Alecep b=,

@)

UNIWERSYTET
WARSZAW S SKI

Wydziat Biologii

Instytut Biologii Rozwoju i Nauk Biomedycznych
Zakiad Cytologii

prof. dr hab. Maria Anna Ciemerych-Litwinienko

< 3
g~y

QAT %

Warszawa, 18 stycznia 2024

Recenzja rozprawy doktorskiej autorstwa mgr. Eugeniusza Tralle:
Cell lineage tracing in zebrafish heart development

Praca doktorska Pana mgr. Eugeniusza Tralle powstata w Laboratorium Genomiki Rozwoju Danio
Pregowanego, Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie.
Promotorka byta dr hab. Cecilia Winata

Celem pracy byla charakterystyka mechanizméw molekularnych zaangazowanych w powstawanie
wtornego pola/obszaru sercotwdrczego podczas rozwoju zarodkowego Danio rerio oraz stworzenie
narzedzi badawczych umozliwiajacych analize losow komorek i ekspresji genéw w pojedynczych
komoérkach tworzacych pola sercotwdrcze. Podczas realizacji tych celéw Doktorant skupial si¢
na roli czynnikéw bioragcych udziat w specyfikacji komérek progenitorowych serca, w szczeg6lnosci
na Nkx2.5, ale takze na Isll i innych. U podloza badan lezaty odkrycia wykazujace na istnienie
zréznicowania wéréd prekursoréw komdrek tworzacych pola sercotwdrcze, ktérych wyjasnienie,
rzecz jasna, moze byé kluczowe dla zrozumienia rozwoju serca kreggowcoéw. Moze mie¢ takze wplyw
na okreslenie podtoza zaburzen kardiomiogenzy a by¢ moze takze na terapie niektérych patologii.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska to liczaca 88 stron praca w jezyku angielskim,
ktéra zostala podzielona na dwie czgsci. Obie poprzedzono wspolnym Wstgpem, ktory stanowi
11 stron. Materialy i metody czesci 1 to 4 strony, czgsei 11 to 6 stron; Wyniki czgsci I to 17 stron,
czesei II to 14 stron, Dyskusja czesci I to 4 strony, czgsei II to 3 strony. Koniec pracy stanowig
wspdlne Konkluzje. Ponadto, praca zawiera Spis tresci, Spis rycin i tabel, Spis skrotow, Streszczenia
w jezyku polskim i angielskim, Bibliografie (131 pozycji). Dodatkowo Doktorant zamiescit spis
stypendiéw oraz dane bibliograficzne dwoch publikacji, ktérych jest autorem (niezwigzanych
z tematykg doktoratu). Praca ma wigc nietypowsg forme, sprawia raczej wrazenie dwoch
manuskryptow (in statu nascendi) niz tradycyjnej rozprawy doktorskiej. Jest bardzo zwigzla, a to nie
zawsze dzialalo na jej korzys¢.

Wstep. W pierwszej czesci przedstawiono Danio rerio, jako swietny model do badan z dziedziny
biologii rozwoju. Nastepnie scharakteryzowany zostal przebieg rozwoju serca krggowcéw. Pomocny
bytby schemat obrazujacy kolejne etapy tego procesu i wskazujagcy na te, ktore byly celem
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prowadzonych badaf. Waznym aspektem tego rozdzialu jest wskazanie na histori¢ badan
nad wtérnym polem sercotworczym oraz czynnikami regulujacymi specyfikacje jego komorek. W tej
czgsei Doktorant opisat m.in. czynniki Nkx2.5, Isl1. Bardzo skrétowo (dwa akapity) przedstawiono
narzedzia, takie jak ,,single cell sequencing” czy ,,lineage tracing” — zabraklo mi informacji czy i jak
techniki te wykorzystywane byly w przesztosci w badaniach rozwoju Danio rerio czy innych
organizméw modelowych, a w szczeg6lnosci badaniach rozwoju serca. Nie wiem tez czy Fig. 2
zawiera zdjecia wykonane przez Doktoranta. Nie mniej jednak, pomimo pewnych brakéw, Wstep
dobrze spelnia swoje zadanie, odwotuje si¢ do aktualnych publikacji i §wiadczy o tym, ze Doktorant
w sposéb dojrzaly podchodzi do zadan badawczych. Cele pracy rowniez zostaly przedstawione
w sposob klarowny.

Materialy i metody, jak juz wspomniatam, zostaly podzielone na dwie cz¢éci. Ten zabieg sam w sobie
nie bylby ,szkodliwy” gdyby nie to, ze wykorzystane techniki zostaly opisane bardzo
powierzchownie, a niektére wcale nie zostaly przedstawione. Sg to zdecydowanie najstabsze
fragmenty pracy. W skrdcie, w obu czgéciach brakuje m.in. informacji czy uzyskano odpowiednie
zgody na prace z GMM, opisu warunkéw hodowli D. rerio, opisu skladu buforéw i pozywek
(np. E3), informacji na temat stosowanych odczynnikéw, ich pochodzenia, metod stosowania
(np. barwnika LIVE/DEAD), precyzyjnego opisu klonowania (niektére informacje, np. o tym
ze wektor zawieral gen warunkujgcy oporno$¢ na ampicyling umieszczone sa w Wynikach — powinny
trafi¢ do sekcji Mat i met). Brakuje dobrych opiséw FACS (zamieszczono jedynie odniesienie do
literatury i bardzo lakoniczny opis pod Fig. 10), qPCR (np. nie przedstawiono wszystkich starteréw,
nie wiadomo czy ekspresje badanych genéw odnoszono do poziomu transkryptu GAPDH? aktyny?
innych?), technik mikroskopii (np. Fig. 9 — nie jest jasne co kryje si¢ za stwierdzeniem ,,time series"),
opisu wykorzystanego sprzetu (np. FACS, mikroskop konfokalny i inne). Informacja na temat
wykorzystanego urzadzenia moglaby mi pomdéc w zrozumieniu zastosowanej metody
genotypowania, opisanej na str. 55. Doktorat napisat, ze wykorzystal technike PCR jednak w tabeli
2 przestawia startery opisane jako qPCR, nie umieszcza jednak informacji o sondach. Oczywiscie
moglabym przeczyta¢ publikacj¢ Niescierowicza i wsp. (2022), ale to nie ja poddaj¢ ocenie.
W zasadzie na podstawie przedstawionych w rozprawie informacji wykonane przez Doktoranta
doswiadczenia bylyby trudne do powtdrzenia. Klarowny i szczegélowy opis uzytych materialéw
i zastosowanych metod dokumentuje takze zrozumienie wykorzystanych technik badawczych, to tez
ma udowadnia¢ rozprawa doktorska.

Nie mniej jednak, bazujgc na obu cz¢sciach Materialow i metod oraz lekturze obu czg¢sci Wynikow,
mozna stwierdzi¢, ze Autor wykorzystat wiele podej$é badawczych. Poczawszy od hodowli D. rerio,
uzyskiwaniu zmodyfikowanych genetycznie osobnikdéw, wykorzystaniu techniki wyciszenia
ekspresji genow, analizy ekspresji gendw, mikroskopii konfokalnej, FACS, oraz, co dla tej pracy byto
niezwykle istotne, analizy in silico. Uzyskane wyniki poddano odpowiednim testom statystycznym.
Lektura Wynikéw $wiadczy o tym, ze techniki te zostaly przez Doktoranta opanowane i §wietnie
wykorzystane, co pozwolito na udoskonalenie warsztatu badawczego i uzyskanie cennych danych.

Wyniki przedstawiono w dwoch zwigzlych czeéciach. Pierwsza dotyczy identyfikacji regionow
regulatorowych genu is//la. W wyniku analiz in silico zidentyfikowano 7 rejonéw regulatorowych,
ktére przetestowano stosujgc test opierajacy si¢ na badaniu ich wplywu na ekspresje genu
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markerowego - eGFP, w rozwijajagcym si¢ zarodku ryby. Kontrol¢ w tym przypadku stanowily
zarodki, do ktérych wstrzyknigto ,pusty” wektor. Wplyw podawanych konstruktéw
na przezywalno$¢ zarodkéw byl podobny. Réznice ekspresji eGFP w zarodkach mialy stuzy¢ jako
dowdd na to, ze badana sekwencja wzmacniajgca/enhancer byla aktywna. Doktorant wykazat, ze w
przypadku zastosowania 4 z badanych region6w regulatorowych uzyskano znaczaco wigksza liczbe
zywych zarodkéw eGFP+. Ponadto, aktywnos¢ 4 sekwencji (okreslong dzigki ekspresji eGFP)
wykryto w rozwijajagcym sie sercu. Jeden z badanych enhanceréw (I3) wybijat si¢ na tle innych —
odsetek zarodkéw, w ktérych wykryto ,,sercowg” lokalizacje eGFP byl najwyzszy. W pracy
umieszczono dokumentacje fotograficzng przedstawiajacg tylko jeden zarodek z badanych grup.
Szkoda, ze nie nie przygotowano panelu ze zdjgciami wigkszej liczby zarodkow. Pozwoliloby
to okresli¢ jak r6znorodna byla reakcja.

Kolejny etap badan polegal na uzyskaniu stabilnej linii D. rerio, dzigki ktorej mozna bylo okresli¢,
w ktdrych obszarach rozwijajgcego si¢ serca jest aktywny I3. Sposéb uzyskania tych zwierzat zostat
opisany bardzo powierzchownie. Nie podano dlaczego wybrano i czym charakteryzujg si¢ zwierzgta
Tg(myl7:mRFP). Co koduje myl7? Wszystkie tego rodzaju informacje powinny znalez¢ si¢
w rozprawie doktorskiej, inaczej moze ona okazaé si¢ zby¢ hermetyczna dla odbiorcéw innych
niz specjalisci w danej dziedzinie. Nie znalaztam takze informacji jakie zwierzgta stanowily kontrole
w tych do$wiadczeniach. Nastepnie, wykorzystujac FACS analizowano komorki eGFP+ izolowane
z zarodkéw i okre$lono w nich poziom ekspresji badanych czynnikéw transkrypcyjnych i innych
wybranych genéw markerowych. Wykonang pracg nalezy uzna¢ za ogromng (podobng uwage mam
do analizy opisanej w II czesci doktoratu) - komorki uzyskano z okoto 500 zarodkéw. Zabraklo mi
informacji dlaczego wybrano te nie inne markery? Co koduja wybrane geny? Jakie funkcje ich
produkty pelnig podczas rozwoju zarodkowego? Podobna uwaga dotyczy genéw wymienionych
w rozdziale 2.2.7, jako te ktore koduja czynniki transkrypcyjne potencjalnie oddziatujace z sekwencja
I3 (str. 43). Znaczenie tych genow/biatek by¢ moze jest oczywiste dla Doktoranta, ale uzasadnienie
ich wyboru/funkcji powinno znalez¢ si¢ w rozprawie doktorskiej. Fig. 11 przedstawia wykres,
na ktérym umieszczono odchylenia standardowe obejmujace warto$ci ponizej osi X (isl], nkx2.3).
Nalezaloby wybraé inny sposéb prezentacji wynikow (moze wykres punktowy?). Analizy in silico
wykazaly, ze do czynnikéw mogacych oddziatywa¢ z I3 mozna zaliczy¢ MEF2C.

Fragment bedacy Dyskusjg wynikéw przedstawionych w tej czesci pracy jest ich podsumowaniem,
krytyczng analiza i $wiadczy o wiedzy i dojrzatosci naukowej Autora. Zestawia on rezultaty swoich
badan z tymi uzyskanymi przez innych naukowcoéw, wskazuje na ograniczenia i perspektywy
dalszych badan. Nie mam do niego zastrzezen.

Podsumowujac, badania opisane w c¢zeSci I przyniosty nowatorskie wyniki - udowodnity,
ze sekwencja I3 jest aktywna w komodrkach wtérnego pola sercotwdrczego oraz w komérkach
tworzacych komory rozwijajacego si¢ serca, w obszarze szerszym niz ten, w ktérym wykrywana byla
ekspresja islla. Ponadto, MEF2C zostal wskazany jako czynnik mogacy oddzialywa¢ na ekspresje
islla poprzez 13. To Bardzo interesujgcy wynik, sprecyzowanie jego znaczenia wymaga jednak
dalszych badan.
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Czesé 11 Wynikow opisuje uzyskiwanie zwierzat, w ktérych komérkach wyciszona/obnizona zostata
ekspresja gendw nkx2.5/nkx2.7. Zastosowanie odpowiednich morfolino doprowadzito do zaburzen
w formowaniu serca - a wiec do uzyskania poszukiwanego fenotypu. Czy sprawdzono jak bardzo
obnizyt sie¢ poziom produktow badanych genéw? Z zarodkéow Tg(nkx2.5:EGFP) wyizolowano
komorki eksprymujgce eGFP. Komorki izolowano na réznych stadiach rozwoju - okreslonych raz
w liczbie somitéw a raz w godzinach po zaptodnieniu. Trudno wigc poréwnac te stadia jezeli nie
hoduje si¢ osobiscie D. rerio. Fig. 15 jest nieczytelna - legendy osi X i Y nieodczytywalne, nie sposob
ocenié¢ uzyskany wynik na podstawie "dot plotow" i krétkiego opisu w tekscie.

Niezwykle cickawy etap doktoratu dotyczyt analiz komorek izolowanych z zarodkéw kontrolnych
i takich traktowanych morfolino (te ostatnie znikajg jednak z pola widzenia czytelnika) majace)
na celu ustalenie roli nkx2.5/nkx2.7 w rozwoju serca. Doktorant wyizolowal z ogromnej liczby
zarodkow od 5 to kilkudziesieciu tysiecy komoérek (w zaleznosci od stadium rozwojowego),
co powinno mu pozwoli¢ na uzyskanie odpowiedniej liczby komérek a co za tym idzie odczytéw.
Nie wszystkie etapy analiz zakonczyly si¢ pelnym sukcesem. Jednak uzyskany material jest cenny
i stanowi baz¢ do dalszych analiz.

Kolejnym zadaniem bylta adaptacja systemu eGESTALT do §ledzenia linii komorkowych w zarodku
D. rerio. W tym w fragmencie doktoratu, podobnie jak i w poprzednich opisujacych uzyskiwanie linii
komoérkowych, zabraklo ilustracji wykorzystywanych konstruktéw i strategii modyfikacji genomu.
Odpowiednie mapy a nawet schematy do§wiadczenia bardzo pomoglyby w lekturze Wynikow.
Zadanie zakonczylo si¢ sukcesem, o czym $wiadczy chociazby Fig. 22. Ponownie zalujg, ze nie
zostaly umieszczone zdjecia wigkszej liczby zarodkéw. Uzyskanie zwierzat modyfikowanych
genetycznie to duze osiagnigcie i, ponownie, solidna podstawa dla dalszych badan.

Dyskusja tej czesci pracy jest zwigzta. Odnosi si¢ jednak fachowo do problematyki badan. Doktorant
opisuje przypuszczalne przyczyny napotkanych probleméw i przedstawia plany na badania, ktére
mozna przeprowadzi¢ po udoskonaleniu stosowanych technik. Przedstawia takze jak mozna
wykorzysta¢ transgeniczne zwierzgta. Dyskusja jest wywazona i rzeczowa.

Podsumowujac, cz¢sé II pracy wymagata duzej sprawnosci technicznej i determinacji. Stworzono
baze dla dalszych badan.

W Konkluzjach Autor podsumowat najwazniejsze osiggnigcia swojej pracy. Identyfikacj¢ regionu
wzmacniajgcego wplywajacego na ekspresje is/lla w sercu, wskazanie na MYF2c, jako czynnika
zaangazowanego W regulacje z wykorzystaniem badanego regionu wzmacniajacego,
czy tez uzyskanie doskonalych narzedziu do dalszych badan nad regulacja rozwoju serca.

Rozprawa doktorska napisana jest zrozumialym jezykiem angielskim. Moja znajomos¢ tego jgzyka
nie jest na tyle dobra zebym mogta wskaza¢ na bledy stylistyczne czy gramatyczne. Moge za to
zwrOci¢ uwage na uzycie wyrazu lineaz w polskim streszczeniu, ktéry to wyraz okresla raczej
wszystkich przodkéw w linii prostej niz linie komdrkowa. Ilustracje sa dobre, chociaz dwie z nich
nie sg wystarczajgco czytelne (Fig. 151 19)

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



Uwazam, ze uzyskane wyniki sg nowatorskie, opracowane techniki kluczowe dla dalszych badan
nad rozwojem serca. Najwieksze osiagni¢cia swojej pracy Doktorant wymienit w Konkluzjach
i przychylam si¢ do jego opinii. Moje uwagi krytyczne odnosza si¢ do lakonicznosci czy
chaotycznosci w opisie Materiatéw i metod oraz zbyt skrotowych opisow niektorych partii Wynikow.
Uzyskane dane mozna bylo lepiej zaprezentowaé, ale to oczywiscie nie umniejsza ich wartosci
i osiggnie¢ Doktoranta. Pomimo moich uwag krytycznych prace oceniam jako wartosciows.

Podsumowujgc, pan mgr Eugeniusz Tralle zrealizowal postawione sobie cele. Przeprowadzone przez
niego badania doprowadzily do uzyskania nowych i bardzo interesujacych wynikéw. Stwierdzam
wiec, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymagania wymagania
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2018
poz. 1668 z pézn. zm.) i wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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