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

Praca doktorska Pana mgr. Eugeniusza Tralle powstala w Laboratorium Genomiki Rozwoju Danio
Pregowanego, Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekulamej i Komorkowe) w Warszawie.
Promotorka byla dr hab. Cecilia Winata

Celem pracy byla charakierystyka mechanizméw molekulamych zaangazowanych w powstawanie
witrnego pola/obszaru sercotworczego podczas rozwoju zarodkowego Danio rerio oraz stworzenie
narzedzi badawczych umozliwiajacych analizg losow komdrek i ekspresji gendw w pojedynczych
komdrkach tworzgcych pola sercotworcze. Podczas realizacji tych celéw Doktorant skupial sig
na roli czynnikdw biorgcych udzial w specyfikacji komébrek progenitorowych serca, w szczegdlnodci
na Nkx2.5, ale takée na Isll i innych. U podioza badan lezaly odkrycia wykazujgce na istnienie
griinicowania wirdd prekursordw komérek tworzgeych pola sercotwircze, kibrych wyjadnienie,
rzecz jasna, mode byé kluczowe dla zrozumienia rozwoju serca krggowcdw. Mode miec takize wplyw
na okredlenie podioza zaburzen kardiomiogenzy a by¢ moze takie na terapie niektérych patologii.
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska to liczaca 88 stron praca w jezyku angielskim,
ktéra zostala podzielona na dwie czgdei. Obie poprzedzono wspdlnym Wsigpem, kidry stanowi
11 stron. Materialy i mefody czgici | to 4 strony, czedei 11 1o 6 stron; Wymiki czedei | to 17 stron,
czedei 11 to 14 stron, Dyskusja czedci | o 4 strony, czeéci [l to 3 strony. Koniec pracy stanowig
wspolne Konklugle. Ponadto, praca zawicra Spis tredci, Spis rycin i tabel, Spis skrdidw, Streszczenia
w jezyku polskim i angielskim, Bibllografig (131 pozycji). Dodatkowo Doktorant zamiescil spis
stypendidw oraz dane bibliograficzne dwdch publikacji, ktorych jest autorem (niezwigzanych
z tematyks doktoratu) Praca ma wigc nielypows formg, sprawia racze] wralenie dwoch
manuskryptow (in staty nascendi) niz tradycyjnej rozprawy doktorskiej. Jest bardzo zwigzla, a 1o nie
zawsre dzialato na jej korzyic.

Wsigp. W pierwszej czgici przedstawiono Danio rerio, jako swictny model do badan z dziedziny
biologii rozwoju. Nastgpnie scharakteryzowany zostal przebieg rozwoju serca krggowodw, Pomoeny
bytby schemat obrazujacy kolejne etapy tego procesu i wskazujgcy na te, ktore byly celem
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prowadzonych badan. Waznym aspektem tego rozdzialu jest wskazanie na histori¢ badan
nad widmym polem sercotworczym oraz czynnikami regulujacymi specyfikacjg jego komorek. W tej
cagsci Doktorant opisal m.in, czynniki Nkx2.5, [sll. Bardzo skrdtowo (dwa akapity) przedstawiono
narzedzia, takie jak ,single cell sequencing™ czy ,lineage tracing™ — zabraklo mi informacji czy i jak
techniki te wykorzystywane byly w przesziosci w badaniach rozwoju Danio rerio czy innych
organizméw modelowych, a w szczegdlnodci badaniach rozwoju serca. Nie wiem tez czy Fig. 2
zawiera zdjgcia wykonane przez Doktoranta. Nie mniej jednak, pomimo pewnych brakow, Wsigp
dobrze spelnia swoje zadanie, odwoluje si¢ do aktualnych publikacji i éwiadczy o tym, 2e Doktorant
w sposob dojrzaty podchodzi do zadan badawczych, Cele pracy réuwniet zostaly przedstawione
w sposdb klarowny.

Materialy i metody, jak juz wspomnialam, zostaly podzielone na dwie czedci. Ten zabieg sam w sobie
nie bylby ,szkodliwy" gdyby nie to, 2e wykorzystane techniki zostaly opisane bardzo
powierzchownie, a niekidre wcale nie zostaly przedstawione. S§ to zdecydowanie najslabsze
fragmenty pracy. W skrocie, w obu czgsciach brakuje m.in. informacji czy uzyskano odpowiednie
zgody na prace z GMM, opisu warunkdéw hodowli D. rerio, opisu skladu bufordéw | pozywek
{np. E3), informacji na temat stosowanych odczynnikdéw, ich pochodzenia, metod stosowania
inp. barwnika LIVE/DEAD), precyzyjnego opisu klonowania (niekidre informacje, np. o tym
2e wekior zawieral gen warunkujgcy opomodé na ampicyling umieszezone s§ w Wynikack — powinny
trafié do sekcji Mat | met). Brakuje dobrych opiséw FACS (zamieszczono jedynie odniesienie do
literatury i bardzo lakoniczny opis pod Fig. 10), qPCR (np. nie przedstawiono wszystkich starterdw,
ni¢ wiadomo czy ckspresje badanych gendw odnoszono do poziomu transkryptu GAPDH? aktyny?
innych?), technik mikroskopii (np. Fig. 9 — nie jest jasne co kryje si¢ za stwierdzeniem ,lime series™),
opisu wykorzystanego sprzetu (np. FACS, mikroskop konfokalny i inne). Informacja na temat
wykorzystanego urzgdzenia moglaby mi pomdc w Zrozumieniu zastosowang) metody
genotypowania, opisanej na str. 55, Doktorat napisal, 2e wykorzystal technikg PCR jednak w tabeli
2 przestawia startery opisane jako gPCR, nie umieszcza jednak informacji o sondach. Oczywiscie
moglabym przeczylaé publikaci¢ MNiedcierowicza i wsp. (2022), ale 1w nie j§ poddaj¢ ocenie.
W zasadzie na podstawie przedstawionych w rozprawie informacji wykonane przez Doktoranta
dodwiadczenia bylyby trudne do powtdrzenia. Klarowny i szczegdlowy opis uzytych materialow
i zastosowanych metod dokumentuje takde zrozumienie wykorzystanych technik badawczych, to tez
ma udowadniaé rozprawa doktorska.

Nie mniej jednak, bazujac na obu czesciach Mareriafdw i metod oraz lekturze obu czesci Wynikdw,
moizna stwierdzié, xe Autor wykorzystal wiele podejsé badawczych. Poczgwszy od hodowli D, rerio,
uzyskiwaniu zmodyfikowanych genetycznie osobnikdw, wykorzystaniv techniki wyciszenia
ekspresji gendw, analizy ekspresji gendw, mikroskopii konfokalnej, FACS, oraz, co dla tej pracy bylo
niezwykle istoine, analizy in silico. Uzyskane wyniki poddano odpowiednim testom statystycznym.
Lektura Wynikdw dwiadczy o tym, 2e techniki te zostaly przez Doktoranta opanowane i dwietnie
wykorzystane, co pozwolito na udoskonalenie warsztatu badawczego 1 uzyskanie cennych danych.

Wyniki przedstawiono w dwoch zwigzlych czedciach. Pierwsza dotyczy identyfikacji regiondw
regulatorowych genu is/la. W wyniku analiz in silico zidentyfikowano 7 rejondw regulatorowych,
kidre przetestowano stosujgc test opierajgey sic na badaniu ich wplywu na ekspresic genu
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markerowego - eGFP, w rozwijajgcym si¢ zarodku ryby. Kontrolg¢ w tym przypadku stanowily
garodki, do ktorych wstrzyknigto pusty” wekior., Wplhyw podawanych konstruktdw
na przezywalnosé zarodkdw byl podobny. Rénice ekspresji eGFP w zarodkach mialy shuryé jako
dowdd na to, 2e badana sekwencja wzmacniajgca/enhancer byla aktywna, Doktorant wykazal, 2e w
preypadku zastosowania 4 z badanych regiondw regulatorowych uzyskano znaczaco wigkszy liczbe
zywych zarodkéw eGFP+. Ponadio, akiywnos¢ 4 sekwencji (okreslong dzigki ekspresji eGFP)
wykrylo w rozwijajgcym si¢ sercu. Jeden z badanych enhancerdw (13) wybijal si¢ na tle innych -
odsetek zarodkdw, w ktdrych wykryto sercowy™ lokalizacje eGFP byl najwyzszy, W pracy
umieszczone dokumentacje fotograficzng przedstawiajgcy tylko jeden zarodek z badanych grup.
Szkoda, ze nie ni¢ przygolowano panelu ze zdjeciami wickszej liczby zarodkdw. Pozwoliloby
to okredlié jak réinorodna byla reakcja.

Kolejny etap badan polegal na uzyskaniu stabilnej linii D. rerio, dzigki kidrej moina bylo okredli¢,
w ktdrych obszarach rozwijajacego sie serca jest aktywny [3. Sposdb uzyskania tych zwierzat zostal
opisany bardzo powierzchownie. Nie podano dlaczego wybrano i czym charakteryzujq sig zwierzgta
Tgimyl7:mRFP). Co koduje mw/77 Wszystkie tego rodzaju informacje powinny znalezé sig
w rozprawie doktorskiej, inaczej moze ona okazal sie zbyé hermetyczna dla odbiorcow innych
niz specjalisci w danej dziedzinie. Nie znalaziam takze informacji jakie zwierzgta stanowily kontrolg
w tych dodwiadczeniach. Nastgpnie, wykorzystujgc FACS analizowano komdrki eGFP+ izolowane
z zarodkdw | okreslono w nich poziom ekspresji badanych czynmikéw transkrypeyjnych i innych
wybranych gendéw markerowych. Wykonang prace nalezy uznad za ogromng (podobng uwage mam
do analizy opisanej w Il czgéci doktoratu) - komdrki uzyskano z okolo 500 zarodkow. Zabraklo mi
informacji dlaczego wybrano te nie inne markery? Co kodujg wybrane geny? Jakie funkcje ich
produkty pelnig podczas rozwoju zarodkowego? Podobna uwaga dotyczy gendw wymienionych
w rozdziale 2.2.7, jako te ktdre koduja czynniki transkrypcyjne potencjalnie oddziatujgce z sekwencia
13 (str. 43). Znaczenie tych gendw/bialtek byé moze jest oczywiste dla Doktoranta, ale uzasadnienie
ich wyborw/funkeji powinno maled sig w rozprawie dokilorskiej. Fig. 11 przedstawia wykres,
na ktdérym umieszczono odchylenia standardowe obejmujace wartosci ponizej osi X (isf], nkx2 3).
Nalezaloby wybrad inny sposob prezentacji wynikow (moZe wykres punktowy?). Analizy in silico
wykazaly, 2e¢ do czynnikdw moggeych oddziatywac z 13 mozna zaliczyé MEF2C.

Fragment bedacy Dyskusjg wynikdw przedstawionych w tej czedei pracy jest ich podsumowaniem,
krytyczng analizg i Swiadczy o wiedzy i dojrzalodci naukowe) Autora, Zestawia on rezultaty swoich
badarh z tymi uzyskanymi przez innych naukowcow, wskazuje na ogramiczenia i perspekiywy
dalszych badafi. Nie mam do niego zastrzeden.

Podsumowujgc, badania opisane w czedel | przyniosly nowatorskie wyniki - udowodnity,
ze sekwencja I3 jest aktywna w komdrkach wiomego pola sercotwirczego oraz w komorkach
tworzacych komory rozwijajacego si¢ serca, w obszarze srersgym niZ ten, w ktdrym wykrywana byla
ekspresja islla. Ponadto, MEF2C zostal wskazany jako czynnik moggcy oddzialywad na ekspresj¢
islla poprzez 13. To Bardzo interesujgcy wymik, sprecyzowanic jego znaczenia wymaga jednak
dalszych badan.

ull. lji Migcznioowa 1, 02-098 Warszaewa
el T2 85 47 118
e-madl: m_iemnerychfl e edy pl



Czgsé 11 Wymikdw opisuje uzyskiwanie zwierzat, w ktorych komorkach wyciszona/obniona zostala
ekspresja gendw nkxl 5/nkel. 7. Zastosowanie odpowiednich morfolino doprowadzito do zaburzen
w formowaniu serca - a wige do uzyskania poszukiwancgo fenotypu. Czy sprawdzono jak bardzo
obnizyl si¢ poziom produktow badanych gendw? Z zarodkdéw Tg(nke2 5:EGFP) wyizolowano
komorki eksprymujace eGFP. Komorki izolowano na régnych stadiach rozwoju - okreslonych raz
w liczbie somitdéw a raz w godzinach po zaplodnieniu. Trudno wige pordwnal te stadia jezeli nie
hoduje sig osobigcie D. rerio. Fig. 15 jest nieczytelna - legendy osi X i Y nieodczytywalne, nie sposob
ocenié uzyskany wynik na podstawie "dot plotdw™ i krotkiego opisu w tekscie.

Niezwykle ciekawy etap doktoratu dotyczy! analiz komérek izolowanych z zarodkéw kontrolnych
i takich traktowanych morfolino (te ostatnie znikajg jednak z pola widzenia czytelnika) majgce)
na celu ustalenie roli mkx2 5/nkx2. 7 w rozwoju serca. Doktorant wyizolowal z ogromnej liczby
zarodkdw od 5 1o kilkudziesieciu tysiecy kombrek (w zaleinodci od stadium rozwojowego),
co powinno mu pozwolié na uzyskanie odpowiedniej liczby komdérek a co za tym idzie odczytow,
Nie wszystkie etapy analiz zakonczyly si¢ pelnym sukcesem. Jednak uzyskany materiat jest cenny
i stanowi baze do dalszych analiz.

Kolejnym zadaniem byla adaptacja systemu eGESTALT do ledzenia linii komérkowych w zarodku
D rerio. W tym w fragmencie doktoratu, podobnie jak i w poprzednich opisujacych uzyskiwanie linii
komérkowych, zabraklo ilustracji wykorzystywanych konstruktow i strategii modyfikacji genomu.
Odpowiednie mapy a nawet schematy dodwiadczenia bardzo pomoglyby w lekiurze Wymikdw,
Zadanie zakofczylo sie sukcesem, o czym sSwiadczy chociazby Fig. 22. Ponownie #alujg, #c nie
zostaly umieszczone zdjecia wigkszej liczby zarodkdw. Uzyskanie zwierzgt modyfikowanych
genetycznie to dude osiggnigeie i, ponownie, solidna podstawa dla dalszych badad.

Dyskusfa tej czedei pracy jest zwigzla. Odnosi si¢ jednak fachowo do problematyki badaf. Doktorant
opisuje przypuszczalne przyczyny napotkanych problemdw i przedstawia plany na badania, ktdre
mozna przeprowadzié po udoskonaleniu stosowanych technik. Przedstawia tak#e jak moina
wykorzystad transgeniczne zwierzgta. Dyskusja jest wywakzona i reeczowa.

Podsumowujgc, cz¢fé 11 pracy wymagala dukej sprawnodci techniczne) i determinacji. Stworzono
baze dla dalszych badar.

W Konkluzjach Autor podsumowal najwazniejsze osiggnigeia swojej pracy. Identyfikacje regionu
wzmacniajacego wplywajacego na ekspresjg isl/a w sercu, wskazanie na MYF2c, jako czynnika
zaangafowancgo w regulaciy z  wykorzystamiem badanego regionu  wzmacniajgcego,
czy tez uzyskanie doskonatych narzedziu do dalszych badan nad regulacjy rozwoju serca.

Rozprawa doktorska napisana jest zrozumialym jezykiem angielskim. Moja znajomosé tego jezyka
nie jest na tyle dobra 2ebym mogla wskazal na bledy stylistycene czy gramatyczne. Moge za to
Zwrocié uwage na uzycie wyrazu lineaz w polskim streszczeniu, ktory to wyraz okresla racze)
wszystkich przodkdw w linii prostej niz linie komdrkowa. llustracje sg dobre, chociaz dwie z nich
nie sq wystarczajgco czytelne (Fig. 151 19)
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Uwazam, e uzyskane wyniki s3 nowatorskic, opracowane techniki kluczowe dla dalszych badan
nad rozwojem serca. Najwicksze osiggnigcia swojej pracy Doktorant wymienit w Konklugjach
i przychylam sig¢ do jego opinii. Moje uwagi krytyczne odnoszy si¢ do lakonicznosci czy
chaotycznodci w opisic Materialdw | metod oraz zbyt skrotowych opiséw nicktorych partii Wynikdw.
Uzyskane dane mozna bylo lepiej zaprezentowaé, ale to oczywidcie nie umniejsza ich wartodei
i osiggnigé Doktoranta. Pomimo moich uwag krytycznych prace oceniam jako wartosciows.

Podsumowujge, pan mgr Eugeniusz Tralle zrealizowal postawione sobie cele. Przeprowadzone przez
niego badania doprowadzity do uzyskania nowych i bardzo interesujacych wynikdw. Stwierdzam
wigc, ze preedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia wszystkie wymagania wymagania
art, 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wy2szym i Nauce (Dz.U. z 2018
poz. 1668 z péin. zm.) i wnosz¢ do Rady Dyscypling Nauk Medycznych Warszawskicgo
Uniwersytetu Medycanego o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapdw przewodu dokiorskiego.
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