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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Sary Henry
Rola czynnikow transkrypeyjnych E7V4 1 ETVS5 w przejsciach migedzy stanami pluripotencji
ludzkich komorek macierzystych.

Praca doktorska mgr Sary Henry zostata wykonana na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu. Promotorkg byta dr hab. Malgorzata Borowiak, prof. UAM. Rozprawa
sktada si¢ ze streszczen, wstepu, celow pracy, materiatbw 1 metod wynikéw, dyskusji,
podsumowania, spisu figur, tabel i wykazu skrotow oraz spisu literatury. Spelnia wymogi formalne
stawiane przed rozprawami doktorskimi.

Tematyka rozprawy

Tytul bardzo dobrze odzwierciedla tres¢ pracy doktorskiej. Problematyka przeprowadzonych badan,
a wigc zrozumienie podtoza molekularnego pluripotencji komorek macierzystych, jest niezwykle
istotna z punktu widzenia wykorzystania tych komorek zard6wno w badaniach podstawowych
jak 1 w opracowywaniu terapii. Testowane podejécia terapeutyczne coraz czg¢sciej bazuja bowiem
na wykorzystaniu komorek takich jak indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste (ang. iPSC)
czy zarodkowe komorki macierzyste (ang. ESC). Prof. Borowiak ma na polu analiz ré6znicowania
PSC ale takze badan podtoza pluripotencji bardzo duze do§wiadczenie, a prace realizowane przez
jej zespot wnosza znaczacy wktad w poszerzenie wiedzy na temat komorek macierzystych. Cele
postawione w rozprawie, przeprowadzone doswiadczenia i1 przedstawione wyniki majg charakter
nowatorski. Dotyczyly one okreslenia roli czynnikow ETV4 1 ETVS w regulacji tzw. stanu
,naiwnego” (ang. naive) oraz ugruntowanego (ang. primed), a takze przej$cia migdzy tymi stanami,
ludzkich zarodkowych komorek macierzystych (hESC). W swoich badaniach Doktorantka
wykorzystata linie komoérek pozbawionych ekspresji ETV4 albo ETVS5 a takze takie, w ktorych
dokonano nadekspresji kazdego z ww. czynnikow.

Wiedza i samodzielno$é doktorantki

Poziom wiedzy teoretycznej doktorantki oceniam bardzo wysoko. Robi¢ to w oparciu o Wstep,
Wyniki 1 Dyskusje. Wstep jest $wietng charakterystyka komorek pluripotencjalnych zaréwno
mysich jak 1 ludzkich, opisujgcym kluczowe szlaki przekazywania sygnatu aktywne w komorkach
w stanie naiwnym i ugruntowanym. Swietnie zdefiniowane zostaly takze badane czynniki ETV4
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i ETVS5 oraz ich rola w roznych procesach rozwojowych. Wstep zapewnia bardzo dobre
wprowadzenie do lektury wynikow, jest Swietnie ilustrowany co utatwia jego lekturg i zrozumienie
opisywanych proceséw. Rozdzial Wyniki zostal bardzo dobrze poprowadzony. Doktorantka
przeprowadzila liczne do§wiadczenia wykorzystujac réznorodne podejécia badawcze — od hodowli
komorkowych, uzyskiwania i inaktywacji MEF, modyfikacji genetycznych hESC (CRISPR/Cas9,
piggyBac), poprzez analizy ekspresji gendéw, sekwencjonowanie RNA pojedynczych komorek,
ATAC-seq, cytometri¢ przeplywowg, immunodetekcje wybranych epitopdw 1 obserwacje
mikroskopowe, analizy bioinformatyczne uzyskanych wynikow. Wyniki opisane sg w sposob
sprawny co $wiadczy o rozleglej wiedzy doktorantki i jej przygotowaniu do pracy z tak ,,rozleglymi”
danymi. Dyskusja doskonale podsumowuje uzyskane dane i zestawia je z tymi pochodzacymi
z innych badan. Moze jest nieco zbyt przecigzona powracaniem do wynikow, ale spelnia swoja role
i takze $wiadczy o wiedzy doktorantki i krytycznym podejsciu do wtasnych analiz. Ergo, uwazam
ze praca dostarcza dowoddw na to, ze autorka jest samodzielng i krytyczng naukowczynia, doskonale
przygotowang do dalszej pracy badawcze;.

Oryginalnos¢ rozprawy

Rozprawa stanowi w pelni oryginalne podejscie do analizy roli ETV4 oraz ETV5 w ludzkich
zarodkowych komorkach macierzystych. Doktorantka wykazata, ze do przezycia hESC konieczna
jest obecnos¢ jednego z tych czynnikéw. Nie udato jej si¢ uzyska¢ komoérek pozbawionych obu
z nich. Biatka sg wigc kluczowe dla tych komoérek. Istotnym bytoby ustalenie dlaczego, ale to nie
byto celem prowadzonych badan. Analiza komoérek ETV4-/-, ETV5-/- oraz tych, w ktorych
doprowadzono do nadekspresji badanych czynnikow wykazala, ze maja one prawidtowa morfologie,
ekspresje czynnikéw pluripotencji, te pozbawione funkcjonalnych gendéw sg nieco mniejsze. Analizy
uzyskanych linii komodrkowych, z ktérych uzyskiwano komorki w stanie naiwnym
lub ugruntowanym wykazata istnienie zard6wno subtelnych jak i znaczacych réznic w miedzy nimi.
Szczegdlnie interesujgce s3  wnikliwe analizy wynikow badan transkryptomicznych
oraz epigenetycznych. Nie wykryto dramatycznych a jedynie subtelne, jednak istotne, roéznice
w funkcji obu czynnikéw. Wykazano, ze czynniki te raczej, jak napisata autorka, modulujg niz
determinuja reakcje komorek na indukcj¢ zmiany stanu z naiwnego na ugruntowany
lub ugruntowanego na naiwny. Delecja ETV5 przyspieszala a jego nadekspresja spowalniata zmiang
stanu z naiwnego na ugruntowany, co wyrazalo si¢ zmianami w ekspresji markeréw
charakterystycznych dla tych rodzajow ESC. Delecja zarowno ETV4 jak 1 ETV5 prowadzita
do wzrostu ekspresji gendw zwigzanych z organizacja cytoszkieletu, adhezjg. Spadata ekspresja
gendw zwigzanych z nurogeneza. Istotne bylo wykazanie, ze przy braku ETV5 zwigksza si¢
dostepnos¢ chromatyny w loci genéw kodujacych tubuliny lub biatka zwigzane z reorganizacja
cytoszkieletu. Powigzano wiec funkcje ETV4/5 z biatkami strukturalnymi. Oprocz tych odkry¢ praca
zawiera caly szereg wynikoéw, ktore z calg pewno$cig stang si¢ poczatkiem nowych badan
nad pluripotencja i réznicowaniem komorek PSC. Wkiad doktorantki w poszerzenie tego obszaru
wiedzy oraz oryginalno$¢ uzyskanych przez nig wynikéw nie budza zadnych watpliwosci.
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Pytania i uwagi krytyczne

1.

7.

W opisie Materiatow i Metod zabrakto mi informacji w oparciu o jakie zgody analizowane
byty zmodyfikowane genetycznie ludzkie ESC.

Praca zwiera stwierdzenie: ,,Zaro6wno ludzkie, jak i mysie komorki macierzyste sg komorkami
pluripotencjalnymi, a ich wlasciwosci zaleza od warunkow hodowli” (str. 14). Pominiety
zostal fakt, ze w zasadzie kazda linia iPSC czy ESC jest r6zna. Nawet jezeli uzyskiwane sg
od tego samego osobnika (iPSC) czy niemal identycznych blastocyst pochodzacych od myszy
szczepOw wsobnych. Istnieje bardzo duzo danych na ten temat. Wyciagnigcie ogdlnych
wnioskOw w oparciu o analiz¢ jedynie jednej linii komdrkowej moze stanowi¢ problem.
Czy myslata Pani chociazby o weryfikacji uzyskanych danych z wykorzystaniem innych niz
badane linii komorek?

. Na stronie 46 opisywana jest hodowla MEF. To jest hodowla pierwotna a nie hodowla linii

ustanowionej. Nie jest jasne dlaczego konieczna byla hodowla na MEF. Czy hodowla
ludzkich komoérek na mysich fibroblastach, produkujacych ,,nieludzkie” czynniki, moze mie¢
wpltyw na wyniki analiz?

. Na stronie 62, na rycinie 7 pojawia si¢ morula przed specyfikacja. Czy chodzi o morule

przed kompakcja?

. Rycina 10 na stronie 65 ilustruje skuteczno$¢ inaktywacji gendéw kodujacych ETV4

lub ETVS. Zabraklo mi analizy poziomu mRNA lub biatka pokazujacej co si¢ dzieje
w komorkach KO. Czy ekspresja drugiego ETV ulega zwickszeniu? Nie jest to widoczne
na preparatach, ale tez taka analiza nie jest ilo§ciowa.

Czy piszac, ze SOX17 jest markerem endodermy pisze Pani o endodermie pierwotnej
czy ostatecznej? Jest on eksprymowany przez oba rodzaje komorek. Ciekawym byloby
stwierdzi¢, ktore z nich uzyskata Pani w hodowli.

W jakim kierunku powinny pdj$¢ dalsze badania?

Inne uwagi, na ktore nie oczekuj¢ odpowiedzi:

1.

Praca jest napisana dobrze. Jezyk jest w zasadzie poprawny. Cierpi nieco z powodu
,»-akapitozy” — potrzeby umieszczenia w oddzielnym akapicie 1-3 zdan zamiast calego watku,
zargonu w rodzaju: markery ugruntowane (np. str. 9), komoérki naiwne (np. str. 75), z
nokautem genu (np. str. 64), fenotyp zblizony do naiwnego (str. 77), czy niezbyt ,,zr¢cznych”
stwierdzenia rodzaju: komorki pobrane w trzech punktach czasowych protokotu cofania (str.
89), przyspiesza dynamik¢ procesu cofania (str. 97), uporzadkowanie komoérek wzdiuz
kontinuum rozwojowego (str. 101). Ale oczywiscie rozumiem, ze niektore angielskie
okreslenia trudno jest przettumaczy¢ na jezyk polski (oczywiscie z wyjatkiem tych, ktore juz
zostaty przetlumaczone, o czym ponizej).

Cytowana na stronie 30 praca nr 83 — Lian et al. 2013, o ile dobrze pami¢tam nie dotyczy
mioblastow, a jedynie kardiomiocytow.
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. Na stronie 33, na rycinie 6 przedstawiony jest szlak aktywacji Hippo/YAP-TAED. W jaki
sposob aktywowane sg kinazy MST1/2.

W opisach komorek pozbawionych funkcjonalnych genow lub tych, w ktorych dokonano ich
nadekspresji uzywany jest spojnik ,,ETV4 i ETV5” co sugeruje, ze manipulowano oboma
genami jednoczes$nie. Powinno by¢ ,,ETV4 albo ETVS5”.

Ryciny 11A, 15, 33, 37A, sa nieostre lub powigkszenie jest zbyt mate, lub jest ich za duzo
aby przeanalizowac lokalizacje¢ badanych epitopow.

Rycina 25A 1 B — wyniki nie zostaly w zasadzie opisane.

. Uwaga, ktorg od kilkunastu juz lat umieszczam chyba w co drugiej recenzji pracy doktorskiej
z zakresu biologii rozwoju czy biologii komodrek macierzystych, dotyczy niczym moim
zdaniem nie uzasadnionej potrzeby tworzenia de novo polskiej nomenklatury. Zazwyczaj
opartej] o wilasne tlumaczenia z jezyka angielskiego. Mamy wigc wewngtrzng mase
komorkowg zamiast wezla zarodkowego (ang. inner cell mass) blastocyty czy bruzde
pierwotng zamiast smugi pierwotnej (ang. primitive streak). Gorgco polecam nabycie
podrecznika autorstwa prof. Zofii Bielanskiej-Osuchowskiej, §wietnej biolozki rozwoju, pt.
,Zarys organogenezy. Roznicowanie komodrek w narzadach” (PWN, 2004, wznowione w
2021 roku). Polecam tez polskojezyczne prace przegladowe z zespotéw prof. Andrzeja K.
Tarkowskiego czy prof. Haliny Krzanowskiej. Juz kilkadziesiat lat temu wprowadzili oni do
polskiego jezyka stownictwo, ktore biolodzy rozwoju z powodzeniem stosujg. Niestety tych
mistrzow polskiej biologii rozwoju nie ma juz z nami ale ich wktad w rozw¢;j tej dziedziny
jest niezaprzeczalny i trwaly 1 nie nalezy o tym zapominaé. Tak wigc lektura podrecznika
Bielanskiej-Osuchowskiej pozwoli unikngé¢ bezposrednich i niepotrzebnych tlumaczen z
angielskiego a co za tym idzie mas komorek, bruzd pierwotnych, czy ciatek/ciat
embrioidalnych, ktore tez mnie tu i 6wdzie (szcz¢$liwie nie w tym doktoracie) przesladuja, 1
innych okreslen.

Ocena koncowa:

Ja, nizej podpisana stwierdzam, Ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Sary Henry 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 z pdzn. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie mgr Sary Henry do dalszych etapow
postepowania ws. nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych 1 przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne. Jednocze$nie bioragc pod uwage jako$¢ przedstawionej rozprawy, uzyskanie i
przetestowanie nowych narzedzi badawczych (linie komérkowe) oraz uzyskanie cennych wynikow,
ktore zapewne, ze wzgledu na swoje nowatorstwo, zostang opublikowane w renomowanym

czasopi$mie, wnioskuje¢ o wyrdznienie rozprawy stosowang nagroda.
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