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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytutowane;:
«Rola czynnikéw transkrypcyjnych ETV4 i ETV5 w przej$ciach miedzy stanami
pluripotencji ludzkich komorek macierzystych”
autorstwa Pani mgr Sary Henry

Praca doktorska autorstwa Pani mgr Sary Henry zostata przygotowana pod kierunkiem
prof. dr hab. Matgorzaty Borowiak. Rozprawa zostata napisana w jezyku polskim i wykonana w
kierowanym przez Promotorke Laboratorium Komérek Macierzystych w Zaktadzie Ekspresji
Gendw, Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Rozprawa doktorska zostata przedstawiona mi do oceny na podstawie uchwaty Rady
Naukowej Dyscypliny Nauk Biologicznych UAM w Poznaniu.

Modele badawcze oparte na komdrkach pluripotencjalnych umozliwity naukowcom
identyfikacje sciezek oraz mechanizmow réznicowania w wiele typéw komérek oraz coraz czeéciej
takze bardziej ztozonych struktur tkankowych. Ten niezwykle wartosciowy model jest stosowany
nie tylko do dogtebnego poznania podstaw molekularnych proceséw, ale takze do modelowania
choréb rzadkich i cywilizacyjnych, a takze coraz czesciej do préb zmierzajacych do uzyskania
produktéw leczniczych terapii zaawansowanych [ATMP - ang. advanced therapy medicinal product
majacych na celu regeneracje narzadows i stanowig filar medycyny regeneracyjnej.

Badania prowadzone od ponad czterech dekad pozwolity na poznanie nie tylko wielu szlakéw
i mechanizméw odpowiedzialnych za utrzymanie pluripotencji w przypadku linii embrionalnych
komérek macierzystych [ESC - ang. embryonic stem cells), ale takze za indukcje tego stanu w
komérkach somatycznych poprzez zastosowanie czynnikow reprogramujacych odkrytych przez
Yamanake i Takashiego. Komérki reprogramowane okreslamy mianem indukowanych komérek

pluripotencjalnych, czyli iPSC (iPSC - ang. /nduced pluripotent stem cells). W toku badarn



zdefiniowano takze stochastyczna nature pluripotencji charakteryzujaca sie dynamicznym
przechodzeniem pomiedzy réznymi jej stanami oraz, co kluczowe w aspekcie pracy, zdefiniowano
takze znaczace réznice miedzygatunkowe dotyczace zaréwno komérek ESC, jak i iPSC.

Badania Zespotu kierowanego przez Promotorke pracy, prof. dr hab. Matgorzate Borowiak,
skupiaja sie na tematyce mechanizméw morfogenetycznych, metabolicznych i transkrypcyjnych
modelujacych rozwdj trzustki, w tym réznicowania progenitoréw trzustkowych i powstawania
komérek B produkujacych insuline. Drugi wazny obszar dotyczy modelowania choréb, zwtaszcza
nietypowych i monogenowych postaci cukrzycy, z wykorzystaniem komoérek pluripotencjalnych,
edycji genomu oraz analiz omicznych, w tym na poziomie pojedynczej komérki. Przedstawiona mi
do oceny dysertacja stanowi kontynuacje lub rozwiniecie badah prowadzonych w zespole
Promotorki, ktérych istotnym elementem byta praca opublikowana w Nature Communications,
wspotautorstwa Doktorantki. Badania te wykazaty znaczenie czynnikéw ETV w regulacji
réznicowania ludzkich komérek pluripotencjalnych poprzez wptyw na adhezje komérkowa,
organizacje cytoszkieletu oraz szlak PI3K/AKT, a takze na prawidtowe dojrzewanie progenitoréw

trzustkowych.

Praca stanowi szerokie opracowanie liczgce 175 stron maszynopisu i ma niemal tradycyjny
uktad
z wyodrebnionymi rozdziatami: Wstep zakoriczony Celemn Pracy, Materiaty i Metody, Wynikiwraz z
Dyskusfa i Podsumowaniem, Praca zawiera takze Streszczenia w jezyku polskim i angielskim orz
Spisy: tresci, stosowanych skrotow, tabel, rycin oraz literatury. Do rozwazenia przez Doktorantke
zostawiam wtaczenie do prezentacji w czasie obrony zaréwno elementu postawienia hipotezy
badawczefpracy, jak i wydzielenie Whnioskdw z Pedsumowania.

Mgr Henry we Wstepie wprowadza czytelnika w tematyke dysertacji, przedstawiajac
klasyczne definicje komérek macierzystych dotyczace zaréwno ich pochodzenia, jak i potencjatu
réznicowania. Nastepnie ptynnie przechodzi do szczegétowej analizy stanéw pluripotencii, historii
ich odkrycia oraz gtéwnych kamieni milowych w tej dziedzinie. W dalszej czesci koncentruje sie na
bardzo obszernym opisie szlakéw sygnatowych aktywnych w komérkach pluripotentnych,
wskazujac na bardzo istotne rdznice pomiedzy komorkami gryzoni a komérkami cztowieka. Po
czym skupfa sie na opisach réznic pomiedzy badanymi przez doktorantke stanami pluripotencji
ugruntowanej (ang. primed) i naiwnej (ang. naive) oraz opisuje rodzine czynnikéw transkrypcyjnych
ETS, do ktérej nalezg badane przez doktorantke biatka ETV4 i ETVS.

W pracy zasadniczo stosowano poprawny zapis nazw gendw/biatek wielkimi literami i przy
zapisach kursywa z rozroznieniem dla cztowieka i gryzoni, jednak miejscami pojawiaja sie

niespéjnoéci dotyczace nomenklatury [np. str. 27 opis mysich komplekséw Smadi




wspétdziatajacych z PouS5f1). Warto bytoby ujednolicié zapis nazw genéw i biatek oraz
jednoznacznie wskazaé przyjets konwencje nomenklaturowa, szczegblnie w fragmentach
poréwnujacych dane uzyskane w modelach ludzkich i mysich. Warto réwniez zaznaczy€, ze
stownictwo uzywane przez Doktorantke zawiera kluczowe btedy, czego przyktadem jest
bezposrednie ttumaczenie pojecia .inner cell mass” jako .wewnetrzna masa komérkowa", przy
czym ta struktura juz w podrecznikach szkét licealnych okreslana jest jako wezet zarodkowy. Przy
czym bardzo doceniam, ze Doktorantka podjeta sie napisania dysertacji w jezyku polskim, co powoli
staje sie wyjatkiem; niemniej jednak wazne jest, zeby przy takim wyborze szczegélnie zadbaé o
prawidtowe ttumaczenia. W mojej ocenie przygotowany Wstep zawiera informacje, ktére
wprowadzg czytelnika w tematyke pracy doktorskiej i wskazuja luke w wiedzy, ktéra przedstawiona
dysertacja, przy pomocy zaplanowanych eksperymentdw, starata sie wypetnic.

Cel pracy zostat zdefiniowany jako zbadanie roli czynnikéw transkrypcyjnych ETV4 i ETVS
w przechodzeniu hESC migdzy ugruntowanym a naiwnym stanem pluripotencji wraz ze
zidentyfikowaniem mechanizméw molekularnych zwigzanych z tym procesem. Cel ten zostat
osiggniety przez Doktorantke poprzez zastosowanie komplementarnych technik biologii
molekularnej, jak i komérkowej, takich jak immunofluorescencja, cytometria przeptywowa,
scRNAseq, ATAC-seq, wspomaganych analizami bicinformatycznymi.

Przechodzac do rozdziatu Materiaty i Metodyjuz na wstepie nalezy zaznaczyé, ze poniewaz
praca zostata wykonana z wykorzystaniem komérek linii embrionalnej (HUES8-iCAas9), do
wszystkich wymogéw formalnych nalezy podejéé ze szczegblng starannoécig. Tym samym juz na
poczatku tego rozdziatu zabrakto mi szczegétowego opisu, na jakich zasadach i na podstawie jakich
dokumentéw linia zostata wykorzystana w pracy. W toku eksperymentéw wykorzystano zaréwno
linie zmodyfikowane przez cztonkéw zespotu, jak i przez sama Doktorantke. W zwigzku z tym
wymagana bytaby informacja o posiadanych zgodach na prowadzenie Zaktadu Inzynierii
Genetycznej oraz pozwoleniach na zamkniete uzycie GMM dotyczacych przeprowadzonych prac.
Czgs¢ metodyczna zwigzana z hodowlg /n vitro jest opisana szczegétowo i wyczerpujaco.
Uzupetnienia wymagaja opisy procedury lipofekcji standardowe;j i odwrotnej, ktére - zaktadam -
Doktorantka przeprowadzata osobiécie przy prébie uzyskania podwéjnego KO gendw ETV4 i ETVS.
Nie znalaztam takze opisu stosowanych metod statystycznych, ktére pojawiaja sie w wynikach,
przyktadowo na Ryc. 18 dotyczacej analizy fenotypu naiwnego czy na Ryc. 20 dotyczacej analizy
iloSciowej odsetka komérek SUSD2-pozytywnych. Dodatkowo w mojej opinii, schematy dotyczace
uzyskania linii z inaktywacjg genéw ETV4 i ETV5 oraz indukowa ng ich nadekspresja lepiej pasuja do

rozdziatu dotyczacego metodologii niz do Wymikdw. Niemniej jednak zastosowane w pracy metody




zostaty dobrane prawidtowo, a zastosowanie kilku pozioméw analizy obejmujacych najbardziej
zaawansowane metody oparte na technologii NGS stanowig atut pracy.

Wyniki badarf sa szczegétowo opisane na ponad 70 stronach manuskryptu i bogato

zilustrowane. Uktad odpowiada postawionym celom i prowadzi czytelnika przez prace. Nalezy w
tym miejscu zaznaczy¢, ze wysitek wtozony w uzyskanie wynikéw zaréwno pod katem pracy z
liniami komérkowymi, jak i analiz bioinformatycznych jest znaczacy.
W pierwszym podrozdziale Doktorantka przedstawia dane dotyczace ekspresji genow NANOG,
ETV4 oraz ETV5w zarodku cztowieka (od stadium zygoty). Ten fragment wymaga, w mojej ocenie,
jednoznacznego doprecyzowania, poniewaz w pracy nie wskazano Zrddta analizowanych danych ani
podstawy ich wykorzystania. Podkreslam, ze przyjmujac zasade dobrej wiary oraz korzystna dla
Doktorantki interpretacje, zaktadam, iz przedstawione wyniki pochodzg z publicznie dostepnych,
legalnie pozyskanych i wtasciwie udokumentowanych zbioréw danych. Jednoczeénie, ze wzgledu
na obowigzujgce w Polsce ograniczenia prawne dotyczace badan na zarodkach cztowieka, brak
takiej informacji stanowi istotne uchybienie formatne i merytoryczne. W zwiazku z powyzszym
dopuszczam rozprawe do dalszego procedowania i obrony pod warunkiem jednoznacznego
wskazania Zrddta danych, zakresu ich wykorzystania oraz podstawy formalno-etycznej
przeprowadzonej analizy. W przypadku, gdyby okazato sie, ze dane te zostaty uzyskane
bezposrednio przez Doktorantke lub zespét badawczy w ramach badah prowadzonych z
naruszeniem obowigzujagcych przepiséw, nie mogtabym — z przyczyn prawnych
i etycznych - procedowac oceny tej rozprawy.

Doktorantka, opisujac wyniki, w logiczny sposéb przechodzi od charakterystyki
wykorzystywanych modeli ETV4-KO, ETV5-KO oraz ETV4-OE i ETV5-OE, przez ich szczegdtowa
analize podczas procesu przejscia ze stanu ugruntowanego do stanu naiwnego. Analiza ta obejmuje
zaréwno obserwacje morfologiczne i fenotypowe, jak i - przede wszystkim - dane uzyskane na
podstawie analizy transkryptomu na poziomie pojedynczych komérek.

Wyniki badan wskazaty, ze delecja badanych czynnikéw nie wptywa zasadniczo na potencjat ani
podstawowe wtasciwosci linii kemérkowych. Jednak w procesie indukcji przejécia miedzy stanami
linie modyfikowane wykazywaty odmienna charakterystyke w poréwnaniu z linig typu dzikiego.
Doktorantka wykazata, ze delecja genu ETV5 znaczaco zwigkszata odsetek komérek o fenotypie
naiwnym. Nastepnie, stosujac eleganckie podejécie eksperymentalne, w ktérym ETV5 ulegat
nasilonej ekspresji, potwierdzita, ze modyfikacja ta wywotuje efekt odwrotny, spowalniajac etapy
przejscia z jednego stanu w drugi. Musze przyznaé, ze ten element pracy, zaréwno w aspekcie
metodycznym, jak i merytorycznym, stanowi najmocniejszg strone dysertacji. Pozostate wyniki

pozwolity zidentyfikowac takze Sciezki wzmocnione w liniach modyfikowanych, ktére potencjalnie



mog3 odpowiada¢ za obserwowany fenotyp i sa powiazane z terminami GO zZwigzanymi z
organizacjg struktury komérki oraz cytoszkieletu. Szczegétowej analizie zostata poddana populacja
priming3, gdzie to powigzanie byto szczegdlnie widoczne w linii ETVS-KO.

Doktorantka wskazuje, bazujac na Ryc. 43, ze geny wchodzace w sktad tzw. modutu tubulinowego
ulegaja najwyzszej ekspresji w populacji priming3, co jest uzasadnione logicznie, natomiast nie
znalaztam potwierdzenia tego wyniku poprzez przeprowadzenie analizy statystycznej. Czy
mogtabym prosi¢ o wyjasnienie, na jakiej zasadzie zostat przeprowadzony test oceny aktywnosci
modutu tubulinowego? Czy brane pod uwage byly subpopulacje czy catoiciowa ekspresja?
Poniewaz Doktorantka wykazata najwyzsza dysregulacje w populacji priming3 przy jednoczesnej
najmniejsze] istotnosci statystycznej réznicy w aktywnosci tego modutu w trakcie cofania (Ryc. 44),
bytabym wdzieczna za przedstawienie podstawy obserwowanego zjawiska.

Dyskusja zostata przygotowana przez mgr Henry na 10 stronach maszynopisu i porusza
elementy, ktére zostaty zidentyfikowane w trakcie przeprowadzania badaf. Doktorantka porusza
sie swobodnie w tematyce pracy doktorskiej, niemniej jednak wydaje sie, ze mogtaby potozyc
wigkszy nacisk na odniesienie swoich wynikéw do prac innych autoréw, poniewaz w tekscie pojawia
si¢ mniej niz 30 odniesief literaturowych, co w przypadku tak obszernej pracy wydaje sie
stosunkowo niskim osadzeniem dyskusji w literaturze tematu.

Z obowigzku recenzenta, na koniec pozwole sobie na prosbe o wyjaénienie dodatkowych
aspektow, majac nadzieje, ze bedzie to stanowié, oprécz kwestii poruszonych we wczesniejszych
fragmentach recenzji, dobra podstawe do dyskusji podczas obrony pracy doktorskiej.

W pracy opublikowanej przez zespét prof. Borowiak (Nat.Commun. 16, 1999 (2025).
https://doi.org/10.1038/s41467-025-56591-6] dotyczace] czynnikéw ETV1/ETV4 oraz ETVS

wygenerowano z sukcesem linie komérkowe z potrdjng delecja. Czy mozliwe jest hipotetyczne
wyjasnienie, na podstawie danych literaturowych lub danych pochodzacych z laboratorium,
dlaczego podejscie tylko z podwdjnym KO dotyczacym gendw ETV4 i ETV5 nie zakonczyto sie
sukcesem? Prace wykonano tylko na jednej linii komérek pluripotentnych, ktéra byta uzyskana
dwie dekady temu i poddana dodatkowym modyfikacjom genetycznym. Jakie, wedtug Doktorantki
wigza sie z tym ograniczenia? Czy rutynowo badane linie byty monitorowane pod katem stabilnosci
genetycznej?

Bardzo ciekawym watkiem pracy jest zwiekszony odsetek populacji priming3/formative
przy delecji ETV5. Stan formatywny jest wymieniany w aspekcie komérek pluripotencjalnych
gryzoni, jako czynnik kluczowy w nabieraniu kompetencji do réznicowania w linie germinalna. Ze
wzgledu na réznice gatunkowe nie jest wiadomo, czy rzeczywiscie ta sama zaleznoé¢ dotyczy

kombrek cztowieka. Moze, korzystajac z dostepnych danych, Doktorantka mogtaby rozszerzyé



wptyw uzyskanych wynikéw o aspekt, ktéry wykracza poza dynamike przej$¢ miedzy stanami i
obejmuje nowa Sciezke badawcza?

Znaczenie zidentyfikowanego modutu tubulinowego zostato przez Doktorantke
zweryfikowane na podstawie analizy dostepnosci chromatyny w wybranych genach z modutu oraz
oznaczonej wyzszej ekspresji biatka TUBB przy pomocy techniki immunofluorescencii, ktéra nie
jest technika idealna do poréwnan ilosciowych. Czy Doktorantka mogtaby zaproponowac
potencjalng Sciezke kontynuacji badaf i weryfikacje funkcjonalna swoich odkry¢ przy pomocy
innych technik?

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska potwierdza, ze mgr Sara Henry prezentuje
0gélng wiedze teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne, a przedstawiona dysertacja stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

W podsumowaniu stwierdzam, ze zgodnie z art. 187 ust. 1-2 Ustawy Prawo o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2024 r. poza 1571 z péZn. zm.), przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska Pani mgr Sary Henry spetnia wszelkie wymogi stawiane tego typu rozprawom i zwracam
sig do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o
dopuszczenie Pani mgr Sary Henry do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia
doktora.
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