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1. Ocena formalna

Rozprawa doktorska w formie manuskryptu zostata wykonana w Instytucie Biologii Molekularnej i
Biotechnologii UAM, w Laboratorium Komorek Macierzystych. Rozprawa zostata napisana jezyku
angielskim w typowym uktadzie zgodnym ze standardami pracy naukowej zawierajgcej wymagane
rozdziaty w kolejnosci: , Abstract”, , Introduction”, ,Aims of the thesis”, ,,Results”, ,Discusion”, ,Material
and methods”, ,Figure lists” i ,Literature”. Praca zawiera duzg liczbe dobrze skomponowanych i
atrakcyjnych rycin ,Fig.” i tabele. Tekst rozprawy zawiera odnosniki do literatury naukowej, ktére sg
jednolicie sformatowane i prawidtowo przytaczane. W rozprawie jest lista publikacji naukowych oraz
raportdw konferencyjnych, ktére zostaly wymienione na poczatkowych stronach manuskryptu.
Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Anny Pauliny Jedrzejak wypetnia wszystkie wymogi formalne

stawiane pracom doktorskim.

2. Ocena merytoryczna

Pierwszy rozdziat pracy to wstep, ktory nie jest dtugi i obejmuje 17 stron, ale informacje w nim
zawarte sg merytoryczne i wystarczajgce do wprowadzenia czytelnika w tematyke i zrozumienia czesci
eksperymentalnej oraz dyskusji. Wstep omawia temat pluripotencjalnych komorek macierzystych. Wsrod
informacji znalezé mozina szczegétowe omowienie regulacji stanu pluripotencjalnosci, np. doktadne
omowienie réznych wewngtrzkomadrkowych $ciezek przekazywania sygnatu przez sciezki PI3K/AKT, MAPK,

WNT i Hippo. Nastepnie omdwione jest wspotdziatanie i wzajemne oddziatywania wszystkich sciezek w
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regulacji stanu pluripotencjalnosci. Te sekcje opatrzone sg rysunkiem schematu Sciezek i ich wzajemnych
oddziatywan. Po tym nastepuje krétka sekcja dotyczgca rozwoju wczesnych faz zarodka, rodzajéw
komorek listkdw zarodkowych, jakie tkanki z nich powstajg i ze zendodermy powstaje trzustka. Nastepny
rozdziat traktuje wtasnie o trzustce jej rozwoju w fazie embrionalnej oraz modelach in vitro, czyli przepis
jak zrobic trzustke i jakie komorki po kolei powstajg in vitro. W tej pracy autorke szczegdlnie interesuja
progenitory endokrynne pozytywne na NGN3, ich subtypy, a takze obecnosé w tych subtypach ekspresji

genu AMOTL2, ktory jest gtéwnym bohaterem rozprawy.

Autorka dokfadnie przestudiowata literature i zidentyfikowat braki w istniejgcej wiedzy. Poniewaz,
roznicowanie do komérek beta jest mniej efektywne z kazdym nastepnym stadium tego réznicowania,
stwierdzita, ze zbyt szybkie pojawianie sie ekspresji NGN3 towarzyszy powstaniu komérek beta o
uposledzonej produkgcji i wydzielaniu insuliny. Autorka stwierdza, ze nie poznano do korica mechanizmoéw
zwigzanych z morfologicznymi zmianami w komdrkach, ktére towarzyszg réznicowaniu, przez co nie
mozna w sposob wydajny generowaé komadrek beta in vitro. Zainteresowata sie subtypem 2 progenitoréw
endokrynnych, ktére w E16.5 produkujg komérki beta ze wzgledu na ich markery (EMT i mezenchymalne).
Autorka szukata gendw, ktére sg unikalne dla tego subtypu i znalazta Amot/1. Gen ten jest regulowany
przez sciezke Hippo, ktéra moze by¢ aktywowana przez odpowiedz na stymulacje mechanosensoryczng,
co moze regulowaé architekture tkanek poprzez formowanie cytoszkieletu jego depolimeryzacje czy tez
polimeryzacje. Takie procesy intensywnie zachodzg w komdrkach hPSC, ktére wkraczajg na Sciezke
réznicowania, a nawet w czasie przechodzenia miedzy stanami pluripotencjalnosci. Autorka podkresla
plejotropowa role genu AMOTL2 w sprzeganiu (ang.: crosstalk) réznych Sciezek regulacji pluripotecjalnosci
demonstrujac na rysunku miejsca fosforylacji-aktywacji tego biatka. Autorka stwierdzita, ze rola AMOTL2
w stanie pluripotencjalnosci typu ,,primed” powinna zostaé zbadana, co pomoze rozszyfrowac role tego
genu réwniez w czasie rozwoju, ,EM transition”, komdrkach EP i generowani komoérek beta i w

konsekwencji rozwoju trzustki.

W rozdziale ,,Cel pracy”, pomiedzy 6 celami uwydatniajg sie 2 czeSci, a mianowicie 1). Czes¢, ktora
zawiera charakterystyke transkrypcyjng, badanie profiléw ekspresji AMOTL2 w rozwijajgcej sie trzustce
(in vivo) i komédrkach pluripotencjalnych i istnienia progenitoréw AMOTL2(+)/NGN2(+), a takze badania
roznic transkrypcyjnych pomiedzy ludzkimi komdrkami pluripotencjalnymi AMOTL2(+) vs AMOTL(-). 2).
Poznanie roli AMOTL2 w komorkach pluripotencjalnych, wygenerowanie modelu KO, w ktérym wytgczono
gen AMOTL2 w komdrkach hPSC z pomocg CRIPR/CAS. Nastepnie zbadano funkcjonalne konsekwencje

braku ekspresji AMOTL2 na pluripotencjalno$¢ i wptyw tego braku na dalszy los komorki, czyli



ukierunkowanie jej proliferacji i réznicowania. Oceniam postawione cele rozprawy jako bardzo ambitne,

a poznanie odpowiedzi na postawione pytania za wazne dla zrozumienia biologii komorki.
Rezultaty i Analiza danych

Sekcja wynikow liczy sobie ponad 44 stron, a zawarto$¢ potwierdza, ze w eksperymenty

laboratoryjne i analize danych przeprowadzono duzym naktadem twérczej pracy.

Po pierwsze Autorka przeanalizowata ekspresje mRNA AMOTL2 w réznych populacjach komoérek z
pomocg wielu wolno-dostepnych danych z scRNAseq, a takze z macierzystego laboratorium. W tym
podrozdziale wynikdéw analizowano populacyjny rozktad ekspresji AMOTL2 w stadiach rozwojowych
takich jak hPSCi ich réznicowania do komorek trzustki oraz w ludzkiej embrionalnej trzustce. Okazato sie,
ze ekspresja tego genu jest obecna bardzo wczesnie w rozwoju, zaréwno in vitro, jak i in vivo. W
réznicowaniu in vitro szczyt tej ekspresji/populacji AMOTL2 przypada na faze S3-S6 i autorka przypisuje
te komarki do trajektorii/linii komdrek mezenchymalnych. W trzustkach z ludzkich embrionéw ekspresja
AMOTL2 jest wykrywana w populacjach NGN3+ na wczesnych etapach rozwoju trzustki 10-14 wpc, czyli
we wczesnej organogenezie embrionalnej. Populacja AMOTL2(+)/NGN3(+) okazata sie b. rzadka — tylko 47
komoérek ze wszystkich NGN3(+) 500 progenitoréw endokrynnych i ze wszystkich 53 tys.
zsekwencjonowanych komoérek z faz embriogenezy ludzkiej trzustki. Trzeba przyzna¢, ze rzeczywiscie
populacja komodrek jest niezwykle rzadka, jednak jak wskazuje autorka, jest to 20 % wszystkich
progenitorow NGN3(+) ze stadium 12-13 wpc (lub 16% z 12-13-14 wpc). Ponadto w dalszych analizach
mgr Jedrzejak doszta do wniosku, ze AMOTL2(+)/NGN3(+) jest populacja rozwojowo mtodszg niz
AMOTL2(-)/NGN3(+) co jest troche zaskakujgce. Co wazne po analizie gendw ko-eksprymowanych w tych
populacjach wnioskowata, ze funkcje tych populacji muszg by¢ szczegdlnie silnie zwigzane z adhezjg,
migracjg i polimeryzacjg biatek cytoszkieletowych oraz adhezjg do btony podstawnej. Wobec tak
obiecujgcej roli AMOTL2 w populacjach Autorka postanowita wyprodukowa¢ knock-out AMOTL2 w

komarkach Pluripotencjalnych.

Komérki KO AMOTL2 powstaty z pomocg technologii CRIPR-Cas9. W poszukiwaniu funkcji genu
wykonano RNAseq, poszukujac rdznic miedzy komodrkami KO AMOTL2 vs WT. Okazato sie, ze
zidentyfikowano obnizong i podwyzszona ekspresje odpowiednio 237 i 491 gendéw co moim zdaniem jest
ogromng liczba. Przekonuje to, ze brak AMOTL2 zaburza wiele proceséw komérkowych. Wydaje mi sie
jednak, ze tak ogromne rdznice w ekspresji mogg oznaczaé jaka$ destabilizacje tej linii hPSC, co moze
oznaczaj pewne niekontrolowane przychodzenie pomiedzy stadiami komédrek. Jest oczywiscie pewna

roznica miedzy dtugoscia eksonu 2 pomiedzy allelami genu, wiec mozina domniemywaé wplyw



szczgtkowego peptydu, ktéry nadal ulega ekspresji (jezeli dobrze rozumiem strategie). W takim razie
miejsce wigzania fosfatazy PPP2R2A i domena wigzgca lub bedaca celem tankyrazy nie zostaty usuniete.
Moze to tez oznaczaj jakie$ niekontrolowane wydazenia w na skutek przeprowadzenia KO drogg CRIPR-
Cas9. Prosze o komentarz w tej sprawie. Wyniki, w ktérych widzimy ogromny efekt na ekspresje mRNA,

sg oczywiscie niezwykle obiecujgce, jednak na pewno scRNAseq powiedziatoby tutaj wiece;j.

Rzeczywiscie Autorka potwierdza, ze KO AMOTL2 mocno wptywa na szybszy wzrost kolonii
komoérek pluripotencjalnych, ale takze na ich morfologie, poniewaz daje sie zauwazy¢ bardzo nieréwne
brzegi kolonii. Autorka pokazuje, ze brak ekspresji AMOTL2 powoduje zwiekszong proliferacje i
zmniejszong apoptoze w hPSC. To dziatanie braku ekspresji AMOTL2 na komorki pluripotencjalne
przypominato mi niejako dziatanie inhibitora $ciezki ROCK, ktéry dodajemy do komodrek PSC przy ich
pasazowaniu. Co ciekawe brak AMOTL2 sprawia, ze komorki réznicujg do ektodermy kosztem mezodermy
i endodermy. Jezeli dobrze zrozumiatem, bez inhibitora ROCK, KO AMOTL2 tworzg nieregularne EB jakby
o morfologii zawierajacej rozety. Jednak pdzniej rosng szybciej i w dniu 9 EB KO AMOTL2 sg wieksze, niz
te z inhibitorem, natomiast EB WT z inhibitorem ROCK zaczynajg by¢ dosé duze i nieregularne i zaczynaja
nieukierunkowane réznicowanie dopiero w dniu 9. Nakierowanie do réznicowania do ektodermy jest w
zasadzie wczesne, ale w wypadku KO AMOTL2 moze byc¢ jeszcze wczesniejszym zdgzeniem w catym
procesie réznicowania. Praca, ktérg znalaztem w referencjach do doktoratu, méwi o ,dorsalizacji” w
embrionach Danio po KO AMOTL2. Rozdziat dyskusji 4.4 o wptywie AMOTL2 na ,rodowéd komdrkowy”
dostarczyt ciekawej dyskusji, ale jednak prosze o szerszy komentarz lub spekulacje na temat wptywu genu

AMOTL2 na rdznicowanie innych listkdw zarodkowych. Jezeli takie informacje sg dostepne.

Materiaty i metody w pracy charakteryzujg sie nowoczesnoscig i zréznicowaniem. Obejmujg
analizy powszechnie dostepnych danych scRNAseq, podstawowe techniki biologii molekularne;j,
CRISPR/Cas9, cystometrie przeptywowg, analizy zywych komodrek w czasie rzeczywistym, techniki
roznicowania komorek macierzystych. Metody sg udokumentowane bardzo starannie tgcznie z tabelg
aplikacji, ktére zostaty uzyte w analizach bioinformatycznych RNAseq, scRNAseq i obrazowania. Wszystkie

metody pozwalajg na dobre zreprodukowanie eksperymentéw.

Wiasciwie jedyna powazniejsza uwaga do pracy jest zwigzana z komérkami AMOTL2-KO . Moze to
rodzi¢ pewne pytania, czy obserwowane efekty catkowicie wynikajg z KO genu AMOTL2, czy tez moze
jakas czes¢ fenotypu wynika z mutacji typu off-target lub pozostatych po operacji KO miejsc wigzania
czynnikdw do szczatkowego peptydu AMOTL2. Poza tym w polskim tytule powinno by¢

»pluripotencjalnosci”.



3. Whnioski koricowe

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Pauliny Jedrzejak zostata wykonana z podjeciem waznego
problemu badawczego i jej wykonanie jest oryginalne. Ambitne cele pracy doktorskiej Pani mgr Anny
Pauliny Jedrzejak zostaty osiggniete. Wyniki zawarte w pracy majg duzg wartosci naukowg dla zrozumienia
czynnikéw, ktdre sterujg rozwojem trzustki, od samego poczatku juz w komodrkach pluripotencjalnych.
Rozprawa doktorska Pani mgr. Anny Pauliny Jedrzejak 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 dyskusji podczas obrony. W zwigzku z mojg pozytywng oceng pracy uwazam, ze
Pani mgr Anna Paulina Jedrzejak powinna by¢ dopuszczona do koncowych etapéw przewodu

doktorskiego.
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