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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Anny Pauliny Jedrzejak

pt.: ,Rola genu AMOTL?2 w pluripotencji i réznicowaniu ludzkich komérek macierzystych”

Cukrzyca stanowi ogromny problem medyczny. Obecnie na $wiecie na cukrzyce choruje ponad
537 mln os6b. Szacuje sig, ze liczba ta wzrosnie do 643 min chorych do roku 2030 i 783 mIn chorych
do roku 2045. Szczegdlnie wymagajaca grupa pacjentow sa pacjenci z tzw. chwiejna cukrzyca typu I
(ang. brittle diabetes), u ktérych nie da si¢ kontrolowaé glikemii poprzez insulinoterapie. Jedyna
metoda leczenia tej grupy pacjentow pozostaje transplantacja trzustki lub izolowanych wysp
trzustkowych pochodzacych od zmartych dawcéw. Problemami sg niewystarczajaca liczba dawcow
wielonarzagdowych, duza liczba wysp trzustkowych koniecznych do przywrécenia insulino-
niezalezno$ci oraz powiklania wynikajace z leczenia immunosupresyjnego.

Poznanie mechanizméw réznicowania pluripotencjalnych komorek macierzystych w komorki trzustki,
pozwoli w przysztosci na opracowanie skutecznych protokotéw réznicowania komorek macierzystych
w komorki produkujace insuling i ich zastosowanie w terapii cukrzycy. Konieczne jest prowadzenie
badan majacych na celu poznanie roli poszczegélnych gendw w organogenezie trzustki.
Majac na wzgledzie powyzsze, tematyka badan podjetych przez Doktorantk¢ mgr Anne Jedrzejak
i Jej Promotora prof. Malgorzate Borowiak dotyczaca analizy genu AMOTL2 w pluripotencji

i réznicowaniu komérek oraz jego roli w rozwoju trzustki jest wysoce interesujgca, bardzo aktualna

1 potrzebna.
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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska napisana jest w jezyku angielskim i ma uktad typowy
dla tego typu publikacji. Praca zawiera 126 stron wydruku komputerowego podzielonego
na 7 podrozdzialow tj. Wstep, Cele pracy, Wyniki, Dyskusje, Materialy i Metody, Spis rycin
oraz Pi$miennictwo. Dodatkowo przedstawiono streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykazy
stosowanych skrotow oraz skrotow nazw gendow. Brakuje mi tutaj jedynie oddzielanego rozdziatu
Whioski zestawiajacego najwazniejsze konkluzje ptynace z przeprowadzonych badan. Rozprawa
zawiera 37 rycin. Rozdzial piSmiennictwo zawiera 222 pozycje.

W liczgcym 18 stron rozdziale ,,Wstgp” scharakteryzowano pluripotencjalne komoérki macierzyste
(ang. Pluripotent Stem Cells, PSCs), przedstawiono $ciezki sygnalowe regulujace pluripotencje,
oraz opisano kluczowe czynniki pluripotencji. W dalszej czesci rozdziatu opisano zagadnienia
zwigzane z decyzja o losie komoérki w rozwijajacym si¢ embrionie. Ostatnia cze$¢ wstgpu dotyczy
trzustki, opisano budowe i funkcj¢ trzustki, rozwdj trzustki in vivo oraz réznicowanie ludzkich
pluripotencjalnych komorek macierzystych w kierunku komorek trzustkowych in vitro.
Scharakteryzowano réwniez gen AMOTL?2. Tak przygotowany wstep doskonale wprowadza czytelnika

w problematyke rozprawy doktorskiej.

Celami pracy byto:

1. ustalenie wzoru ekspresji genu AMOTL2 w rozwijajacej si¢ ludzkiej trzustce in vivo i potwierdzenie
obecnosci endokrynnych komorek progenitorowych NGN3(+)/AMOTL2 (+);

2. ustalenie wzoru ekspresji genu AMOTL2 w ludzkich pluripotencjalnych komdrkach macierzystych
in vitro i potwierdzenie obecnosci endokrynnych komorek progenitorowych NGN3(+)/AMOTL2 (+);
3. ocena réznic transkrypcyjnych pomiedzy populacjami AMOTL2 (+) i AMOTL2 (-) w endokrynnych
komérkach progenitorowych;

4. zaprojektowanie i wytworzenie ludzkich pluripotencjalnych komérek macierzystych z wylaczona

(ang. knockout, KO) ekspresja genu AMOTL?2;
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5. zidentyfikowanie fenotypu z wylaczona ekspresja genu AMOTL2 w ludzkich pluripotencjalnych
komoérkach macierzystych;

6. zidentyfikowanie wptywu genu AMOTL?2 na pluripotencje i los komorek.

W rozdziale ,,Materialy i Metody” Doktorantka szczegétowo scharakteryzowata przyjeta metodologie
badawcza. Dobor technik oraz przeprowadzenie badan §wiadczy o znakomitym warsztacie naukowym
Doktorantki. Godna uznania jest nie tylko rozleglos¢ i mnogos¢ wykonanych analiz, ale réwniez
wykorzystanie najnowoczesniejszych narz¢dzi badawczych, takich jak system CRISPR/Cas9

czy sekwencjonowanie RNA.

Wyniki badan s3 dobrze udokumentowane i przedstawione w przejrzysty sposob na licznych rycinach.
Przeprowadzone badanie wykazalo po raz pierwszy istnienie populacji NGN3(+)/AMOTL2(+)
w endokrynnych komoérkach progenitorowych czlowieka zaréwno in vitro i in vivo. Doktorantka
z sukcesem wyprowadzila lini¢ hPSCs z wylaczona ekspresja genu AMOTL2 z wykorzystaniem
systemu CRISPR/Cas9. Kolonie hPSCs z wylaczong ekspresja genu AMOTL2 charakteryzowaly
si¢ odmiennym niz kolonie typu dzikiego fenotypem- byly bardziej nieregularne i mniej ciasno
upakowane oraz wykazywaly zwigkszong konfluencj¢. Sekwencjonowanie RNA ujawnito liczne
zmiany w aktywacji szlakow molekularnych zwigzanych migedzy innymi z organizacja cytoszkieletu,
metabolizmu komodrkowego, adhezji i migracji komoérek, macierzy zewnatrzkomorkowej
czy réznicowania komodrkowego. Zaobserwowano, ze komoérki hPSCs z wylaczong ekspresja genu
AMOTL2 wykazuja tendencje¢ roéznicowania w kierunku linii ektodermalnych kosztem linii
endodermalnych czy mezodermalnych. Sa to wszystko niezwykle wazne i ciekawe informacje,

ktére wnosza nowe informacje do istniejagcego stanu wiedzy w tym obszarze.
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Wyniki pracy zostaly oméwione w rozdziale ,,Dyskusja” opartym o wspoiczesne, dobrze dobrane
pisSmiennictwo. Przeprowadzona dyskusja swiadczy o duzej wiedzy Doktorantki. Dyskusje podzielono
na podrozdzialy, co czyni ja bardzo przejrzysta i ulatwia ocen¢. Prac¢ konczg rozwazania Autorki
dotyczace przysztych kierunkéw badan. Z przyjemnosciag moge stwierdzié, ze nie dostrzegam zadnych

uchybien merytorycznych w recenzowanej rozprawie.

W czasie publicznej obrony rozprawy doktorskiej prosze Doktorantke o probe odpowiedzi na pytanie:
Czy, a jezeli tak to w jaki sposob, wiedza dotyczaca roli AMOTL2 w pluripotencji i réznicowaniu
komérek oraz rozwoju trzustki zdobyta w wyniku przeprowadzonego badania i/lub doniesienia innych
autorow w tym zakresie moga przyczyni¢ si¢ do udoskonalenia protokotéw réznicowania

pluripotencjalnych komérek macierzystych w komorki produkujgce insuling?

Podsumowujac, nie mam watpliwosci, iz przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
jest pracg nowatorska, wartosciowa i stanowi oryginalny i twérczy wklad w rozwéj badan
nad pluripotencja i réznicowaniem komoérek macierzystych. Dlatego z wielky satysfakcja
stwierdzam, ze dysertacja mgr Anny Pauliny Jedrzejak pt.: ,,Rola genu AMOTL2 w pluripotencji
i réznicowaniu ludzkich komérek macierzystych” odpowiada wymogom stawianym pracom
doktorskim, okreslonym w art. 187 ust. 1-2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023), co upowaznia mnie do przedlozenia Wysokiej Radzie Naukowej
Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu wniosku
o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapéw post¢powania o nadanie stopnia doktora.
Jednoczesnie biorac pod uwage liczne walory recenzowanej rozprawy doktorskiej wnioskuje

0 jej wyro6znienie.
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