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Recenzja pracy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Ulman,

pt. ,,Badanie wpltywu genu SNAII na proces roznicowania
indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych do mig$ni
szkieletowych w kontek$cie rozwoju migsaka

prazkowanokomorkowego”

(Study of SNAII gene impact on differentiation of induced pluripotent
stem cells into skeletal muscles in the context of rhabdomyosarcoma

development)

Pani mgr Aleksandra Ulman zrealizowata prace doktorska

w Zakladzie Transplantologii, Katedry Immunologii Klinicznej
1 Transplantologii, Collegium Medicum, Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie. Badania zostaly wykonane oraz dysertacja doktorska
przygotowana pod opiekg promotora Pana prof. dr hab. Marcina Majki,

a takze promotora pomocniczego Pani dr Klaudii Skrzypek.

W przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej, jako
jednotematyczny cykl publikacji wskazano dwa artykuty opublikowane
w migdzynarodowym czasopi§mie Cells wydawanym przez MDPI
(Multidisciplinary Digital Publishing Institute), znajdujacym si¢
w wykazie czasopism naukowych Journal Citation Reports oraz

w wykazie Ministra Edukacji 1 Nauki (wykaz z dn. 1 grudnia 2021 r.).
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Publikacje wchodzace w sktad jednotematycznego cyklu:

Ulman A, Skrzypek K, Konieczny P, Mussolino C, Cathomen T, Majka M.
Genome Editing of the SNAI1 Gene in Rhabdomyosarcoma: A Novel Model for
Studies of Its Role. Cells. 2020 Apr 28;9(5):1095. doi: 10.3390/cells9051095.

oraz

Ulman A, Kot M, Skrzypek K, Szewczyk B, Majka M. Myogenic Differentiation of
1PS Cells Shows Different Efficiency in Simultaneous Comparison of Protocols.

Cells. 2021 Jul 2;10(7):1671. doi: 10.3390/cells10071671.

Obie prace sa pracami oryginalnymi, o powigzanej tematyce, a ich sumaryczny
wspotczynnik wptywu (ang. impact factor) oraz punktacja wg listy ogloszonej przez Ministra
Edukacji i Nauki wynosi obecnie odpowiednio: 13,2 oraz 280 punktéw. Doktorantka jest pierwszym
autorem obu publikacji, a analiza oswiadczen wspotautorow pozwala stwierdzi¢, iz udziat Pani mgr

Aleksandry Ulman w kazdej z nich jest znaczacy i stanowi 65%.

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Ulman badania dotyczyty
waznego  problemu jakim  jest zrozumienie = mechanizméw  powstawiania  mi¢saka
prazkowanokomoérkowego (ang. rhabdomyosarcoma, RMS). Wykazujacy cechy komorek
migsniowych, migsak prazkowanokomorkowy jest najczestszym nowotworem tkanek migkkich
u dzieci, ktory powstaje w wyniku zaburzen réznicowania miogennego komorek macierzystych lub
progenitorowych. Z badan wilasnych zespolu promotora Doktorantki Pana prof. dr hab. Marcina Majki
wynika, iz gen SNAII charakteryzuje si¢ podwyzszong ekspresja w guzach pozyskanych
od pacjentow oraz w przypadku linii komodrkowych typu pecherzykowego migsaka
prazkowanokomoérkowego — postaci najbardziej agresywnej, w porownaniu do typu zarodkowego, a
zmniejszenie poziomu ekspresji SNAII, w przypadku postaci pecherzykowej RMS prowadzi

do obnizenia potencjatu proliferacyjnego komorek oraz do wejscia na droge réznicowania miogennego.

W  pierwszym artykule wchodzacym w sklad jednotematycznego cyklu publikacji
zatytutowanym ,,Genome Editing of the SNAIl Gene in Rhabdomyosarcoma: A Novel Model for
Studies of Its Role” opisano badania, w ktorych Doktorantka podjeta probe zoptymalizowania trzech
metod catkowitej inaktywacji lub wyciszenia ekspresji genu SNAI/I w komorkach migsaka
prazkowanokomorkowego — linii RH30, metodami: TALEN (ang. Transcription Activator-Like Effector
Nucleases), CISPR/Cas9 (ang. Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats)
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oraz shRNA (ang. short hairpin RNA), w celu porownania ich efektywnosci oraz mozliwos$ci uzycia,
jako narzegdzia do dalszych badan prowadzonych przez zespot promotora Pana prof. dr hab. Marcina
Majki. Doktorantka zaprojektowata 1 wprowadzita do komorek linii migsaka prazkowanokomorkowego
(RH30) kazdy ze wskazanych powyzej systemow, a takze shRNA. Efekty ich dziatania Doktorantka
potwierdzita analizujac sekwencje genu SNAII oraz jego ekspresj¢ na poziomie transkryptu i bialka.
Autorka wykazata wpltyw inaktywacji lub wyciszenia genu na istotne statystycznie zmiany ekspresji
czynnikow regulujacych proces miogenezy, na obnizenie poziomu deacetylazy histonowej (tendencja),
a takze morfologie komorek, ktore byly najbardziej widoczne w komorkach, w przypadku ktorych
zastosowano wyciszenie przy pomocy interferencyjnego RNA shSNAII. Pozostale systemy okazaty sie
rowniez skuteczne, ale wykazywaly mniejsza wydajno$¢. Przeprowadzone badania pozwolity na
stworzenie modelu, ktory bedzie stanowit podstawe do dalszych eksperymentéw nad identyfikacja

mechanizmu dziatania SNAIL.

Drugi artykul wiaczony do jednotematycznego cyklu pt. ,,Myogenic Differentiation of iPS Cells
Shows Different Efficiency in Simultaneous Comparison of Protocols” dotyczy badan Doktorantki
majacych na celu zastosowanie indukowanych pluripotentnych komoérek (iPS, ang. induced pluripotent
stem cells) w celu ich miogenicznego roznicowania, a nastgpnie wykorzystania w badaniach zespotu
nad  rolg SNAI1 oraz  innych  czynnikbw w  transformacji  nowotworowe;j,
w tym powstawaniu migsaka prazkowanokomorkowego. Doktorantka, korzystajac z danych
literaturowych, wybrata i zastosowata trzy protokoty pozwalajace na réznicowanie komorek iPS oraz
przeprowadzita szczegotowa charakterystyke uzyskanych komorek. Zastosowano protokoly oparte na:
I) tworzeniu ciatek embrionalnych; II) suplementacji insuling, transferyng oraz selenem (ITS, ang.
Insulin-Transferrin-Selenium); oraz II1) adhezji komoérek do kolagenu typu I. Weryfikacja uzyskanych
wynikéw opierala si¢ na analizie ekspresji miogennych czynnikow regulatorowych, ekspresji cigzkich
fancuchow miozyny, analizie cytometrycznej obecnos$ci biatek powierzchniowych CD10, CD24 1 CD56,
a takze zdolnosci komorek do fuzji oraz obecnosci wimentyny — markera przej$cia epitelialno-
mezenchymalnego. Uzyskane przez Doktorantke wyniki potwierdzaja skuteczno$¢ wszystkich trzech
protokotéw, wskazujac jako najbardziej wydajny protokol wykorzystujacy adhezje komodrek do
kolagenu I (III), co moze by¢ zwigzane z wykazang istotnie wyzsza ekspresja migsniowych czynnikow
regulatorowych. Badania prowadzone przez Pania mgr Aleksandr¢ Ulman poddaty w watpliwos¢
zastosowanie markera CD56, jako wskaznika miogennego réznicowania komoérek, w zastosowanych

modelach do$wiadczalnych.
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Wskazane powyzej artykuty zostaty juz ocenione przez recenzentow i opublikowane na tamach
czasopisma naukowego Cells MDPI. Przylaczam si¢ do ich pozytywnej opinii o pracach wlaczonych
przez mgr Aleksandr¢ Ulman do jednotematycznego cyklu prac stanowigcych dysertacje doktorska.
Jak wczesniej wspomniano, doktorantka jest pierwszym autorem wszystkich zataczonych prac.
Oswiadczenia pozostatych autorow wskazuja na zasadniczy wktad Doktorantki (65%) w zaplanowanie

i realizacje badan, interpretacje wynikow i przygotowanie manuskryptow prac.

W przedstawionej do oceny pracy doktorskiej zachowano uklad charakterystyczny
dla opracowan naukowych. W pierwszej cze¢sci praca Doktorantka zawarla spis tre$ci, informacjg
o publikacjach wchodzacych w sklad jednotematycznego cyklu, wraz ze wskaznikami
bibliometrycznymi oraz wykaz skrotow. Wtasciwa cze$¢ pracy rozpoczyna si¢ wstepem, w ktorym
Doktorantka wprowadza czytelnika w tematyke dysertacji doktorskiej. Nastepnie Autorka wskazuje
cele pracy, najwazniejsze materialty 1 metody uzyte podczas realizacji badan oraz wybrane
pismiennictwo, ktore w mojej opinii powinna by¢ zamieszczone pod koniec pracy. Streszczenia obu
artykutow zaréwno w jezyku polskim, jak i angielskim poprzedzaja wnioski 1 podsumowanie.
Ta cze$¢ manuskryptu uzupehia i streszcza tres¢ publikacji zawartych w rozprawie. Jako zalaczniki,
Doktorantka dotaczyta do pracy publikacje wchodzace w sklad jednotematycznego cyklu
publikacji, wraz z o$§wiadczeniami wspotautorow. Wstep do niniejszej rozprawy oraz do obu
zalaczonych artykutéw, a takze opis metodyki, $wiadcza o dobrej znajomosci literatury,
jak 1 warsztatu metodycznego specyficznych dla tematyki badawczej Doktorantki. Utrudnieniem
w $ledzeniu dyskutowanych w obu artykutach wynikéw jest brak bezposrednich odno$nikow
do rycin i tabel zamieszczonych w wynikach. Badania zostaly prawidtlowo zaplanowane przez
Doktorantke, a uzyskane dane eksperymentalne zostaly poddane odpowiednim analizom
statystycznym i bioinformatycznym, zgodnie ze standardami przyjetymi w tego typu badaniach.
Przedstawione wyniki sg oryginalne i stanowig cenne Zrddlo informacji dla przysztych badan
zardwno podstawowych, jak i stosowanych, pozwola na wzbogacenie metodyki zespotu, umozliwia
dalszag eksploracje tego istotnego problemu jakim jest rola SNAIl w rozwoju migsaka
prazkowanokomorkowego. Przedstawione wnioski dobrze podsumowujg uzyskane wyniki oraz ich
dyskusje w S$wietle dostgpnej literatury naukowej, wskazujac na najwazniejsze osiggnig¢cia

Doktorantki.
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Warto podkresli¢, iz Doktorantka w latach 2018-2019 odbyla roczny staz naukowy
w University of Virginia w Charlottesville, USA, ktorego efektem jest wspotautorstwo pracy
naukowej pt. ,,UTX condensation underlies its tumour-suppressive activity”, opublikowanej przez
Shi i wsp. w 2021 roku w czasopismie Nature, o imponujgcym wspotczynniku wplywu IF=49,962.
Obecny, sumaryczny wspdtczynnik wptywu doktorantki wynosi IF=73,78.

W podsumowaniu mojej recenzji stwierdzam, iz uzyskane wyniki maja charakter
nowatorski, przyczyniaja si¢ do lepszego poznania mechanizmé6w dzialania SNAII oraz metod
roznicowania iPS w kierunku komoérek miogennych, przez co stanowig wartosciowy materiat
w perspektywie dalszych badan. Wymienione powyzej uwagi i komentarze nie umniejszaja

warto$ci naukowej wykonanej pracy oraz wynikow przedstawionych przez Doktorantke.

Majac na uwadze powyzsze stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska Pani
mgr Aleksandry Ulman pt. ,,Badanie wptywu genu SNAII na proces r6znicowania indukowanych
pluripotencjalnych komoérek macierzystych do migsni szkieletowych w kontekscie rozwoju migsaka
prazkowanokomorkowego (Study of SNAII gene impact on differentiation of induced pluripotent
stem cells into skeletal muscles in the context of rhabdomyosarcoma development)” spetnia warunki
stawiane pracom doktorskim okreslone ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 2021 poz. 478 z pdzn. zm.) oraz wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki
medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy oraz dopuszczenie Pani

mgr Aleksandry Ulman do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora.
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Dr hab. Tomasz Sadkowski



