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Recenzja rozprawy doktorskiej ""Rola genu AMOTL?2 w pluripotencji i réZnicowaniu
ludzkich komoérek macierzystych" autorstwa mgr Anny Jedrzejak.

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

Celem pracy bylo okreslenie roli AMOTL2 w rozwoju trzustki. Zadania szczegoétowe doktoratu
dotyczyly: okreslenia wzoru ekspresji AMOTLZ2 podczas rozwoju trzustki u ludzi i podczas réznicowania linii
ludzkich komérek ES (hESC) a takze charakterystyki komorek, w ktorych doprowadzono do obnizenia
ekspresji AMOTL2. Tak jak inne badania prowadzone w grupie prof. Borowiak, takze i te §wietnie wpisuja si¢
w tematyke badan, ktérych wyniki moga przyspieszy¢ praktyczne wykorzystanie pluripotencjalnych komorek
macierzystych w medycynie. Maja takze istotne znaczenie dla lepszej charakterystyki i zrozumienia podtoza
réznicowania tych komorek.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska to praca pisemna w jezyku angielskim liczaca 126 stron.
Jej podziat jest klasyczny. Sktada si¢ z wykazu stosowanych skrotow, nazw gendw, streszczen w jezyku
angielskim i polskim, wstgpu, celu pracy, wynikow, dyskusji i perspektyw na przyszte badania, materiatow
i metod, listy ilustracji oraz spisu literatury (oszacowalam go na okoto 220 pozycji). Praca zwiera takze spis
publikacji, autorstwa Doktorantki (2, niezwigzane z tematyka doktoratu), doniesien konferencyjnych (5),
projektoéw, ktore uzyskata Doktorantka (3, w tym Preludium NCN) oraz tych, w ktorych uczestniczyta jako
wykonawca (2).

Wstep do rozprawy zostal bardzo dobrze przygotowany. W sposob szczegotowy i przystepny
charakteryzuje on komodrki macierzyste, mechanizmy regulujace ich pluripotencj¢, opisuje szlaki
przekazywania sygnatu zaangazowane w jej utrzymanie oraz w inicjacj¢ réznicowania. Bardzo dobrze
scharakteryzowano oddzialywania miedzy opisanymi szlakami, ktore sg podstawa utrzymania pluripotencji
ludzkich PSC. Nastepnie, scharakteryzowane zostaly kluczowe markery pluripotencji, w koncu réoznicowanie

komorek pluripotencjalnych in vivo, a wigc w rozwijajacym si¢ zarodku. Bardzo dobrze przedstawiony zostat

ul. llji Miecznikowa 1, 02-096 Warszawa
tel.: 22 55 42 216
e-mail: ciemerych@biol.uw.edu.pl



rozwoj i funkcjonowanie trzustki oraz, kluczowe dla zrozumienia prowadzonych badan, etapy réznicowania
PSC w kierunku komorek budujacych trzustke (Fig. 4). Krytycznie przedstawione zostaly problemy zwigzane
z wykorzystaniem dostgpnych protokotéw réznicowania. Koncowy fragment Wstepu przedstawia AMOTL2,
wskazujac ze ekspresja tego genu wykrywana jest juz w komorkach wezta zarodkowego, zarowno w zarodkach
myszy jak i ludzki, a takze w tzw. naiwnych PSC. Doktorantka, przywotuje wyniki badan zespotu
prof. Borowiak, a takze tych wiaczonych do swojej pracy magisterskiej, charakteryzujace komorki Ngn3(+)
podczas rozwoju trzustki u myszy. Do genow, ktore zostaly zidentyfikowane jako charakterystyczne
dla komorek EP Ngn3(+) zaliczony zostal takze Amotl2, cel opisanych w doktoracie badan.

Wstep ilustrowany jest bardzo dobrymi i klarownymi schematami (no moze z wyjatkiem nieco
labiryntowej Fig. 7). Calos¢ jest $wietnym podsumowaniem istniejgcego stanu wiedzy i doskonale wprowadza
w temat badan. Mankamenty tej czgéci pracy sa mate. Zarowno we Wstepie jak i w spisie skrotow SMAD
opisano jako ,,Mothers Against Decapentaplegic Homolog”, zabrakto ,,Suppressor of”’. Ponadto, Fig. 2 opisuje
uktad moczowo-ptciowy jako powstaty z endodermy, podczas gdy jego zrodlem jest mezoderma posrednia.
Warto tez zaznaczy¢, ze poczatkowe i koncowe odcinki uktadu pokarmowego, oddechowego, rozrodczego
1 wydalniczego s3 pochodzenia ektodermalnego.

Pierwsza czg¢s¢ Wynikow dotyczy analizy ekspresji AMOTI2 podczas rozwoju ludzkiej trzustki oraz
réznicowania in vitro hESC. Wyniki umieszczone w bazach danych (Materialy i metody, Tabela 6) zostaty
wnikliwie przeanalizowane przez Doktorantke. Dzieki temu, w pierwszej kolejnosci, wykazane zostato,
na jakim etapie rozwoju obecne sg komorki NG3+/AMOTL2+. Immunodetekcja AMOTL2 oraz markerow
komorek a i B wykazata, ze AMOTL2 jest obecny gtownie w komodrkach a. Kolejne meta-analizy dostepnych
danych scRNA-seq (takze tych pochodzacych z laboratorium prof. Borowiak) pozwolity przesledzi¢ obecnos¢
komorek eksprymujacych NG3 i/lub AMOTL2, a takze porowna¢ komorki NEG3+ eksprymujace
i nieeksprymujace AMOTL2. Ta ostatnia analiza pokazata, ze komorki AMOTL2+ charakteryzuje zwigkszona
ekspresja genow kodujacych biatka zaangazowane regulacje migracji i adhezji komorek. Dane pozyskane
w wyniku analizy dojrzatych trzustek nie wykazaty ekspresji AMOTL2 w komodrkach endokrynnych. Analiza
baz danych pochodzacych z scRNA-seq ludzkich zarodkéw przedimplantacyjnych i linii hESC wykazaty,
ze AMOTL2 eksprymowany jest w komorkach moruli, wezta zarodkowego blastocyst oraz hESC.
Immunodetekcja wykazata, ze hESC syntetyzowaly jednoczesnie SOX2 1 AMOTL2. Co kryje
si¢ za okreSleniem ,,vast majority’? Czy byly to podobne proporcje jak te, ktore przedstawia Fig. 14?
Te wstepne analizy stanowig doskonate tlo do doswiadczen opisanych w dalszej czgsci pracy —
a wigc do charakterystyki fenotypu hESC, w ktorych doprowadzono do obnizenia ekspresji AMOTL2.

Opis uzyskiwania komorek AMOTL2 KO zostat bardzo dobrze przygotowany. Schematy sg klarowne,
pozwalaja przesledzi¢ wybrane strategie. Jak zwykle w przypadkach do§wiadczen wykorzystujacych metode
CRISPR-Cas9 uzyskane zostaly rozniace si¢ od siebie klony. Do dalszych badan Doktorantka wybrata trzy

z nich. Zaktadam, ze wprowadzone delecje uniemozliwialy powstanie funkcjonalnego biatka i dlatego
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nie potwierdzano jego nieobecnosci. Dlaczego do badan wybrano tylko jedna lini¢ hESC? Zdaje sobie sprawe,
ze byla to genetycznie zmodyfikowana linia zawierajagca CAS9 indukowany DOX. Ale czy jest ona najlepsza
do prowadzonych analiz? Czy réznicuje ona wydajniej w kierunku komorek trzustki, w porownaniu do innych
dostgpnych hESC? Réznice migdzy liniami komorek pluripotencjalnych (ESC, iPSC) byly wielokrotnie
opisywane i mogg by¢ bardzo duze, wplywajac znaczaco zaréwno na ich pluripotencje jak i zdolno$¢
do roznicowania. Takze uzyskiwane z nich klony nie sg niestety identyczne. Co zreszta Doktorantka
przedstawia w Dyskusji (str. 91) 1 co wida¢ na mapach ciepta przedstawionych w pracy (np. Fig. 22).

W kolejnych etapach Doktorantka porownywata kontrolne hESC z dwoma liniami okreslanymi jako
AMOTL2 KO 11 AMOTL2 KO 2. Rozdziat 3.3. powinien zaczyna¢ si¢ od informacji, ktore to byly linie
z trzech uzyskanych. Czy Fig. 23 i kolejne pokazuja roznice wspolne dla dwdch linii komoérek AMOTL2 KO
i dwoch linii komorek WT? Czy tez sg to dane dla jednej linii? Ktérej? Pomijajac te techniczne uwagi nalezy
podkresli¢, ze uzyskane dane wyraznie wskazujg, ze brak AMOTL2 znaczaco dereguluje ekspresje genow
zwigzanych z organizacja cytoszkicletu komorki, adhezja, migracja, czy skladnikéw macierzy
pozakomoérkowej. Ma takze wplyw na metabolizm czy ré6znicowanie komorek, szlaki przekazywania sygnatu.
Co istotne brak AMOTL2 nie wplywa na ekspresjc AMOTL1 czy AMOT. Mozemy wigc przyjac,
ze nie dochodzi to kompensacji niedostatku tego czynnika.

Bazujac na danych wskazujacych na wptyw AMOTL2 na ekspresje bialek cytoszkieletu
czy adhezyjnych Doktorantka przeprowadzita analizy morfologii hESC. Analizy te wykazaly zwiekszona
konfluencje oraz wigksza liczb¢ komoérek w hodowlach wszystkich badanych linii AMOTL2 KO.
Potwierdzono to stosujagc immonodetekcje ufosforylowanego histony H3. Stwierdzono takze,
ze w tych hodowlach mniej komorek przechodzi apoptoze.

Najwazniejsze, w moim odczuciu, doswiadczenia dotyczyly okreslenia w jaki sposob AMOTL2
wplywa na réznicowanie komorek pluripotencjalnych. Analizy mRNA kodujacych markery listkow
zarodkowych uwidocznity, ze przy braku tego biatka spada poziom ekspresji biatek endodermy i mezodermy,
a wzrasta markerow endodermy. Obserwuje si¢ takze zmiany w ekspresji mRNA kodujacych biatka
cytoszkieletu. Wykorzystujac inhibitor ROCK wykazano jednak, ze zmiany te nie majg wptywu na losy
roéznicujacych komorek. Dalsze, obszerne poréwnania, udokumentowaly, ze zastosowania ROCKi miato
wplyw na wielko$¢ kul zarodkowych, w ktérych roznicowaly hESC, zarowno AMOTL2 KO jak i WT,
co nie bylo dla mnie zbytnio zaskakujace. Nie mniej jednak podobnie jak w przypadku hodowli hESC
w postaci kolonii tak jak i te roznicujace w EB proliferowaty ,,wydajniej”. Kolejny etap doswiadczen dotyczyt
analilz zaleznos$ci miedzy AMOTL2 a §ciezka przekazywania sygnatu HIPPO, a co za tym idzie YAP. W tych
do$wiadczeniach zastosowano inhibitor YAP — werteporfing. Pozwolilo to wykazaé, ze zablokowanie YAP
nie ma wpltywu na réznicowanie komorek AMOTL2 KO. Ostatnia czg$s¢ wynikow dotyczy obnizenia
poziomu kanatu wapniowego PIEZO1 w komoérkach KO. Ten watek nie byl jednak rozwijany i w zasadzie

mozna bylo nie wlaczaé go do rozprawy.
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Podsumowujac, przeprowadzone badania doprowadzit do uzyskania nowatorskich i bardzo istotnych
dla zrozumienia rozwoju trzustki wynikéw. Rola AMOTL2 byta po raz pierwszy tak wnikliwie analizowana
w ludzkich komorkach roznicujacych zaré6wno in vivo jak i in vitro. Niezwykle istotne bylo wykazanie
zaangazowania tego biatka w regulacj¢ proliferacji komorek, ich apoptoze oraz co kluczowe w determinacje
wyboru $ciezki roznicowania. AMOTL2 jest istotny dla powstawania endodermy. Wyniki zostaly
przedstawione w sposob logiczny, a to przy ich ogromie niekoniecznie byto tatwym zadaniem.

W Dyskusji uzyskane dane zostaly bardzo dobrze podsumowane i zestawione z istniejacg literatura.
Doktorantka $§wietnie podkreslita mocne i stabe strony prowadzonych doswiadczen i krytycznie odniosta si¢
do swoich wynikow. Zwrdcita np. uwage na trudnosci w pracy z komoérkami pluripotencjalnymi, o czym
wspomnialam na poczatku mojej recenzji. Doktorantka bardzo dobrze nakre$la plany dalszych badan,
podkresla role AMOTL2 w determinacji loséw komodrek powstajacej trzustki. Dyskusja jest ilustrowana
bardzo dobrymi schematami.

Materialy i metody. Mgr Anna Jedrzejak przeprowadzita szereg bardzo dobrze zaplanowanych analiz
i doswiadczen, podczas ktorych wykorzystata liczne techniki wspotczesnej biologii komorki, biologii
molekularnej, analizy bioinformatyczne. Wszystkie sg bardzo dobrze opisane w tej czeSci doktoratu.
Towarzysza im odpowiednie tabele i zestawienia prezentujace wykorzystane odczynniki i zastosowane
techniki.

Rozprawa doktorska napisana jest po angielsku. Tylko wiec w ograniczonym stopniu czuj¢ si¢
przygotowana do oceny stylu czy gramatyki. Czytalo si¢ ja bardzo dobrze. Figury byly starannie
przygotowane. Ich opisy byly klarowne.

Podsumowujac, mgr Anna Andrzejak zrealizowata wszystkie postawione cele. Wykonana przez nig
praca jest obszerna, wskazuje na ogromng pracowito$¢ i skrupulatnos¢ Doktorantki. W jej wyniku przedstawita
nowatorska rozprawe dokumentujaca role AMOTL2 zar6wno w pluripotencji jak i podczas réznicowania
komoérek ES i rozwoju trzustki in vivo. Uzyskane dane moga stanowi¢ i zapewne stanowig podtoze
dla dalszych badan. Wyniki doktoratu byly juz prezentowane na licznych konferencjach naukowych.
Co istotne mgr Andrzejak uczestniczyta takze w innych projektach badawczych, ktorych wynikiem
sg juz opublikowane prace.

Stwierdzam, wigc ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymaganiami
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i1 Nauce (Dz.U. z 2018 poz. 1668
z pozn. zm.) i wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne na Uniwersytecie Adama
Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Anny Andrzejak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ze wzgledu na wysokag warto$¢ naukowg przedstawionej rozprawy, jej nowatorski charakter, i stworzenie
podioza do dalszych badan o duzym znaczeniu takze aplikacyjnym, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy
stosowna nagroda. Maria Anna  ektronicanie
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