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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana mgr Pawla Leszczynskiego
w formie zbioru publikacji prezentowanego pod tytulem:
,Rola bialka PRDM3 w procesie réznicowania neuronalnego”

,,Role of PRDM3 protein in neuronal differentiation”

Obecnie za jedng z najwazniejszych grup choréb cywilizacyjnych uznaje si¢ choroby
ukladu nerwowego obejmujgce liczne schorzenia neurodegeneracyjne takie jak choroba
Alzhimera, Parkinsona czy stwardnienie rozsiane. Etiologia wigkszosci z tych choréb nie
zostata dokfadnie poznana a jako gléwna ich przyczyne podaje si¢ stopniowg utrate funkeji i
spadek ilosci komérek nerwowych prowadzace do trwatych uszkodzen tkanki nerwowej.
Mimo licznych badan prowadzonych na catym $wiecie w zakresie analizy przyczyn
wystgpowania choréb ukladu nerwowego, ich rozwoju oraz mozliwosci leczenia, procesy
molekularne zachodzace w komérkach nie zostaly zidentyfikowane. Nadal brakuje informacji
dotyczacych podstawowych mechanizméw molekularnych zachodzacych w komorkach
podczas procesdw chorobowych oraz dostgpnych modeli badawezych zblizonych do modelu in
Vivo.

Neurogeneza, polegajgca na tworzeniu nowych komérek nerwowych, regeneracji i
odbudowie uszkodzonej tkanki nerwowej, zdaje si¢ by¢ przyszloscia medycyny
neuroregeneracyjnej. Praca doktorska Pana mgr. Pawla Leszczynskiego wpisuje si¢ dokladnie
w ten obszar nauki i stanowi kompleksowe opracowanie dotyczace roli i znaczenia czynnikow
z rodziny PRDM w procesie neurogenezy. Dodatkowo, doktorant opracowal uproszczong
metode wyprowadzania linii neuronalnej in vitro jako modelu badawczego dla procesow
rozwoju oraz degeneracji komérek nerwowych. Przedstawiona rozprawa doktorska obejmuje
zbidr trzech publikacji naukowych — dwéch oryginalnych oraz jednej publikacji przeglagdowe;
o tacznej punktacji 350 pkt. MNiSW oraz sumarycznym wspotczynniku wpltywu Impacr Factor

wynoszacym 10,06 (Cells; International Journal of Molecular Science; Journal of Visualized
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Experiments). Cykl publikacji stanowi spojng catos¢, w ktérej udzial doktoranta w zaleznosci

od publikacji wynosi od 60 do 63%.

Ocena merytoryczna pracy
Oryginalnos¢ tematyki i cel badan

Proces powstawania nowych komérek nerwowych zwany neurogenezg jest kluczowy
dla prawidtowej budowy i funkcjonowania uktadu nerwowego. Nieprawidlowosci w przebiegu
neurogenezy, zachodzacej zardwno w okresie prenatalnym jak i postnatalnym, moge prowadzié
do wielu schorzeft oraz uposledzenia neuroregenerezji tkanki nerwowej np. po przebytych
urazach. Stopniowo wzrastajaca iloéé choréb uktadu nerwowego oraz ciagle nieznane podloze
ich wystepowania sprawia, ze proces neurogenezy jest szeroko badanych w wielu os$rodkach
naukowych. Szczegdlnie istotne wydaje si¢ poznanie procesow molekularnych regulujgcych
kierunek réznicowania sie i proliferacji neuronalnych komérek macierzystych w aspekcie
opracowania mozliwych rozwigzan terapeutycznych w przyszlosci. Badania przedstawione w
ramach cyklu publikacji w petni wpisuja si¢ w obecne trendy. Prezentowana tematyka badan
podejmuje temat istotny z punktu widzenia dalszych badan naukowych oraz wykorzystania
uzyskanych wynikéw w medycynie. Uzasadnienie podjgtego zagadnienia przedstawiono w

sposob przekonujacy o koniecznoscei i celowosci podjetych badan.

Cele prowadzonych badan doktorant zdefiniowat w sposéb klarowny i jasny dzielac je na dwie
czgéel zamieszczone w poszezegdlnych publikacjach. Celem nadrzgdnym prowadzonych badan
bylo okreslenie roli czynnika PRDM3 w procesie neurogenezy, co okreslono na podstawie
licznych analiz molekularnych zaréwno na poziomie DNA, mRNA jak i biatka. Nalezy zwr6 cic
uwage, ze doktorant wykorzystuje nowoczesne metody badawcze takie jak wyciszanie genow
technika CRISPR/Cas9. Doktorant wraz z zespolem opracowal i przedstawit mozliwos¢
wykorzystania komercyjnie odstepnej linii komérkowej P19 jako hodowli wyjsciowe; dla
modelu neurogenezy w badaniach in vitro. Funkcja jakq petnig biatka z rodziny PRDM podczas
wzrostu i réznicowania sie neuronalnych komérek macierzystych jest stabo poznana, dlatego

tez podjeta problematyke badan oceniam jako aktualng i nowatorska.
Metodyka badan

Material badawczy oraz zastosowane metody analiz zostaly opisane szczegélowo, w
sposdb wyczerpujacy i spelniajacy kryteria opracowan naukowych. Koniecznosé wykonania

poszczegdlnych etapdw badan i realizacja kazdego z zaplanowanych etapow zostala obszernie
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opisana. Doktorant w sposéb poprawny dobrat metody badawcze, tak aby w petni zrealizowac
zamierzone cele badawcze uzyskujac wiarygodne i jednoznaczne wyniki. Schematyczny plan
badaf przedstawiono w postaci przejrzystych rycin, co ulatwia zapoznanie si¢ z

wykonywanymi badaniami.

Zakres wykorzystywanych przez doktoranta metod oceniam bardzo wysoko. Wykonane
analizy byly bardzo pracochtonne, wymagajace precyzji i skrupulatnosci. Doktorant w swoich
badaniach wykorzystat etap hodowli komérkowych komercyjnie dostepnej linii P19 z autorska
modyfikacja warunkéw hodowli (dodatkiem kwasu retinowego) pozwalajacg na opracowanie
modelu do badan neurogenezy. Ponadto, do potwierdzenia specyficznosci uzyskanych komorek
odréznicowanych w kierunku neurondéw lub okreslenie zwigzku genu PRDM3 z procesem
neurogenezy autor wykorzystal analize ekspresji genéw metoda RT-PCR oraz gPCR,
wyciszanie genéw metoda CRISPR/Cas9, analize poziomu biatka (Wester Blotting)
immunofluorscencyjne barwienie wybranych bialek szkieletu komérkowego czy analizg
sekwencji regionu promotorowego na poziomie DNA (metoda PCR-HRM, sekwencjonowanie
Sangera). Zastosowane podejécie metodyczne oceniam jako prawidlowe i adekwatne do tego
typu analiz. Tak szerokie spektrum zastosowanych metod umozliwita kompleksowe

potwierdzenie zatozonej hipotezy badawcze].

Z punktu widzenia recenzenta mam jednak kilka uwag, ktére dotyczacych opisu podejscia
metodycznego. W przypadku eksperymentu potwierdzajgcego skutecznos¢ modelu
odréznicowania komdrek P19 w kierunku neurondéw nie podano precyzyjnie ilosci powtorzen
technicznych wykonanych dla hodowli komérkowych - komérki hodowano na plytce 6
dotkowej, czyli mozna by sadzi¢, ze dla kazdego punktu pomiarowego wykonano 6 powtorzen?
Analize ekspresji gendw wykonywano w 2 powtorzeniach i zaprezentowano wyniki dla jedne]
probki. Prosze wyjasnié, ile powtorzein wykonano dla hodowli komérkowych w danych
punkcie poniewaz, jest to istotna informacja potwierdzajaca powtarzalnos¢ uzyskanych
wynikéw w zalozonych warunkach eksperymentalnych. Analizy poziomu ekspresji wybranych
genéw zostaly wykonane metodg RT-PCR, ktéra nie jest tak doklada jak analiza przy uzyciu
aparatu real-time PCR. Uwazam, Ze nieco lepszym podejéciem bylo by wykorzystanie
doktadniejszej metody jak qPCR szczegOlnie, Zze prezentowane wyniki majac na celu
potwierdzenie skutecznosci zupenie nowego podejécia metodycznego. Brak tez dodatkowych
informacji o stabilnosci wykorzystanej kontroli endogennej - GAPDH. Zalgczona Figura 2
moze wskazywaé, ze zastosowany gen ulega podobnej ekspresji w kazdym badanym okresie,

nie jest to jednak potwierdzone ani liczbowo ani literaturowo. W zamieszczonej tabeli
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prezentujacej wykorzystywane startery brakuje numerow akcesyjnych dla badanych genow.
Numery te nie sa prezentowane réwniez w tekscie. Jest to kluczowa informacja pozwalajaca na
tatwa identyfikacje badanej sekwencji i wykorzystanej wersji genomu referencyjnego oraz

powtérzeniec wykonanych analiz.

Prosze takze o wyjasnianie z czego wynikala tak duza rozbiezno$¢ w dlugosci amplikonéw
wykorzystanych do reakcji RT-PCR (do 86pz do 520pz)? Tak duze réznice mogg istotnie
wyplynaé na wydajnos¢ reakcji PCR.

Czy wykonano kontrole no-RT mogaca wykluczy¢ ewentualnej zafalszowanie uzyskanych

wynikéw zanieczyszezeniem DNA czy zastosowano inne rozwigzanie?

Uwagi dotyczace wykorzystanej kontroli endogennej, braku numeréw akcesyjnych i
kontroli zanieczyszczenia DNA dotycza réwniez analizy wykonanej w ramach szczegolowych

analiz dla genu PRDM3.

Wyniki przeprowadzonych badar

Wyniki prezentowane w przedstawionym do oceny osiggni¢ciu stanowig cenne zrodlo wiedzy
na temat mechanizméw warunkujacych réznicowanie sie komoérek w neurony oraz wskazujg
kolejne kierunki badan w tym zakresie. Wyniki zaprezentowano w formie przejrzystych

wykresow, rycin, fotografii oraz filmu.

Doktorant wykazat, ze standardowe warunki hodowli linii komoérkowej P19 (medium
DMEM z dodatkiem FBS) umozliwiaja utrzymanie niezréznicowanych komorek, podczas gdy
dodatek kwasu retinowego RA pozwala na odrdznicowanie komorek i inicjuje proces
neurogezy. Komorki —charakteryzujace si¢  cechami morfologicznymi  neuronow
zaobserwowano juz po 4 dniu hodowli. Uzyskane wyniki potwierdzono prezentujgc profil
ekspresji genéw specyficznych dla neuronéw (Map2; NeuN) oraz niezréznicowanych komorek

macierzystych (Oct4; Nanog).

Opracowany schemat indukcji neurogenezy zostal nastgpnie wykorzystany przed
doktoranta jako model in vitro do okreslenia roli jakg petni gen PRDM3 w procesie dojrzewania
i proliferacji komérek neuronalnych. Autor, wykorzystujac liczne metody badawcze,
udowodnil zaangazowanie genu PRDM3 w proces neurogenezy wraz ze zakazaniem
mechanizmu jego dziatania. Zastosowanie techniki wyciszenia genow (technika CRISPR/Cas9

wraz z lipofekeja oraz sortowaniem komorek w obecnosci barwnika fluorescencyjnego FACS)
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umozliwilo doktorantowi na jednoznaczne potwierdzenie hipotezy, ze spadek ekspresji genu
PRDM3 indukuje réznicowanie komérek P19 do neurondw i wezesniejsze ich dojrzewanie. W
warunkach wyciszenia ekspresji genu PRDM3 wykazano takze istotny wzrost poziomu
proliferacji komérek nieneuronalnych. Ponadto, doktorant wykazal synergistyczny wplyw
bialek wiazacych z rodziny GATA oraz kwasu retinowego na aktywnos¢ promotora genu
PRDM3 a tym samym na nasilenie procesdw neurogenezy. Autor wskazal, ze biatka GATA3,

4 oraz 6 oddziatywaja stymulujaco na promotor genu PRDM3.

Dopelnienie wynikéw wilasnych stanowi obszerny opis (255 pozycji pi$miennictwa) roli
czynnikéw PRDM w regulacji samoodnowy i réznicowania komérek macierzystych zebrany
w formie publikacji przegladowej. Biatka PRDM stanowia stabo poznana grupe czynnikow
zwigzanych ze wzrostem i funkcjg komorek wielu tkanek, ktére reguluja poprzez szereg
mechanizméw epigenetycznych. Doktorant w sposéb bardzo szczegélowy opisuje biatka z
rodziny PRDM, ktadac nacisk na czynniki PRDM3 i PRDM16 oraz FOGI 1 FOG2, jako
czynniki nowe i szczegolnie istotne dla prawidlowego funkcjonowania tkanki NErwowe;j.
Doktorant w sposob interesujacy dyskutuje z wynikami przedstawionymi przez innych autorow
odnoszac sie réwniez do badan wlasnych. Dokonujgc analizy zebranej literatury oraz wynikow
badan wlasnych autor wycigga wnioski i sugeruje mozliwa drogg regulacji czynnikoéw PRDM

W procesie roznicowania neuronow.
Whioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz danych literaturowych doktorant poprawnie
sformulowat 7 wnioskow wskazujac na role oraz mechanizmy regulacji genu PRDM3 podczas
neurogenezy. Wnioski odpowiadaja tezom postawionym w hipotezie badawczej. W
podsumowaniu autor zaznacza réwniez konieczno$é prowadzenia dalszych badan i wyznacza
mozliwe kierunki w tym zakresie.

Podsumowujac, wyniki wykonane w ramach przedstawionego cyklu publikacji
stanowia spojne i kompleksowe opracowanie. Literatura zostala dobrana wlasciwic
uwzgledniajac najnowsze pozycje obejmujace dany obszar wiedzy. Opracowany uproszczony
model moze stanowi¢ cenne narzedzie dla innych badaczy, a przestawione wnioski wstep do

kolejnych badan.
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Wymienione uwagi nie umniejszajg wartosci przedstawionego cyklu publikacji 1
prezentowanych w nim wynikéw. Niniejsza prace oceniam bardzo wysoko, zaréwno od strony

merytorycznej jak 1 formy.

Podsumowujac recenzje stwierdzam, ze niniejsza praca doktorska speinia wymogi
okreslone w artykule 13 ust.1 Ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 56 poz. 59522003 r. z pozn.
zm.) oraz przepisach wprowadzajacych ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. 22018 1., poz. 1668, z pdzn. zm.) i wnoszg o dopuszczenie mgr Pawla Leszezynskiego do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzglgdu na duzy zakres zrealizo wanych
badan, dokladnie i skrupulatnie przeprowadzong analiz¢ wnosz¢ o wyréznienie niniejsze;

rozZprawy.

dr hab. Katarzyna Ropka-Molik, prof. IZ
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