) stanowitoby bardziej jednolity uktad eksperymentalny.
Model KO ETV1

Nastepny etap w pracy to uzyskanie linii KO ETV1, ktére sa bezcennym narzgdziem do badania roli
ETV1 w rozwoju trzustki. Pragne pogratulowaé Autorce za sukces na tym etapie i konstrukcje tego modelu
badawczego, chociaz wymaga to czasochtonnego przetestowania sgRNA, optymalizowania stezenia, a

pdzniej pracowitej izolacji i genotypownia klonéw.



Przebiegajac dalej po tekscie rozprawy, napotykatem badania funkcjonalne i dalej dopiero w
rozdziale 3.5.6 badanie pluripotencji ETV1-KO vs WT, w postaci badania Oct, Sox i Nanog (brak zmiany).
Jeszcze dalej w 3.6.1 jest spontaniczne réznicowanie, ktére w zasadzie jest testem pluripotencji i widac tu
duze réznice. W zwigzku z tym drobna uwaga co do kolejnosci: czy pluripotencja uzyskanych klonéw nie
powinna by¢ sprawdzona niezwtocznie po wygenerowaniu klonéw ETV1-KO zamiast na samym koncu po

badaniu adhezji, transkryptomu i poziom biatek adhezyjnych.
Charakterystyka funkcjonalna KO ETV1

W rozprawie badania homeostazy w PSC ETV1-KO skupiajg sie na ocenie proliferacji komorek z
uzyciem aparatu Incucyte. Oceniono przyrost konfluencji po wysianiu m.in. 1,5x10% po 24 h i 48 h - krzywa
wzrostu jest praktycznie taka sama, a dopiero pdiniej mozna obserwowac¢ zmiany w konfluencji.
Swiadczytoby to o innym mechanizmie powstawania szybszej konfluencji niz proliferacja i rzeczywiscie
fosforylacja histonu H3 jako esej proliferacyjny nie wykazat zmian. Poniewaz proliferacja nie bytfa
zmieniona, zbadano adhezje komdrek na podtozach i tutaj wykryto wieksze przywierania ETV1-KO na
réznych substratach ECM. Co ciekawe doniesienia z literatury wskazujg, ze genami, ktore sg celem
czynnika transkrypcyjnego ETV1, s3 metaloproteinazy macierzy zewnatrz komérkowej. Wszystko te
badania razem wskazywatoby na zmiany w migracji komérek ETV1-KO niz zmiany w proliferacji.
Doniesienia literaturowe wskazujg rowniez na regulacje enzymoéw proteolitycznych przez fosforylacje
PI3K/AKT. Autorka udowodnita, ze ETV1 jest regulowany przez te $ciezke w komodrkach PSC z uzyciem
inhibitorow oraz badania konfluencji. Dlaczego nie zastosowano eseju typowo adhezyjnego, tylko esej
konfluenciji, ktéry mozna myli¢ z proliferacjg. Podsumowujac te czes¢, trzeba przyznaé, ze Autorka bardzo

dobrze udokumentowata funkcje ETV1 w adhezji.
Rola ETV w rdznicowaniu komdrek trzustki

Koncowa czes$¢ wynikéw opisuje role ETV1 w réznicowaniu komoérek pluripotencjalnych do listkéw
zarodkowych oraz indukowane réznicowanie do komérek trzustki. Spontaniczne réznicowanie komorek
pluripotencjalnych wykazato wysokg ekspresje markeréw endodermy i mezodermy, a niska ekspresje
markeréw ektodermy w tych komdrkach w poréwnaniu do PSC WT. Komoérki ETV1-KO powinny zatem
efektywnie tworzy¢ komorki endodermy, a pdzniej komorki progenitorowe. Jednak dalsze eksperymenty
wykazujg, ze te komorki sie wyksztatcajg, ale mimo to ich réznicowanie nie postepuje dalej do komérek
beta. Swiadczy o tym fakt, ze w komérkach EP marker komdrek beta NKX6-1 jest na niskim poziomie
(eksperymenty immunobarwienia i sScRNAseq). Pojawiajg sie natomiast markery komorek alfa trzustki.

Godnym zastanowienia jest fakt, czy istnieja genetyczne zaburzenia rozwojowe, w ktérych nastepuje



deficyt roznicowania do komorek beta trzustki i czy takie genetyczne zaburzenia majg co$ wspdlnego z
wptywem ETV1. To samo dotyczy modelu knock-out, w ktérym mozna zaobserwowad, czy istniejg jakies
sygnaty parakrynne, ktére kompensujg brak ETV-1 w trzustce. Modele KO istniejg i rodzg sie zywe, mimo

ciezkiego fenotypu neurologicznego nie opisano stanu trzustki.
Koricowe wnioski w pracy

ETV1 jest regulatorem réznicowania i dojrzewania embionalnej trzustki co jest powigzane z funkcjg
ETV1 w regulacji adhezji i wptywem tego biatka na rézne typy pluripotencji komorki PSC. Wynika z tego
jeszcze nieznany mechanizm, ktéry wptywa na zablokowanie réznicowanie do komérek beta trzustki. W
dyskusji znajduje sie krotkie oméwienie na temat mechanizméw, ktére moga grac role i udziat innych
biatek sygnatowych i faktoréw transkrypcyjnych takich jak kinaza FAK, integryny oraz inne biatka ETV.
Jednak w poréwnaniu do poprzednich obszernych rozdziatéw, dyskusja mogtaby uja¢ wigcej aspektow. W
jaki sposéb modulacja ETV1 i adhezji mogtaby zostac¢ uzyta do regeneracji komdérek beta? Rowniez ze
wzgledu na charakterystyczny profil ekspresja ETV1 w rozwoju (ekspresja w PSC jest znaczgca, potem
zanik, a pdzniej pojawianie sie w finalnie zréznicowanych komérkach). Jak uzycie modulacji ETV1 do

regeneracji ma sie do potencjatu onkologicznego tego biatka?

Materiaty i metody w pracy charakteryzujg sie nowoczesnoscig, obfitoscig i zréznicowaniem.
Obejmujg podstawowe techniki biologii molekularnej, CRISPR/CAS, cytometrie przeptywowq i
sekwencjonowanie pojedynczych komoérek. Metody sg udokumentowane bardzo starannie i pozwalajg na
powtdrzenie eksperymentow. Niezwykte ciekawe sg procedury in vitro réznicowania komaorek trzustki z

komorek pluripotencjalnych.

Koricowa uwaga od rozprawy jest zwigzana z iloscig préb i powtdérzen biologicznych. Mimo ze w
eksperymentach w pracy przedstawione sg statystyki dla poszczegélnych préb, jednakze jezeli sig¢ nie
myle, to wnioski w rozprawie sg oparte na jednym lub dwdéch klonach ETV1-KO. Moze to rodzi¢ pewne
pytania, czy obserwowane efekty catkowicie wynikajg z KO genu ETV1, czy tez moze jakas czes¢ fenotypu
wynika z mutacji typu off-target lub zostaje nabyta podczas wielokrotnego pasazowania PSC przy

generowaniu klonéw komarek.

3. Uwagi techniczne

Wytgcznie techniczne uwagi do tekstu rozprawy sg zwigzane z jej aranzacjg i rozbudowang liczba
stron i rycin. Taki rozbudowany sposob przekazu zdecydowanie utrudnia czytanie. Do ogromne;j ilosci

stron przyczyniajg sie rysunki, ktore s3 w nadmiernej liczbie i nadmiernie powigkszone. Powiekszone



rysunki powodujag rozbicie wzglednie krotkiego tekstu miedzy nimi. Przyktadem moga by¢ schematy
sygnalizacji komoérkowej (ale tez inne), ktére obejmuja cata strone A4. Pragne sie zgodzi¢, ze rysunki
wyrazne, dobrze zaaranzowane i o odpowiedniej wielkosci sa zawsze zaletg. Natomiast powigkszanie

ponad pewien rozmiar juz nie poprawia ich czytelnosci, a tylko zajmuje miejsce.

4. Whnioski koncowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Marii Ziojta zostata wykonana z podjeciem waznego
problemu badawczego i jej wykonanie jest oryginalne. Ambitne cele pracy doktorskiej Pani mgr Natalii
Marii Ziojta zostaty osiggniete. Wyniki zawarte w pracy majg duzg wartosci naukowg dla zrozumienia
biologii komdrkowej trzustki, jej rozwoju, réznicowania i komdrek macierzystych. Rozprawa doktorska
Pani mgr. Natalii Marii Ziojta spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668). Moje uwagi do pracy maja jedynie charakter
pytan do dyskusji podczas obrony. W zwigzku z mojg pozytywng oceng pracy uwazam, ze Pani mgr Natalia

Maria Ziojta powinna by¢ dopuszczona do koricowych etapdw przewodu doktorskiego.

Maciej Figiel
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RECENZJA

Autorka rozprawy doktorskiej: mgr Natalia Maria Ziojfa

Tytut rozprawy.: Rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w adhezji ludzkich
pluripotencjalnych komdrek macierzystych i rozwoju in vitro ludzkiej
endokrynnej trzustki

Promotorka pracy: prof. UAM dr. hab. Matgorzata Borowiak

1. Ocena formalna

Rozprawa doktorska w formie manuskryptu zostata wykonana w Instytucie Biologii Molekularnej i
Biotechnologii UAM, w Laboratorium Komorek Macierzystych. Rozprawa zostata napisana w typowym
uktadzie zgodnym ze standardami pracy naukowej zawierajgcej najwazniejsze rozdziaty takie jak wstep,
cel pracy, wyniki, dyskusje, materiaty i metody, liczne tabele oraz 75 rycin. Tekst rozprawy zawiera
odnosniki do literatury naukowej, ktore sa jednolicie sformatowane i prawidtowo przytaczane. Rozprawa
doktorska jest poparta publikacjami, ktére zostaty wymienione na poczatkowych stronach manuskryptu.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Ziojta wypetnia wszystkie wymogi formalne stawiane

pracom doktorskim.

2. Ocena merytoryczna

Pierwszy rozdziat pracy to wstep, ktory jest niezwykle merytoryczny i obejmuje 41 stron informacji
bardzo potrzebnych do zrozumienia czesci eksperymentalnej i dyskusji. Duzg czes¢ wstepu zajmuje
$wietne opracowanie tematu pluripotencjalnych komérek macierzystych. Wéréd informacji znalezc¢
mozna zaréwno informacje bardziej ogdle, jak i szczegétowe na temat regulacji stanu pluripotencji, np.
doktadne omdwienie réznych wewnatrzkomdrkowych Sciezek przekazywania sygnatu. Wszystkie

informacje opatrzone sg bardzo dobrymi rysunkami pomagajacymi zrozumie¢ wymagajaca tematyke.



Rysunki sg przygotowane ze znacznym wktadem pracy i nie oszczedzono na nie miejsca. Nastgpnie
omawiany jest modelowy organ badan, trzustka i jej biologia komérkowa. Poruszony zostaje temat
medycyny regeneracyjnej i fakt, ze trzustka i cukrzyca sg dobrym modelem do takich badan. Autorka
wyjasnia, ze w trzustce tylko jeden typ komdrek produkuje insuline i ten typ wtasnie ulega zniszczeniu na
skutek proceséw autoodpowiedzi immunologicznej, doprowadzajac do schorzenia. Dlatego w przypadku
terapii regeneracyjnej cukrzycy nalezatoby naprawi¢ wybidrczo tylko komérki beta trzustki. Poruszane sa
aspekty powstawania i réznicowania komorek trzustki w czasie rozwoju embrionalnego. Wiaze sig¢ to

bezposrednio z pdzniejszymi wnioskami na temat roli ETV1, ktory jest gtdownym bohaterem rozprawy.

W rozdziale ,,Cel pracy” mgr Ziojta wspomina, ze rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w komaérkach
pluripotencjalnych i w komdrkach embrionalnych trzustki w rozwoju tego organu nie zostata jeszcze
poznana. Celem byto zbadanie roli ETV1 w trzustce embrionalnej i dorostej i komaorkach PSC. Aby pozna¢
role ETV1, wygenerowano model, w ktérym wytaczono gen ETV1 w komérkach PSC. Nastepnie zbadano
funkcjonalne konsekwencje braku ekspresji oraz nad ekspresji ETV1 co doprowadzito do nakreslenia roli
tego faktora w rozwoju trzustki. Oceniam postawione cele rozprawy jako niezwykle ambitne, a ich

poznanie za wazne dla zrozumienia biologii trzustki.

Juz pobiezny przeglad rozdziatu wyniki (sekcja liczy sobie ponad 120 stron) potwierdza wstepny

wniosek, ze w eksperymenty laboratoryjne i analize danych przeprowadzono duzym naktadem pracy.
Analiza danych

W tym obszernym podsumowaniu Autorka postanowita przeanalizowac¢ ekspresje mRNA ETV1 w
réznych populacjach komorek z pomoca wielu wolno-dostepnych danych z scRNAseq. W tym podrozdziale
wynikow analizowano populacyjny rozktad ekspresji ETV1 w stadiach rozwojowych takich jak PSC, mysiej
rozwijajacej sie trzustki, w mysiej dojrzatej i ludzkiej trzustce. Pod rysunkami da sie znalez¢ odnosniki
internetowe do narzedzi on-line i Zrodtowe publikacje, jednak nie ma podrozdziatu w metodach ani w
wynikach, ktéry podsumowatby sposéb przeprowadzenia analiz. Technika scRNAseq jest stosunkowo
niestandaryzowana (kapsutkowanie, komoérki i jagdra komodrkowe, liczba komdrek, korcowa liczba
uchwyconych transkryptéw na komorke, liczba odczytéw, rozwdj metod pomiedzy rokiem 2016 - 2019
itp.) Parametry te w réznych eksperymentach w istotny sposéb moga wptywac na wnioski koricowe. Czy
w jaki$ sposéb standaryzowano wyniki? Przytoczonych jest sporo wizualizacji, jednak trudno za nimi
szybko podazaé. Dlatego w koncowym rezultacie bardzo pomocna bytaby tabelka lub heatmap
podsumowujgca populacje i stadia rozwojowe z ETV1, a takze jego poziom w odniesieniu do innych

populacji.



W wynikach czasami mozna przeczyta¢ zbyt ogdlne: ,,...czynnik ETV1 ulega wysokiej ekspresji...”

'’

lub ,,...poziom ekspresji ETV1 byt nizszy niz...” i nie towarzyszg temu zadne liczby charakteryzujgce
wysokosci ekspresji, rozktad w populacjach lub konkretng liczby komérek w populacjach (w niektérych
miejscach sg przytoczone liczby z odsetkami populacji). Single Cell Expression Atlas EMBL dla zestawu
danych oferuje zestaw plikéw rezultatéw w sekcji ,downloads” do doktadniejszej analizy. Wizualizacje
rozktadu ekspresji genédw w populacjach i wnioskowanie w wynikach jest zgodne z prawdg, ale w
niektérych przypadkach jest niezrozumiate. Na przyktad (Rys. 10), ewidentne jest, ze ekspresja ETV1 jest
wyzsza w aktywowanych wzgledem ekspresji ETV1 w naiwnych populacjach PSC, natomiast w przypadku
NANOG jego ekspresja jest mniej lub bardziej rowna w obu populacjach. Natomiast poréwnanie poziomu
ekspresji NANOG z poziomem ekspresji ETV1 jest dla mnie niezrozumiate i dlaczego poréwnanie tylko
liczby transkryptéw ETV1 do NANOG miatoby wskazywac na rolg biologiczng. Chyba ze znaczenie jest
takie, ze profil wystepowania Nanog w populacji jest inny w poréwnaniu do profilu ETV1? Nalezy tez
powiedzieé, ze czasami wnioskowanie mogtyby by¢ bardziej ostrozne. Na przyktad w rozprawie znajduje
sie stwierdzenie, ze ekspresje ETV1 wykryto we wszystkich grupach komérek trzustki. Na wizualizacji
widaé, ze 71% komorek nie zawierato ekspresji ETV1, dlatego mozna sobie wyobrazi¢, ze wsrdd tych
komdérek mozna wyizolowaé jeszcze wiele populacji o duzym znaczeniu biologicznym, ktére w ogéle nie
posiadajg ETV1 lub populacje, ktéra posiadaja np. 2-5 komérek pozytywnych, a reszta komorek w tym
typie jest negatywna na ETV1. Dodatkowo czytajac pierwszg analityczng czes¢ wynikdw, ma sie¢ pewne

wrazenie, ze znaczna cze$¢ tekstu w istocie bardziej nadawatoby sie do dyskusji, a nie do wynikéw.
Rozwojowa analiza obecnosci ETV

Nastepna cze$é wynikow to badanie obecnosci biatka ETV1 na réznych etapach rozwoju w modelu
mysim (E16-17, dorostym) i ludzkim w ko-ekspresji z GCG, czyli wczesne komorki alfa. Dodatkowo wysoka
ekspresja ETV jest w komdrkach PP i wczesnych beta. Obserwacja réwniez wczesniejszych stadiow

rozwoju trzustki (E9-10) stanowitoby bardziej jednolity uktad eksperymentalny.
Model KO ETV1

Nastepny etap w pracy to uzyskanie linii KO ETV1, ktére sg bezcennym narzedziem do badania roli
ETV1 w rozwoju trzustki. Pragne pogratulowac Autorce za sukces na tym etapie i konstrukcje tego modelu
badawczego, chociaz wymaga to czasochtonnego przetestowania sgRNA, optymalizowania stezenia, a

pdzniej pracowitej izolacji i genotypownia klonéw.



Przebiegajac dalej po tekscie rozprawy, napotykatem badania funkcjonalne i dalej dopiero w
rozdziale 3.5.6 badanie pluripotencji ETV1-KO vs WT, w postaci badania Oct, Sox i Nanog (brak zmiany).
Jeszcze dalej w 3.6.1 jest spontaniczne roznicowanie, ktore w zasadzie jest testem pluripotencji i widac tu
duze réznice. W zwigzku z tym drobna uwaga co do kolejnosci: czy pluripotencja uzyskanych klonéw nie
powinna by¢ sprawdzona niezwtocznie po wygenerowaniu klonéw ETV1-KO zamiast na samym koncu po

badaniu adhezji, transkryptomu i poziom biatek adhezyjnych.
Charakterystyka funkcjonalna KO ETV1

W rozprawie badania homeostazy w PSC ETV1-KO skupiaja sie na ocenie proliferacji komorek z
uzyciem aparatu Incucyte. Oceniono przyrost konfluencji po wysianiu m.in. 1,5x10* po 24 h i 48 h - krzywa
wzrostu jest praktycznie taka sama, a dopiero pdiniej mozna obserwowac¢ zmiany w konfluencji.
Swiadczytoby to o innym mechanizmie powstawania szybszej konfluencji niz proliferacja i rzeczywiscie
fosforylacja histonu H3 jako esej proliferacyjny nie wykazat zmian. Poniewaz proliferacja nie byfa
zmieniona, zbadano adhezje komorek na podtozach i tutaj wykryto wieksze przywierania ETV1-KO na
réznych substratach ECM. Co ciekawe doniesienia z literatury wskazujg, ze genami, ktére sg celem
czynnika transkrypcyjnego ETV1, s3 metaloproteinazy macierzy zewnatrz komodrkowej. Wszystko te
badania razem wskazywatoby na zmiany w migracji komérek ETV1-KO niz zmiany w proliferacji.
Doniesienia literaturowe wskazujg rowniez na regulacje enzymow proteolitycznych przez fosforylacje
PI3K/AKT. Autorka udowodnita, ze ETV1 jest regulowany przez te $ciezke w komérkach PSC z uzyciem
inhibitorow oraz badania konfluencji. Dlaczego nie zastosowano eseju typowo adhezyjnego, tylko esej
konfluencji, ktéry mozna myli¢ z proliferacjg. Podsumowujac te czes¢, trzeba przyznac, ze Autorka bardzo

dobrze udokumentowata funkcje ETV1 w adhezji.
Rola ETV w roznicowaniu komaorek trzustki

Koricowa czes$¢ wynikéw opisuje role ETV1 w réznicowaniu komorek pluripotencjalnych do listkow
zarodkowych oraz indukowane réznicowanie do komérek trzustki. Spontaniczne réznicowanie komorek
pluripotencjalnych wykazato wysokay ekspresje markeréw endodermy i mezodermy, a niska ekspresje
markeréw ektodermy w tych komérkach w poréwnaniu do PSC WT. Komérki ETV1-KO powinny zatem
efektywnie tworzy¢ komorki endodermy, a pdzniej komorki progenitorowe. Jednak dalsze eksperymenty
wykazuja, ze te komorki sie wyksztatcajg, ale mimo to ich réznicowanie nie postepuje dalej do komdrek
beta. Swiadczy o tym fakt, ze w komérkach EP marker komdérek beta NKX6-1 jest na niskim poziomie
(eksperymenty immunobarwienia i scRNAseq). Pojawiajg sie natomiast markery komorek alfa trzustki.

Godnym zastanowienia jest fakt, czy istniejg genetyczne zaburzenia rozwojowe, w ktérych nastepuje



deficyt réznicowania do komoérek beta trzustki i czy takie genetyczne zaburzenia majg co$ wspélnego z
wptywem ETV1. To samo dotyczy modelu knock-out, w ktérym mozna zaobserwowac, czy istniejg jakie$
sygnaty parakrynne, ktére kompensujg brak ETV-1 w trzustce. Modele KO istniejq i rodzg sie zywe, mimo

ciezkiego fenotypu neurologicznego nie opisano stanu trzustki.
Koricowe wnioski w pracy

ETV1 jest regulatorem réznicowania i dojrzewania embionalnej trzustki co jest powigzane z funkcja
ETV1 w regulacji adhezji i wptywem tego biatka na rézne typy pluripotencji komérki PSC. Wynika z tego
jeszcze nieznany mechanizm, ktéry wptywa na zablokowanie réznicowanie do komérek beta trzustki. W
dyskusji znajduje sie krétkie oméwienie na temat mechanizméw, ktére mogg grac role i udziat innych
biatek sygnatowych i faktoréw transkrypcyjnych takich jak kinaza FAK, integryny oraz inne biatka ETV.
Jednak w poréwnaniu do poprzednich obszernych rozdziatéw, dyskusja mogtaby ujgé wiecej aspektow. W
jaki sposéb modulacja ETV1 i adhezji mogtaby zostac¢ uzyta do regeneracji komdrek beta? Réwniez ze
wzgledu na charakterystyczny profil ekspresja ETV1 w rozwoju (ekspresja w PSC jest znaczaca, potem
zanik, a pdzniej pojawianie sie w finalnie zréznicowanych komdrkach). Jak uzycie modulacji ETV1 do

regeneracji ma sie do potencjatu onkologicznego tego biatka?

Materiaty i metody w pracy charakteryzujg sie nowoczesnoscia, obfitoscig i zréznicowaniem.
Obejmujg podstawowe techniki biologii molekularnej, CRISPR/CAS, cytometrie przeptywowa i
sekwencjonowanie pojedynczych komérek. Metody sg udokumentowane bardzo starannie i pozwalajg na
powtdrzenie eksperymentow. Niezwykte ciekawe sg procedury in vitro réznicowania komérek trzustki z

komorek pluripotencjalnych.

Koricowa uwaga od rozprawy jest zwigzana z iloscig prob i powtdrzen biologicznych. Mimo ze w
eksperymentach w pracy przedstawione sg statystyki dla poszczegdlnych préb, jednakze jezeli sie nie
myle, to wnioski w rozprawie sg oparte na jednym lub dwdch klonach ETV1-KO. Moze to rodzi¢ pewne
pytania, czy obserwowane efekty catkowicie wynikajg z KO genu ETV1, czy tez moze jakas czes¢ fenotypu
wynika z mutacji typu off-target lub zostaje nabyta podczas wielokrotnego pasazowania PSC przy

generowaniu klonéw komaorek.

3. Uwagi techniczne

Wytacznie techniczne uwagi do tekstu rozprawy sg zwigzane z jej aranzacja i rozbudowana liczbg
stron i rycin. Taki rozbudowany sposéb przekazu zdecydowanie utrudnia czytanie. Do ogromnej ilosci

stron przyczyniajg sie rysunki, ktére s3 w nadmiernej liczbie i nadmiernie powigkszone. Powigkszone



rysunki powodujg rozbicie wzglednie krotkiego tekstu miedzy nimi. Przyktadem moga byC schematy
sygnalizacji komérkowej (ale tez inne), ktére obejmujg cata strone A4. Pragne sie zgodzi¢, ze rysunki
wyrazne, dobrze zaaranzowane i o odpowiedniej wielkosci sa zawsze zalety. Natomiast powigkszanie

ponad pewien rozmiar juz nie poprawia ich czytelnosci, a tylko zajmuje miejsce.

4. Whnioski koncowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Marii Ziojta zostata wykonana z podjeciem waznego
problemu badawczego i jej wykonanie jest oryginalne. Ambitne cele pracy doktorskiej Pani mgr Natalii
Marii Ziojta zostaty osiggniete. Wyniki zawarte w pracy maja duzg wartosci naukowg dla zrozumienia
biologii komérkowej trzustki, jej rozwoju, réznicowania i komdrek macierzystych. Rozprawa doktorska
Pani mgr. Natalii Marii Ziojta spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668). Moje uwagi do pracy majg jedynie charakter
pytar do dyskusji podczas obrony. W zwigzku z moja pozytywng ocena pracy uwazam, ze Pani mgr Natalia

Maria Ziojta powinna by¢ dopuszczona do koricowych etapéw przewodu doktorskiego.

Maciej Figiel
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RECENZJA

Autorka rozprawy doktorskiej: mgr Natalia Maria Ziojta

Tytuf rozprawy.: Rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w adhezji ludzkich
pluripotencjalnych komdrek macierzystych i rozwoju in vitro ludzkiej
endokrynnej trzustki

Promotorka pracy: prof. UAM dr. hab. Matgorzata Borowiak

1. Ocena formalna

Rozprawa doktorska w formie manuskryptu zostata wykonana w Instytucie Biologii Molekularnej i
Biotechnologii UAM, w Laboratorium Komorek Macierzystych. Rozprawa zostata napisana w typowym
uktadzie zgodnym ze standardami pracy naukowej zawierajgcej najwazniejsze rozdziaty takie jak wstep,
cel pracy, wyniki, dyskusje, materiaty i metody, liczne tabele oraz 75 rycin. Tekst rozprawy zawiera
odnosniki do literatury naukowej, ktére sa jednolicie sformatowane i prawidtowo przytaczane. Rozprawa
doktorska jest poparta publikacjami, ktére zostaty wymienione na poczatkowych stronach manuskryptu.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Ziojta wypetnia wszystkie wymogi formalne stawiane

pracom doktorskim.

2. Ocena merytoryczna
Pierwszy rozdziat pracy to wstep, ktory jest niezwykle merytoryczny i obejmuje 41 stron informacji
bardzo potrzebnych do zrozumienia czesci eksperymentalnej i dyskusji. Duzg czes¢ wstepu zajmuje
Swietne opracowanie tematu pluripotencjalnych komérek macierzystych. Wsréd informacji znalezé
mozna zarowno informacje bardziej ogdle, jak i szczegdtowe na temat regulacji stanu pluripotencji, np.
doktadne omdwienie rézinych wewnatrzkomérkowych S$ciezek przekazywania sygnatu. Wszystkie

informacje opatrzone sg bardzo dobrymi rysunkami pomagajacymi zrozumie¢ wymagajgca tematyke.



Rysunki s3 przygotowane ze znacznym wktadem pracy i nie oszczedzono na nie miejsca. Nastepnie
omawiany jest modelowy organ badan, trzustka i jej biologia komérkowa. Poruszony zostaje temat
medycyny regeneracyjnej i fakt, ze trzustka i cukrzyca sa dobrym modelem do takich badan. Autorka
wyjasnia, ze w trzustce tylko jeden typ komérek produkuje insuling i ten typ wtasnie ulega zniszczeniu na
skutek proceséw autoodpowiedzi immunologicznej, doprowadzajac do schorzenia. Dlatego w przypadku
terapii regeneracyjnej cukrzycy nalezatoby naprawi¢ wybidrczo tylko komérki beta trzustki. Poruszane sg
aspekty powstawania i réznicowania komorek trzustki w czasie rozwoju embrionalnego. Wigze sig to

bezposrednio z pdzniejszymi wnioskami na temat roli ETV1, ktéry jest gtéwnym bohaterem rozprawy.

W rozdziale ,Cel pracy” mgr Ziojta wspomina, ze rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w komoérkach
pluripotencjalnych i w komérkach embrionalnych trzustki w rozwoju tego organu nie zostata jeszcze
poznana. Celem byto zbadanie roli ETV1 w trzustce embrionalnej i dorostej i komérkach PSC. Aby poznac
role ETV1, wygenerowano model, w ktérym wytgczono gen ETV1 w komérkach PSC. Nastepnie zbadano
funkcjonalne konsekwencje braku ekspresji oraz nad ekspresji ETV1 co doprowadzito do nakreslenia roli
tego faktora w rozwoju trzustki. Oceniam postawione cele rozprawy jako niezwykle ambitne, a ich

poznanie za wazne dla zrozumienia biologii trzustki.

Juz pobiezny przeglad rozdziatu wyniki (sekcja liczy sobie ponad 120 stron) potwierdza wstgpny

wniosek, ze w eksperymenty laboratoryjne i analize danych przeprowadzono duzym naktadem pracy.
Analiza danych

W tym obszernym podsumowaniu Autorka postanowita przeanalizowa¢ ekspresje mRNA ETV1 w
roznych populacjach komérek z pomoca wielu wolno-dostepnych danych z scRNAseq. W tym podrozdziale
wynikéw analizowano populacyjny rozktad ekspresji ETV1 w stadiach rozwojowych takich jak PSC, mysiej
rozwijajacej sie trzustki, w mysiej dojrzatej i ludzkiej trzustce. Pod rysunkami da sie znalez¢ odnosniki
internetowe do narzedzi on-line i Zrodtowe publikacje, jednak nie ma podrozdziatu w metodach ani w
wynikach, ktéry podsumowatby sposdb przeprowadzenia analiz. Technika scRNAseq jest stosunkowo
niestandaryzowana (kapsutkowanie, komoérki i jadra komoérkowe, liczba komorek, koricowa liczba
uchwyconych transkryptéw na komorke, liczba odczytéw, rozwéj metod pomigdzy rokiem 2016 - 2019
itp.) Parametry te w réznych eksperymentach w istotny sposéb moga wptywac na wnioski koricowe. Czy
w jaki$ sposdb standaryzowano wyniki? Przytoczonych jest sporo wizualizacji, jednak trudno za nimi
szybko podazaé. Dlatego w kofAcowym rezultacie bardzo pomocna bytaby tabelka lub heatmap
podsumowujgca populacje i stadia rozwojowe z ETV1, a takze jego poziom w odniesieniu do innych

populacji.



W wynikach czasami mozna przeczytac zbyt ogdlne: ,,...czynnik ETV1 ulega wysokiej ekspresji...”

'’

lub ,...poziom ekspresji ETV1 byt nizszy niz...” i nie towarzysza temu zadne liczby charakteryzujgce
wysokosci ekspresji, rozktad w populacjach lub konkretng liczby komérek w populacjach (w niektérych
miejscach sg przytoczone liczby z odsetkami populacji). Single Cell Expression Atlas EMBL dla zestawu
danych oferuje zestaw plikéw rezultatow w sekcji ,,downloads” do doktadniejszej analizy. Wizualizacje
rozktadu ekspresji gendw w populacjach i wnioskowanie w wynikach jest zgodne z prawdy, ale w
niektérych przypadkach jest niezrozumiate. Na przyktad (Rys. 10), ewidentne jest, ze ekspresja ETV1 jest
wyzsza w aktywowanych wzgledem ekspresji ETV1 w naiwnych populacjach PSC, natomiast w przypadku
NANOG jego ekspresja jest mniej lub bardziej réwna w obu populacjach. Natomiast poréwnanie poziomu
ekspresji NANOG z poziomem ekspresji ETV1 jest dla mnie niezrozumiate i dlaczego poréwnanie tylko
liczby transkryptéw ETV1 do NANOG miatoby wskazywac¢ na role biologiczng. Chyba ze znaczenie jest
takie, ze profil wystepowania Nanog w populacji jest inny w poréwnaniu do profilu ETV1? Nalezy tez
powiedzieé¢, ze czasami wnioskowanie mogtyby by¢ bardziej ostrozne. Na przyktad w rozprawie znajduje
sie stwierdzenie, ze ekspresje ETV1 wykryto we wszystkich grupach komérek trzustki. Na wizualizacji
widaé, ze 71% komodrek nie zawierato ekspresji ETV1, dlatego mozna sobie wyobrazi¢, ze wsréd tych
komodrek mozna wyizolowac jeszcze wiele populacji o duzym znaczeniu biologicznym, ktére w ogodle nie
posiadajg ETV1 lub populacje, ktéra posiadajg np. 2-5 komdrek pozytywnych, a reszta komérek w tym
typie jest negatywna na ETV1. Dodatkowo czytajgc pierwszg analityczng czes¢ wynikéw, ma sie pewne

wrazenie, ze znaczna czes$¢ tekstu w istocie bardziej nadawatoby sie do dyskusji, a nie do wynikow.
Rozwojowa analiza obecnosci ETV

Nastepna czes¢ wynikéw to badanie obecnosci biatka ETV1 na réznych etapach rozwoju w modelu
mysim (E16-17, dorostym) i ludzkim w ko-ekspresji z GCG, czyli wczesne komoérki alfa. Dodatkowo wysoka
ekspresja ETV jest w komorkach PP i wczesnych beta. Obserwacja réwniez wczesniejszych stadiow

rozwoju trzustki (E9-10) stanowitoby bardziej jednolity uktad eksperymentalny.
Model KO ETV1

Nastepny etap w pracy to uzyskanie linii KO ETV1, ktére sg bezcennym narzedziem do badania roli
ETV1 w rozwoju trzustki. Pragne pogratulowac Autorce za sukces na tym etapie i konstrukcje tego modelu
badawczego, chociaz wymaga to czasochtonnego przetestowania sgRNA, optymalizowania stezenia, a

pozniej pracowitej izolacji i genotypownia klonéw.



Przebiegajac dalej po teksécie rozprawy, napotykatem badania funkcjonalne i dalej dopiero w
rozdziale 3.5.6 badanie pluripotencji ETV1-KO vs WT, w postaci badania Oct, Sox i Nanog (brak zmiany).
Jeszcze dalej w 3.6.1 jest spontaniczne rdznicowanie, ktore w zasadzie jest testem pluripotencji i wida¢ tu
duze réznice. W zwigzku z tym drobna uwaga co do kolejnosci: czy pluripotencja uzyskanych klonow nie
powinna byé sprawdzona niezwtocznie po wygenerowaniu klonéw ETV1-KO zamiast na samym koncu po

badaniu adhezji, transkryptomu i poziom biatek adhezyjnych.
Charakterystyka funkcjonalna KO ETV1

W rozprawie badania homeostazy w PSC ETV1-KO skupiajg sie na ocenie proliferacji komorek z
uzyciem aparatu Incucyte. Oceniono przyrost konfluencji po wysianiu m.in. 1,5x10% po 24 h i 48 h - krzywa
wzrostu jest praktycznie taka sama, a dopiero pdiniej mozna obserwowa¢ zmiany w konfluenciji.
Swiadczytoby to o innym mechanizmie powstawania szybszej konfluencji niz proliferacja i rzeczywiscie
fosforylacja histonu H3 jako esej proliferacyjny nie wykazat zmian. Poniewaz proliferacja nie bytfa
zmieniona, zbadano adhezje komdérek na podtozach i tutaj wykryto wigksze przywierania ETV1-KO na
réznych substratach ECM. Co ciekawe doniesienia z literatury wskazuja, ze genami, ktére sg celem
czynnika transkrypcyjnego ETV1, sa metaloproteinazy macierzy zewngatrz komorkowej. Wszystko te
badania razem wskazywatoby na zmiany w migracji komoérek ETV1-KO niz zmiany w proliferacji.
Doniesienia literaturowe wskazujg réwniez na regulacje enzyméw proteolitycznych przez fosforylacje
PI3K/AKT. Autorka udowodnita, ze ETV1 jest regulowany przez te $Sciezke w komadrkach PSC z uzyciem
inhibitoréow oraz badania konfluencji. Dlaczego nie zastosowano eseju typowo adhezyjnego, tylko esej
konfluencji, ktéry mozna myli¢ z proliferacjg. Podsumowujac te czesé, trzeba przyznaé, ze Autorka bardzo

dobrze udokumentowata funkcje ETV1 w adhezji.
Rola ETV w réznicowaniu komorek trzustki

Koricowa cze$¢ wynikow opisuje role ETV1 w réznicowaniu komérek pluripotencjalnych do listkow
zarodkowych oraz indukowane réznicowanie do komorek trzustki. Spontaniczne réznicowanie komorek
pluripotencjalnych wykazato wysokg ekspresje markeréw endodermy i mezodermy, a niska ekspresje
markerow ektodermy w tych komérkach w poréwnaniu do PSC WT. Komérki ETV1-KO powinny zatem
efektywnie tworzy¢ komérki endodermy, a pozniej komorki progenitorowe. Jednak dalsze eksperymenty
wykazuja, ze te komorki sie wyksztatcajg, ale mimo to ich réznicowanie nie postepuje dalej do komoérek
beta. Swiadczy o tym fakt, ze w komdrkach EP marker komérek beta NKX6-1 jest na niskim poziomie
(eksperymenty immunobarwienia i scRNAseq). Pojawiajg sie natomiast markery komorek alfa trzustki.

Godnym zastanowienia jest fakt, czy istniejg genetyczne zaburzenia rozwojowe, w ktérych nastgpuje



deficyt réznicowania do komérek beta trzustki i czy takie genetyczne zaburzenia majg co$ wspdlnego z
wptywem ETV1. To samo dotyczy modelu knock-out, w ktédrym mozna zaobserwowac, czy istniejg jakie$
sygnaty parakrynne, ktére kompensujg brak ETV-1 w trzustce. Modele KO istniejg i rodzg sie zywe, mimo

ciezkiego fenotypu neurologicznego nie opisano stanu trzustki.
Koricowe wnioski w pracy

ETV1 jest regulatorem réznicowania i dojrzewania embionalnej trzustki co jest powigzane z funkcja
ETV1 w regulacji adhezji i wptywem tego biatka na rézne typy pluripotencji komorki PSC. Wynika z tego
jeszcze nieznany mechanizm, ktéry wptywa na zablokowanie réznicowanie do komérek beta trzustki. W
dyskusji znajduje sie krotkie oméwienie na temat mechanizméw, ktére moga grac role i udziat innych
biatek sygnatowych i faktoréow transkrypcyjnych takich jak kinaza FAK, integryny oraz inne biatka ETV.
Jednak w poréwnaniu do poprzednich obszernych rozdziatéw, dyskusja mogtaby uja¢ wiecej aspektéw. W
jaki spos6b modulacja ETV1 i adhezji mogtaby zosta¢ uzyta do regeneracji komoérek beta? Réwniez ze
wzgledu na charakterystyczny profil ekspresja ETV1 w rozwoju (ekspresja w PSC jest znaczaca, potem
zanik, a pdzniej pojawianie sie w finalnie zréznicowanych komérkach). Jak uzycie modulacji ETV1 do

regeneracji ma sie do potencjatu onkologicznego tego biatka?

Materiaty i metody w pracy charakteryzuja sie nowoczesnoscia, obfitoscig i zréznicowaniem.
Obejmujg podstawowe techniki biologii molekularnej, CRISPR/CAS, cytometrig¢ przeptywowq i
sekwencjonowanie pojedynczych komérek. Metody sa udokumentowane bardzo starannie i pozwalajg na
powtdrzenie eksperymentdw. Niezwykte ciekawe sg procedury in vitro réznicowania komoérek trzustki z

komérek pluripotencjalnych.

Koricowa uwaga od rozprawy jest zwigzana z iloscig préb i powtérzen biologicznych. Mimo ze w
eksperymentach w pracy przedstawione s statystyki dla poszczegélnych préb, jednakze jezeli sie nie
myle, to wnioski w rozprawie sg oparte na jednym lub dwdch klonach ETV1-KO. Moze to rodzi¢ pewne
pytania, czy obserwowane efekty catkowicie wynikaja z KO genu ETV1, czy tez moze jakas czes¢ fenotypu
wynika z mutacji typu off-target lub zostaje nabyta podczas wielokrotnego pasazowania PSC przy

generowaniu klonéw komorek.

3. Uwagi techniczne

Wytacznie techniczne uwagi do tekstu rozprawy sg zwigzane z jej aranzacjq i rozbudowang liczba
stron i rycin. Taki rozbudowany sposob przekazu zdecydowanie utrudnia czytanie. Do ogromnej ilosci

stron przyczyniajg sie rysunki, ktére s3 w nadmiernej liczbie i nadmiernie powigkszone. Powigkszone



rysunki powodujg rozbicie wzglednie krotkiego tekstu miedzy nimi. Przyktadem mogg by¢ schematy
sygnalizacji komorkowej (ale tez inne), ktore obejmuja catg strone A4. Pragne sie zgodzi¢, ze rysunki
wyrazne, dobrze zaaranzowane i o odpowiedniej wielkos$ci s3 zawsze zalety. Natomiast powigkszanie

ponad pewien rozmiar juz nie poprawia ich czytelnosci, a tylko zajmuje miejsce.

4. Whioski koncowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Marii Ziojta zostata wykonana z podjgciem waznego
problemu badawczego i jej wykonanie jest oryginalne. Ambitne cele pracy doktorskiej Pani mgr Natalii
Marii Ziojta zostaty osiggniete. Wyniki zawarte w pracy majg duza wartosci naukowa dla zrozumienia
biologii komdrkowej trzustki, jej rozwoju, réznicowania i komdrek macierzystych. Rozprawa doktorska
Pani mgr. Natalii Marii Ziojta spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668). Moje uwagi do pracy majg jedynie charakter
pytan do dyskusji podczas obrony. W zwigzku z mojq pozytywng oceng pracy uwazam, ze Pani mgr Natalia

Maria Ziojta powinna by¢ dopuszczona do koricowych etapéw przewodu doktorskiego.

Maciej Figiel
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Autorka rozprawy doktorskiej: mgr Natalia Maria Ziojta

Tytut rozprawy.: Rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w adhezji ludzkich
pluripotencjalnych komdrek macierzystych i rozwoju in vitro ludzkiej
endokrynnej trzustki

Promotorka pracy: prof. UAM dr. hab. Matgorzata Borowiak

1. Ocena formalna

Rozprawa doktorska w formie manuskryptu zostata wykonana w Instytucie Biologii Molekularnej i
Biotechnologii UAM, w Laboratorium Komorek Macierzystych. Rozprawa zostata napisana w typowym
uktadzie zgodnym ze standardami pracy naukowej zawierajgcej najwazniejsze rozdziaty takie jak wstep,
cel pracy, wyniki, dyskusje, materiaty i metody, liczne tabele oraz 75 rycin. Tekst rozprawy zawiera
odnoséniki do literatury naukowej, ktére sg jednolicie sformatowane i prawidtowo przytaczane. Rozprawa
doktorska jest poparta publikacjami, ktére zostaty wymienione na poczatkowych stronach manuskryptu.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Ziojta wypetnia wszystkie wymogi formalne stawiane

pracom doktorskim.

2. Ocena merytoryczna

Pierwszy rozdziat pracy to wstep, ktéry jest niezwykle merytoryczny i obejmuje 41 stron informacji
bardzo potrzebnych do zrozumienia czesci eksperymentalnej i dyskusji. Duzg cze$¢ wstepu zajmuje
$wietne opracowanie tematu pluripotencjalnych komdérek macierzystych. Wsérdd informacji znalezé
mozna zaréwno informacje bardziej ogdle, jak i szczegdétowe na temat regulacji stanu pluripotencji, np.
doktadne oméwienie réznych wewngtrzkomérkowych s$ciezek przekazywania sygnatu. Wszystkie

informacje opatrzone s3 bardzo dobrymi rysunkami pomagajacymi zrozumie¢ wymagajaca tematyke.



Rysunki sg przygotowane ze znacznym wktadem pracy i nie oszczedzono na nie miejsca. Nastgpnie
omawiany jest modelowy organ badan, trzustka i jej biologia komérkowa. Poruszony zostaje temat
medycyny regeneracyjnej i fakt, ze trzustka i cukrzyca sa dobrym modelem do takich badan. Autorka
wyjasnia, ze w trzustce tylko jeden typ komérek produkuje insuline i ten typ wfasnie ulega zniszczeniu na
skutek proceséw autoodpowiedzi immunologicznej, doprowadzajac do schorzenia. Dlatego w przypadku
terapii regeneracyjnej cukrzycy nalezatoby naprawi¢ wybidérczo tylko komarki beta trzustki. Poruszane sg
aspekty powstawania i réznicowania komaorek trzustki w czasie rozwoju embrionalnego. Wiaze sie to

bezposrednio z pdzniejszymi wnioskami na temat roli ETV1, ktéry jest gildwnym bohaterem rozprawy.

W rozdziale ,,Cel pracy” mgr Ziojta wspomina, ze rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w komdrkach
pluripotencjalnych i w komérkach embrionalnych trzustki w rozwoju tego organu nie zostata jeszcze
poznana. Celem byto zbadanie roli ETV1 w trzustce embrionalnej i dorostej i komdrkach PSC. Aby pozna¢
role ETV1, wygenerowano model, w ktérym wytaczono gen ETV1 w komdrkach PSC. Nastepnie zbadano
funkcjonalne konsekwencje braku ekspresji oraz nad ekspresji ETV1 co doprowadzito do nakreslenia roli
tego faktora w rozwoju trzustki. Oceniam postawione cele rozprawy jako niezwykle ambitne, a ich

poznanie za wazne dla zrozumienia biologii trzustki.

Juz pobiezny przeglad rozdziatu wyniki (sekcja liczy sobie ponad 120 stron) potwierdza wstepny

whniosek, ze w eksperymenty laboratoryjne i analize danych przeprowadzono duzym naktadem pracy.
Analiza danych

W tym obszernym podsumowaniu Autorka postanowita przeanalizowac ekspresje mRNA ETV1 w
réznych populacjach komérek z pomocga wielu wolno-dostepnych danych zscRNAseq. W tym podrozdziale
wynikéw analizowano populacyjny rozktad ekspresji ETV1 w stadiach rozwojowych takich jak PSC, mysiej
rozwijajacej sie trzustki, w mysiej dojrzatej i ludzkiej trzustce. Pod rysunkami da sie znalez¢ odnosniki
internetowe do narzedzi on-line i Zrédtowe publikacje, jednak nie ma podrozdziatu w metodach ani w
wynikach, ktéry podsumowatby sposéb przeprowadzenia analiz. Technika scRNAseq jest stosunkowo
niestandaryzowana (kapsutkowanie, komorki i jadra komorkowe, liczba komodrek, koncowa liczba
uchwyconych transkryptow na komorke, liczba odczytow, rozwdéj metod pomiedzy rokiem 2016 - 2019
itp.) Parametry te w réznych eksperymentach w istotny sposéb moga wptywac na wnioski koncowe. Czy
w jaki$ sposéb standaryzowano wyniki? Przytoczonych jest sporo wizualizacji, jednak trudno za nimi
szybko podazac. Dlatego w koncowym rezultacie bardzo pomocna bytaby tabelka lub heatmap
podsumowujgca populacje i stadia rozwojowe z ETV1, a takze jego poziom w odniesieniu do innych

populacji.



W wynikach czasami mozna przeczytac zbyt ogdlne: ,,...czynnik ETV1 ulega wysokiej ekspresji...”

U

lub ,,...poziom ekspresji ETV1 byt nizszy niz...” i nie towarzyszg temu zadne liczby charakteryzujgce
wysokosci ekspresji, rozktad w populacjach lub konkretng liczby komérek w populacjach (w niektérych
miejscach sg przytoczone liczby z odsetkami populacji). Single Cell Expression Atlas EMBL dla zestawu
danych oferuje zestaw plikéw rezultatow w sekcji ,,downloads” do doktadniejszej analizy. Wizualizacje
rozktadu ekspresji genéw w populacjach i wnioskowanie w wynikach jest zgodne z prawdg, ale w
niektorych przypadkach jest niezrozumiate. Na przyktad (Rys. 10), ewidentne jest, ze ekspresja ETV1 jest
wyzsza w aktywowanych wzgledem ekspresji ETV1 w naiwnych populacjach PSC, natomiast w przypadku
NANOG jego ekspresja jest mniej lub bardziej rowna w obu populacjach. Natomiast poréwnanie poziomu
ekspresji NANOG z poziomem ekspresji ETV1 jest dla mnie niezrozumiate i dlaczego poréwnanie tylko
liczby transkryptow ETV1 do NANOG miatoby wskazywac¢ na role biologiczng. Chyba ze znaczenie jest
takie, ze profil wystepowania Nanog w populacji jest inny w poréwnaniu do profilu ETV1? Nalezy tez
powiedzie¢, ze czasami wnioskowanie mogtyby by¢ bardziej ostrozne. Na przyktad w rozprawie znajduje
sie stwierdzenie, ze ekspresje ETV1 wykryto we wszystkich grupach komoérek trzustki. Na wizualizacji
widaé, ze 71% komodrek nie zawierato ekspresji ETV1, dlatego mozna sobie wyobrazi¢, ze wsréd tych
komérek mozna wyizolowac jeszcze wiele populacji o duzym znaczeniu biologicznym, ktére w ogodle nie
posiadajg ETV1 lub populacje, ktéra posiadaja np. 2-5 komédrek pozytywnych, a reszta komdrek w tym
typie jest negatywna na ETV1. Dodatkowo czytajac pierwszg analityczng czes¢ wynikéw, ma sie pewne

wrazenie, ze znaczna czes$¢ tekstu w istocie bardziej nadawatoby sie do dyskusji, a nie do wynikdow.
Rozwojowa analiza obecnosci ETV

Nastepna czes¢ wynikéw to badanie obecnosci biatka ETV1 na réznych etapach rozwoju w modelu
mysim (E16-17, dorostym) i ludzkim w ko-ekspresji z GCG, czyli wczesne komérki alfa. Dodatkowo wysoka
ekspresja ETV jest w komorkach PP i wczesnych beta. Obserwacja réwniez wczesniejszych stadiow

rozwoju trzustki (E9-10) stanowitoby bardziej jednolity uktad eksperymentalny.
Model KO ETV1

Nastepny etap w pracy to uzyskanie linii KO ETV1, ktére sg bezcennym narzedziem do badania roli
ETV1 w rozwoju trzustki. Pragne pogratulowac Autorce za sukces na tym etapie i konstrukcje tego modelu
badawczego, chociaz wymaga to czasochtonnego przetestowania sgRNA, optymalizowania stezenia, a

pozniej pracowitej izolacji i genotypownia klondw.



Przebiegajac dalej po tekscie rozprawy, napotykatem badania funkcjonalne i dalej dopiero w
rozdziale 3.5.6 badanie pluripotencji ETV1-KO vs WT, w postaci badania Oct, Sox i Nanog (brak zmiany).
Jeszcze dalej w 3.6.1 jest spontaniczne réznicowanie, ktére w zasadzie jest testem pluripotencji i widac tu
duze rdéznice. W zwigzku z tym drobna uwaga co do kolejnosci: czy pluripotencja uzyskanych klonéw nie
powinna by¢ sprawdzona niezwtocznie po wygenerowaniu klonéw ETV1-KO zamiast na samym korcu po

badaniu adhezji, transkryptomu i poziom biatek adhezyjnych.
Charakterystyka funkcjonalna KO ETV1

W rozprawie badania homeostazy w PSC ETV1-KO skupiajg sie na ocenie proliferacji komoérek z
uzyciem aparatu Incucyte. Oceniono przyrost konfluencji po wysianiu m.in. 1,5x10% po 24 hi 48 h - krzywa
wzrostu jest praktycznie taka sama, a dopiero pdiniej mozna obserwowaé¢ zmiany w konfluenciji.
Swiadczytoby to o innym mechanizmie powstawania szybszej konfluencji niz proliferacja i rzeczywiscie
fosforylacja histonu H3 jako esej proliferacyjny nie wykazat zmian. Poniewaz proliferacja nie byta
zmieniona, zbadano adhezje komdrek na podtozach i tutaj wykryto wieksze przywierania ETV1-KO na
réznych substratach ECM. Co ciekawe doniesienia z literatury wskazujg, ze genami, ktére sg celem
czynnika transkrypcyjnego ETV1, sg metaloproteinazy macierzy zewnatrz komdrkowej. Wszystko te
badania razem wskazywatoby na zmiany w migracji komodrek ETV1-KO niz zmiany w proliferacji.
Doniesienia literaturowe wskazujg réwniez na regulacje enzymoéw proteolitycznych przez fosforylacje
PI3K/AKT. Autorka udowodnita, ze ETV1 jest regulowany przez te $ciezke w komérkach PSC z uzyciem
inhibitoréw oraz badania konfluencji. Dlaczego nie zastosowano eseju typowo adhezyjnego, tylko esej
konfluencji, ktéry mozna mylic¢ z proliferacja. Podsumowujac te czesé, trzeba przyznad, ze Autorka bardzo

dobrze udokumentowata funkcje ETV1 w adhez;ji.
Rola ETV w réznicowaniu komdrek trzustki

Koncowa czes¢ wynikéw opisuje role ETV1 w réznicowaniu komorek pluripotencjalnych do listkow
zarodkowych oraz indukowane réznicowanie do komérek trzustki. Spontaniczne réznicowanie komorek
pluripotencjalnych wykazato wysoka ekspresje markeréw endodermy i mezodermy, a niskg ekspresje
markerow ektodermy w tych komérkach w poréwnaniu do PSC WT. Komérki ETV1-KO powinny zatem
efektywnie tworzy¢ komérki endodermy, a pdzniej komorki progenitorowe. Jednak dalsze eksperymenty
wykazujg, ze te komorki sie wyksztatcajg, ale mimo to ich réznicowanie nie postepuje dalej do komoérek
beta. Swiadczy o tym fakt, ze w komérkach EP marker komérek beta NKX6-1 jest na niskim poziomie
(eksperymenty immunobarwienia i scRNAseq). Pojawiajg sie natomiast markery komodrek alfa trzustki.

Godnym zastanowienia jest fakt, czy istniejg genetyczne zaburzenia rozwojowe, w ktérych nastepuje



deficyt roznicowania do komoérek beta trzustki i czy takie genetyczne zaburzenia majg cos wspdlnego z
wptywem ETV1. To samo dotyczy modelu knock-out, w ktérym mozna zaobserwowaé, czy istniejq jakies$
sygnaty parakrynne, ktére kompensujg brak ETV-1 w trzustce. Modele KO istniejg i rodzg sie zywe, mimo

ciezkiego fenotypu neurologicznego nie opisano stanu trzustki.
Koricowe wnioski w pracy

ETV1 jest regulatorem réznicowania i dojrzewania embionalnej trzustki co jest powigzane z funkcjg
ETV1 w regulacji adhezji i wptywem tego biatka na rézne typy pluripotencji komérki PSC. Wynika z tego
jeszcze nieznany mechanizm, ktéry wptywa na zablokowanie réznicowanie do komérek beta trzustki. W
dyskusji znajduje sie krétkie omoéwienie na temat mechanizméw, ktére mogg grac role i udziat innych
biatek sygnatowych i faktoréw transkrypcyjnych takich jak kinaza FAK, integryny oraz inne biatka ETV.
Jednak w poréwnaniu do poprzednich obszernych rozdziatéw, dyskusja mogtaby ujg¢ wigcej aspektow. W
jaki sposéb modulacja ETV1 i adhezji mogtaby zosta¢ uzyta do regeneracji komérek beta? Rowniez ze
wzgledu na charakterystyczny profil ekspresja ETV1 w rozwoju (ekspresja w PSC jest znaczgca, potem
zanik, a pdzniej pojawianie sie w finalnie zréznicowanych komérkach). Jak uzycie modulacji ETV1 do

regeneracji ma sie do potencjatu onkologicznego tego biatka?

Materiaty i metody w pracy charakteryzuja sie nowoczesnoscia, obfitoscig i zréznicowaniem.
Obejmujag podstawowe techniki biologii molekularnej, CRISPR/CAS, cytometrie przeptywowq i
sekwencjonowanie pojedynczych komérek. Metody sa udokumentowane bardzo starannie i pozwalaja na
powtdrzenie eksperymentdw. Niezwykte ciekawe sg procedury in vitro réznicowania komorek trzustki z

komorek pluripotencjalnych.

Koricowa uwaga od rozprawy jest zwigzana z iloscig préb i powtdrzen biologicznych. Mimo ze w
eksperymentach w pracy przedstawione sg statystyki dla poszczegélnych prob, jednakze jezeli sig nie
myle, to wnioski w rozprawie sg oparte na jednym lub dwdch klonach ETV1-KO. Moze to rodzi¢ pewne
pytania, czy obserwowane efekty catkowicie wynikajg z KO genu ETV1, czy tez moze jaka$ cze$c fenotypu
wynika z mutacji typu off-target lub zostaje nabyta podczas wielokrotnego pasazowania PSC przy

generowaniu klonéw komorek.

3. Uwagi techniczne

Wytacznie techniczne uwagi do tekstu rozprawy sg zwigzane z jej aranzacjg i rozbudowang liczbg
stron i rycin. Taki rozbudowany sposéb przekazu zdecydowanie utrudnia czytanie. Do ogromnej ilosci

stron przyczyniajg sie rysunki, ktére s3 w nadmiernej liczbie i nadmiernie powigkszone. Powigkszone



rysunki powodujg rozbicie wzglednie krotkiego tekstu miedzy nimi. Przyktadem moga by¢ schematy
sygnalizacji komdrkowej (ale tez inne), ktére obejmujg catg strone A4. Pragne sie zgodzi¢, ze rysunki
wyrazne, dobrze zaaranzowane i o odpowiedniej wielkosci sg zawsze zaleta. Natomiast powiekszanie

ponad pewien rozmiar juz nie poprawia ich czytelnosci, a tylko zajmuje miejsce.

4. Whnioski koficowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Marii Ziojta zostata wykonana z podjeciem waznego
problemu badawczego i jej wykonanie jest oryginalne. Ambitne cele pracy doktorskiej Pani mgr Natalii
Marii Ziojta zostaty osiggniete. Wyniki zawarte w pracy majg duzg wartosci naukowgq dla zrozumienia
biologii komodrkowej trzustki, jej rozwoju, réznicowania i komdrek macierzystych. Rozprawa doktorska
Pani mgr. Natalii Marii Ziojta spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668). Moje uwagi do pracy majg jedynie charakter
pytan do dyskusji podczas obrony. W zwigzku z mojg pozytywng oceng pracy uwazam, ze Pani mgr Natalia

Maria Ziojta powinna by¢ dopuszczona do korncowych etapéw przewodu doktorskiego.

o

Maciej Figiel
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Rozprawa doktorska w formie manuskryptu zostata wykonana w Instytucie Biologii Molekularnej i
Biotechnologii UAM, w Laboratorium Komorek Macierzystych. Rozprawa zostata napisana w typowym
uktadzie zgodnym ze standardami pracy naukowej zawierajacej najwazniejsze rozdziaty takie jak wstep,
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Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Ziojta wypetnia wszystkie wymogi formalne stawiane

pracom doktorskim.

2. Ocena merytoryczna

Pierwszy rozdziat pracy to wstep, ktory jest niezwykle merytoryczny i obejmuje 41 stron informaciji
bardzo potrzebnych do zrozumienia czesci eksperymentalnej i dyskusji. Duzg cze$¢ wstepu zajmuje
Swietne opracowanie tematu pluripotencjalnych komérek macierzystych. Wsréd informacji znalezé
mozna zaréwno informacje bardziej ogdle, jak i szczegdétowe na temat regulacji stanu pluripotencji, np.
doktadne omodwienie réznych wewngtrzkomérkowych s$ciezek przekazywania sygnatu. Wszystkie

informacje opatrzone sg bardzo dobrymi rysunkami pomagajgcymi zrozumie¢ wymagajaca tematyke.



Rysunki sa przygotowane ze znacznym wktadem pracy i nie oszczedzono na nie miejsca. Nastgpnie
omawiany jest modelowy organ badan, trzustka i jej biologia komérkowa. Poruszony zostaje temat
medycyny regeneracyjnej i fakt, ze trzustka i cukrzyca s3 dobrym modelem do takich badan. Autorka
wyjasnia, ze w trzustce tylko jeden typ komorek produkuje insuling i ten typ wtasnie ulega zniszczeniu na
skutek proceséw autoodpowiedzi immunologicznej, doprowadzajac do schorzenia. Dlatego w przypadku
terapii regeneracyjnej cukrzycy nalezatoby naprawi¢ wybidrczo tylko komorki beta trzustki. Poruszane s
aspekty powstawania i réznicowania komorek trzustki w czasie rozwoju embrionalnego. Wiaze sig to

bezpoérednio z pdzniejszymi wnioskami na temat roli ETV1, ktéry jest gtownym bohaterem rozprawy.

W rozdziale ,Cel pracy” mgr Ziojta wspomina, ze rola czynnika transkrypcyjnego ETV1 w komérkach
pluripotencjalnych i w komérkach embrionalnych trzustki w rozwoju tego organu nie zostata jeszcze
poznana. Celem byto zbadanie roli ETV1 w trzustce embrionalnej i dorostej i komérkach PSC. Aby pozna¢
role ETV1, wygenerowano model, w ktérym wytaczono gen ETV1 w komérkach PSC. Nastepnie zbadano
funkcjonalne konsekwencje braku ekspresji oraz nad ekspresji ETV1 co doprowadzito do nakreélenia roli
tego faktora w rozwoju trzustki. Oceniam postawione cele rozprawy jako niezwykle ambitne, a ich

poznanie za wazne dla zrozumienia biologii trzustki.

Juz pobiezny przeglad rozdziatu wyniki (sekcja liczy sobie ponad 120 stron) potwierdza wstgpny

wniosek, ze w eksperymenty laboratoryjne i analize danych przeprowadzono duzym naktadem pracy.
Analiza danych

W tym obszernym podsumowaniu Autorka postanowita przeanalizowac ekspresj¢ mRNA ETV1 w
réznych populacjach komérek z pomoca wielu wolno-dostepnych danych zscRNAseq. W tym podrozdziale
wynikéw analizowano populacyjny rozktad ekspresji ETV1 w stadiach rozwojowych takich jak PSC, mysiej
rozwijajacej sie trzustki, w mysiej dojrzatej i ludzkiej trzustce. Pod rysunkami da sie znalez¢ odnosniki
internetowe do narzedzi on-line i Zrodtowe publikacje, jednak nie ma podrozdziatu w metodach ani w
wynikach, ktéry podsumowatby sposdb przeprowadzenia analiz. Technika scRNAseq jest stosunkowo
niestandaryzowana (kapsutkowanie, komoérki i jadra komoérkowe, liczba komorek, koricowa liczba
uchwyconych transkryptéw na komorke, liczba odczytéw, rozwdj metod pomigdzy rokiem 2016 - 2019
itp.) Parametry te w réznych eksperymentach w istotny sposéb moga wptywac na wnioski koricowe. Czy
w jaki$ sposéb standaryzowano wyniki? Przytoczonych jest sporo wizualizacji, jednak trudno za nimi
szybko podazaé. Dlatego w koricowym rezultacie bardzo pomocna bytaby tabelka lub heatmap
podsumowujaca populacje i stadia rozwojowe z ETV1, a takze jego poziom w odniesieniu do innych

populacji.



W wynikach czasami mozna przeczyta¢ zbyt ogdlne: ,,...czynnik ETV1 ulega wysokiej ekspresji...”

’

lub ,,...poziom ekspresji ETV1 byt nizszy niz...” i nie towarzyszg temu zadne liczby charakteryzujace
wysokosci ekspresji, rozktad w populacjach lub konkretng liczby komérek w populacjach (w niektérych
miejscach sg przytoczone liczby z odsetkami populacji). Single Cell Expression Atlas EMBL dla zestawu
danych oferuje zestaw plikéw rezultatow w sekcji ,,downloads” do doktadniejszej analizy. Wizualizacje
rozktadu ekspresji gendw w populacjach i wnioskowanie w wynikach jest zgodne z prawda, ale w
niektorych przypadkach jest niezrozumiate. Na przyktad (Rys. 10), ewidentne jest, ze ekspresja ETV1 jest
wyzsza w aktywowanych wzgledem ekspresji ETV1 w naiwnych populacjach PSC, natomiast w przypadku
NANOG jego ekspresja jest mniej lub bardziej rowna w obu populacjach. Natomiast poréwnanie poziomu
ekspresji NANOG z poziomem ekspresji ETV1 jest dla mnie niezrozumiate i dlaczego poréwnanie tylko
liczby transkryptéw ETV1 do NANOG miatoby wskazywaé na role biologiczng. Chyba ze znaczenie jest
takie, ze profil wystepowania Nanog w populacji jest inny w poréwnaniu do profilu ETV1? Nalezy tez
powiedzieé, ze czasami wnioskowanie mogtyby by¢ bardziej ostrozne. Na przyktad w rozprawie znajduje
sie stwierdzenie, ze ekspresje ETV1 wykryto we wszystkich grupach komérek trzustki. Na wizualizacji
widaé, ze 71% komadrek nie zawierato ekspresji ETV1, dlatego mozna sobie wyobrazi¢, ze wsrdd tych
komoérek mozna wyizolowac jeszcze wiele populacji o duzym znaczeniu biologicznym, ktére w ogodle nie
posiadajg ETV1 lub populacje, ktéra posiadajg np. 2-5 komdrek pozytywnych, a reszta komérek w tym
typie jest negatywna na ETV1. Dodatkowo czytajac pierwszg analityczng cze$¢ wynikdw, ma sie pewne

wrazenie, ze znaczna czesc¢ tekstu w istocie bardziej nadawatoby sie do dyskusji, a nie do wynikdéw.
Rozwojowa analiza obecnosci ETV

Nastepna cze$¢ wynikéw to badanie obecnosci biatka ETV1 na réznych etapach rozwoju w modelu
mysim (E16-17, dorostym) i ludzkim w ko-ekspresji z GCG, czyli wczesne komorki alfa. Dodatkowo wysoka
ekspresja ETV jest w komérkach PP i wczesnych beta. Obserwacja réwniez wczesniejszych stadiow

rozwoju trzustki (E9-10) stanowitoby bardziej jednolity uktad eksperymentalny.
Model KO ETV1

Nastepny etap w pracy to uzyskanie linii KO ETV1, ktére sg bezcennym narzedziem do badania roli
ETV1 w rozwoju trzustki. Pragne pogratulowac Autorce za sukces na tym etapie i konstrukcje tego modelu
badawczego, chociaz wymaga to czasochtonnego przetestowania sgRNA, optymalizowania stezenia, a

poziniej pracowitej izolacji i genotypownia klonéw.



Przebiegajac dalej po tekécie rozprawy, napotykatem badania funkcjonalne i dalej dopiero w
rozdziale 3.5.6 badanie pluripotencji ETV1-KO vs WT, w postaci badania Oct, Sox i Nanog (brak zmiany).
Jeszcze dalej w 3.6.1 jest spontaniczne réznicowanie, ktére w zasadzie jest testem pluripotencji i widac tu
duze réznice. W zwigzku z tym drobna uwaga co do kolejnosci: czy pluripotencja uzyskanych klonéw nie
powinna by¢ sprawdzona niezwtocznie po wygenerowaniu klondw ETV1-KO zamiast na samym koricu po

badaniu adhezji, transkryptomu i poziom biatek adhezyjnych.
Charakterystyka funkcjonalna KO ETV1

W rozprawie badania homeostazy w PSC ETV1-KO skupiaja sie na ocenie proliferacji komorek z
uzyciem aparatu Incucyte. Oceniono przyrost konfluencji po wysianiu m.in. 1,5x10% po 24 h i 48 h - krzywa
wzrostu jest praktycznie taka sama, a dopiero pdzniej mozna obserwowac zmiany w konfluenciji.
Swiadczytoby to o innym mechanizmie powstawania szybszej konfluencji niz proliferacja i rzeczywiscie
fosforylacja histonu H3 jako esej proliferacyjny nie wykazat zmian. Poniewaz proliferacja nie byta
zmieniona, zbadano adhezje komérek na podtozach i tutaj wykryto wieksze przywierania ETV1-KO na
réznych substratach ECM. Co ciekawe doniesienia z literatury wskazuja, ze genami, ktére sg celem
czynnika transkrypcyjnego ETV1, s3 metaloproteinazy macierzy zewnatrz komdrkowej. Wszystko te
badania razem wskazywatoby na zmiany w migracji komorek ETV1-KO niz zmiany w proliferacji.
Doniesienia literaturowe wskazujg réwniez na regulacje enzyméw proteolitycznych przez fosforylacje
PI3K/AKT. Autorka udowodnita, ze ETV1 jest regulowany przez te sciezke w komorkach PSC z uzyciem
inhibitoréw oraz badania konfluencji. Dlaczego nie zastosowano eseju typowo adhezyjnego, tylko esej
konfluencji, ktéry mozna myli¢ z proliferacjg. Podsumowujac te czesé, trzeba przyznaé, ze Autorka bardzo

dobrze udokumentowata funkcje ETV1 w adhezji.
Rola ETV w réznicowaniu komarek trzustki

Koricowa cze$¢ wynikow opisuje role ETV1 w réznicowaniu komérek pluripotencjalnych do listkow
zarodkowych oraz indukowane réznicowanie do komérek trzustki. Spontaniczne réznicowanie komoérek
pluripotencjalnych wykazato wysoka ekspresje markeréw endodermy i mezodermy, a niskg ekspresje
markeréw ektodermy w tych komérkach w poréwnaniu do PSC WT. Komérki ETV1-KO powinny zatem
efektywnie tworzy¢ komérki endodermy, a pozniej komérki progenitorowe. Jednak dalsze eksperymenty
wykazujg, ze te komorki sie wyksztatcaja, ale mimo to ich réznicowanie nie postepuje dalej do komérek
beta. Swiadczy o tym fakt, ze w komdrkach EP marker komdrek beta NKX6-1 jest na niskim poziomie
(eksperymenty immunobarwienia i scRNAseq). Pojawiajg sie natomiast markery komérek alfa trzustki.

Godnym zastanowienia jest fakt, czy istniejg genetyczne zaburzenia rozwojowe, w ktérych nastepuje



deficyt réznicowania do komdrek beta trzustki i czy takie genetyczne zaburzenia maja co$ wspélnego z
wptywem ETV1. To samo dotyczy modelu knock-out, w ktérym mozna zaobserwowaé, czy istniejq jakie$
sygnaty parakrynne, ktére kompensujg brak ETV-1 w trzustce. Modele KO istniejq i rodzg sie zywe, mimo

ciezkiego fenotypu neurologicznego nie opisano stanu trzustki.
Koricowe wnioski w pracy

ETV1 jest regulatorem réznicowania i dojrzewania embionalnej trzustki co jest powigzane z funkcja
ETV1 w regulacji adhezji i wptywem tego biatka na rézne typy pluripotencji komorki PSC. Wynika z tego
jeszcze nieznany mechanizm, ktéry wptywa na zablokowanie réznicowanie do komérek beta trzustki. W
dyskusji znajduje sie krétkie oméwienie na temat mechanizmdw, ktére moga grac role i udziat innych
biatek sygnatowych i faktoréow transkrypcyjnych takich jak kinaza FAK, integryny oraz inne biatka ETV.
Jednak w poréwnaniu do poprzednich obszernych rozdziatow, dyskusja mogtaby uja¢ wigcej aspektow. W
jaki spos6b modulacja ETV1 i adhezji mogtaby zosta¢ uzyta do regeneracji komérek beta? Réwniez ze
wzgledu na charakterystyczny profil ekspresja ETV1 w rozwoju (ekspresja w PSC jest znaczaca, potem
zanik, a pozniej pojawianie sie w finalnie zréznicowanych komorkach). Jak uzycie modulacji ETV1 do

regeneracji ma sie do potencjatu onkologicznego tego biatka?

Materiaty i metody w pracy charakteryzujg sie nowoczesnoscig, obfitoscig i zréznicowaniem.
Obejmuja podstawowe techniki biologii molekularnej, CRISPR/CAS, cytometrie przeptywowq i
sekwencjonowanie pojedynczych komérek. Metody sa udokumentowane bardzo starannie i pozwalajg na
powtdrzenie eksperymentéw. Niezwykte ciekawe s procedury in vitro réznicowania komorek trzustki z

komorek pluripotencjalnych.

Koricowa uwaga od rozprawy jest zwigzana z iloscig préb i powtdrzen biologicznych. Mimo ze w
eksperymentach w pracy przedstawione sa statystyki dla poszczegélnych préb, jednakze jezeli si¢ nie
myle, to wnioski w rozprawie sg oparte na jednym lub dwéch klonach ETV1-KO. Moze to rodzi¢ pewne
pytania, czy obserwowane efekty catkowicie wynikajg z KO genu ETV1, czy tez moze jaka$ cze$¢ fenotypu
wynika z mutacji typu off-target lub zostaje nabyta podczas wielokrotnego pasazowania PSC przy

generowaniu klonéw komorek.

3. Uwagi techniczne
Wytacznie techniczne uwagi do tekstu rozprawy sg zwigzane z jej aranzacjg i rozbudowang liczbg
stron i rycin. Taki rozbudowany sposob przekazu zdecydowanie utrudnia czytanie. Do ogromnej ilosci

stron przyczyniajg sie rysunki, ktére s3 w nadmiernej liczbie i nadmiernie powigkszone. Powigkszone



rysunki powodujg rozbicie wzglednie krotkiego tekstu miedzy nimi. Przyktadem mogg by¢ schematy
sygnalizacji komérkowej (ale tez inne), ktére obejmujg cata strong A4. Pragne sie zgodzi¢, ze rysunki
wyrazne, dobrze zaaranzowane i o odpowiedniej wielkosci sg zawsze zaletg. Natomiast powigkszanie

ponad pewien rozmiar juz nie poprawia ich czytelnosci, a tylko zajmuje miejsce.

4. Whnioski koncowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Marii Ziojta zostata wykonana z podjeciem waznego
problemu badawczego i jej wykonanie jest oryginalne. Ambitne cele pracy doktorskiej Pani mgr Natalii
Marii Ziojta zostaty osiggniete. Wyniki zawarte w pracy majg duzg wartosci naukowa dla zrozumienia
biologii komdrkowej trzustki, jej rozwoju, réznicowania i komoérek macierzystych. Rozprawa doktorska
Pani mgr. Natalii Marii Ziojta spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668). Moje uwagi do pracy majg jedynie charakter
pytan do dyskusji podczas obrony. W zwigzku z mojg pozytywnga oceng pracy uwazam, ze Pani mgr Natalia

Maria Ziojta powinna by¢ dopuszczona do koricowych etapow przewodu doktorskiego.

y
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