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pracy doktorskiej mgr. Pawta Leszczyriskiego pt. ,,Rola biatka PRDM3 w procesie
roznicowania neuronalnego”

Neurogeneza to proces powstawania nowych neurondw w drodze proliferagi
i roinicowania neuronalnych komorek macierzystych. Wyroiniamy neurogeneze
embrionalng i, zdecydowanie mnie] intensywng, neurogeneze wieku dorostego. Kierunek
roinicowania sie komorek, w tym komorek neuronalnych, jest wynikiem wspotdziatania
roznych czynnikdow zarowno zewnetrznych jak i wewnetrznych. Sposrod czynnikow
rewnetrznych ogromny wptyw na rozwoj uktadu nerwowego i ukierunkowane roinicowanie
neuronow ma kwas retinowy, ale wiedza na temat mechanizmu oddziatywania tego zwigzku
jest niepetna. Sposrad licznych czynnikow wewnetrznych na proces neurogenezy moga miec
rowniez wplyw biatka z rodziny PRDM. Szczepdlnie interesujace wydaje sie byc¢ biatko
PRDM3. Wykazano, Ze wylaczenie ekspresji PRDM3 wywotuje morfologiczne zmiany
w uktadzie nerwowym muszki owocowej oraz w zarodku myszy. Jednakie wiedza na temat
wplywu PRDM3 na proces roznicowania neuronalnego u ssakow jest wcigz niewielka.

ledng z metad in vitro wykorzystywanych w badaniach nad neurogenezg s3 badania
na komaorkach linii P19 wykazujacych cechy komdarek pluripotencjalnych, ktdre pod wptywem
czynnikow zewnetrznych moga sie zréinicowac do trzech listkéw zarodkowych. W obecnosci
kwasu retinowego komoarki P12 roinicujg sie do neuronow. Dokladne zbadanie
mechanizmow zaangazowanych w neurogeneze jest jednak nadal duiym wyzwaniem,
rowniez pod wzgledem metodycznym.

W zwiazku z powyiszym postawiony w rozprawie cel pracy, czyli opracowanie
uproszczonego metodologicznie modelu do badan neurogenezy in vitro wykorzystujacego
komarki linii P19 oraz ocena roli biatka PRDM3 w procesie roznicowania neuronalnego
uwazam za w petni uzasadniony. Poruszony temat badawczy dotyczy aktualnych zagadnien,
a otrzymane wyniki maja ogromne znaczenie nie tylko poznawcze, ale rowniez aplikacyjne,

gdyz w dalszej perspektywie mogg byé wykorzystane np. w medycynie regeneracyjnej,




Rozprawa doktorska Pana mgr. Pawta Leszczynskiego zostata wykonana w Instytucie
Genetyki i Biotechnologii Zwierzat PAN w Jastrzebcu pod kierunkiem prof. dr. hab. Mariusza
Pierzchaty. Promotorem pomocniczym pracy jest dr Hiroaki Taniguchi. Badania te zostaty
czesciowo sfinansowane ze srodkéw Narodowego Centrum MNauk w ramach konkursu
PRELUDIUM13, a takie ze srodkow dotacji KNOW Konsorcjum Naukowego “Zdrowe Zwierze
— Bezpieczna Zywnosc”.

Przedstawiong do oceny rozprawe doktorska stanowi spojny tematycznie cykl
publikacji sktadajacy sie z wymienionych ponizej dwdch prac doswiadczalnych i jednej pracy
przegladowe] opublikowanych w latach 2019-2020:

1. Leszczynski P, Smiech M, Teeli AS, Zotocifiska A, Stysz A, Pojda Z, Pierzchata M,
Taniguchi H. Neurogenesis Using P19 Embryonal Carcinoma Cells. Journal of
Visualized Experiments. 2019, 2019(146): e58225.

2. Leszczynski P, Smiech M, Salam Teeli A, Hague E, Viger R, Ogawa H, Pierzchata M,
Taniguchi H. Deletion of the Prdm3 Gene Causes a Meuronal Differentiation
Deficiency in P19 Cells. International Journal of Molecular Sciences. 2020,
21(19):7192.

3. Leszczyniski P, Smiech M, Parvanov E, Watanabe C, Mizutani KI, Taniguchi H.
Emerging Roles of PRDM Factors in Stem Cells and MNeuronal System: Cofactor
Dependent Regulation of PRDM3/16 and FOG1/2 (Novel PRDM Factors). Cells. 2020,
9(12):2603,

Wszystkie prace opublikowane zostaty w renomowanych czasopismach naukowych
o tacznym wspotczynniku wphywu (Impact Factor) wynoszacym 10,03 | punktacji MNISW
rownej 350 pkt. We wszystkich tych pracach Doktorant jest pierwszym autorem,
a oswiadczenia wspotautorow jednoznacznie wskazuja, ze Pan mgr Pawel Leszczynski petnit
wiodgca role w planowaniu i realizacji badan oraz przygotowaniu publikacji sktadajacych sie
na niniejsza rozprawe doktorska.

Rozprawe mipucwna krotkie Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, ktore
wprowadza czytelnika w tematyke pracy. We Wstepie Autor pracy po krotce charakteryzuje
proces neurogenezy embrionalnej, omawia modele neurogenezy in vitro, czynniki regulujgce
neurogeneze oraz funkcje biatek z rodziny PRDM, ze szczegdlnym zwroceniem uwagi na
PRDM3. Hipotezy badawcze i cel pracy sformutowane zostaly w czytelny i jasny sposob.
Badania Pana megr. Pawla Leszczynskiego miatu na celu: (a) opracowanie uproszczonego
metodologicznie modelu do badan neurogenezy in vitro przy uzyciu komarek linii P19; (b)
zbadanie profilu ekspresji Prdm3 w modelu neurcgenezy in vitro; (c) okreslenie roli PRDM3
podczas réznicowania neuronow oraz (d) zbadanie mechanizmow regulujacych aktywnosc
promotora Prdm3. Kolejny rozdziat w szczegotowy sposab opisuje uzyte materialy oraz
zastosowane metody. Eksperymenty zostaly rzetelnie zaplanowane i przeprowadzone
z wykorzystaniem roznych metod i technik badawczych.
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Otrzymane wyniki zostaly opisane w bardzo przystepny sposéb z powotaniem sie na
odpowiednie ryciny w publikacjach skiadajacych sie na niniejsza rozprawe doktorska.
Przeprowadzone doswiadczenia pokazaty, ze model neurogenezy in vitro wykorzystujacy
indukcje réznicowania neuronalnego w komdarkach linii P19 za pomoca kwasu retinowego
moze by¢ znacznie uproszczony. W kolejnych doswiadczeniach wykazano, e ekspresja
Prdm3 wzrasta podczas neurogenezy w komarkach linii P19, a wytaczenie ekspresji Prdm3
powoduje wczesniejsze dojrzewanie  neurondow i zwieksza proliferacje  komorek
nieneuronalnych. Wykazano réwniez pozytywny wplyw czynnikow GATA i sciezki
sygnalizacyjnej zaleznej od kwasu retinowego na aktywnosc promotora Prdm3.

Rozprawe koriczy krotka Dyskusja, w ktore] Doktorant omowit i zinterpretowat
uzyskane wyniki oraz umiejetnie skonfrontowat je aktualnymi danymi literaturowymi.
7 przeprowadzonych badan Autor wyciagnat 7 wnioskow.

Wysoko oceniam wartosé merytoryczng przedioionej do oceny rozprawy doktorskiej,
Zatozone cele zostaly w petni zrealizowane, a otrzymane wyniki sg nowatorskie i sktaniaja do
dalszych badan nad rolg biatka PRDM3 w procesie réznicowania neuronalnego. Na uwage
zastuguje rowniez fakt, ze Doktorant musiat opanowac szeroki wachlarz metod badawczych.
Prace oceniam jak najbardziej pozytywnie. Podczas jej lektury nasuneto mi sie jedynie kilka
uwag, ktore przedstawiam ponizej.

1} Choc cel pracy i metody badawcze zostaly opisane wyczerpujgco w publikacjach
sktadajgcych sie na prace doktorska, to w rozprawie zabraklo mi punktu
przedstawiajgcego plan doswiadczen np. w formie graficznej.

2) Zarowno w publikacjach sktadajacych sie na niniejsza prace jak i w ich opisie warto
bytoby nakreslic kierunek dalszych badan, gdyz otrzymane wyniki s bardzo
obiecujace i zdecydowanie wskazujg na koniecznosc kontynuowania prac nad rola
biatka PRDM3 w neurogenezie.

3) Sposrod siedmiu przedstawionych przez Doktoranta wnioskow, jedynie pierwszy jest
prawidtowo sformutowanym wnioskiem, a pozostate stanowia w rzeczywistosci
podsumowanie uzyskanych wynikow.

Wymienione powyiej uwagi oczywiscie w Zaden sposob nie umniejszaja wartosci naukowej
ocenianej rozprawy. Warto rowniez dodac, ze publikacje sktadajace sie na niniejsza rozprawe
doktorskg zostaly juz wczesnie] pozytywnie ocenione przez recenzentow poszczegolnych

CZasopism.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pana megr. Pawta Leszczynskiego pt. ,Rola biatka PRDM3 w procesie roznicowania
neuronalnego” stanowi wazny wkiad w badania nad procesami neurogenezy. Na szczegolng
uwage zastuguje opracowanie uproszczonego metodologicznie modelu do badan
neurogenezy w warunkach in witro z wykorzystaniem komorki linii P19. Prezentowana
rozprawa wskazuje na bardzo dobre przygotowanie teoretyczne Autora, umiejetnosc
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planowania i przeprowadzania zfozonych eksperymentéw (w tym rowniez aplikowania
o srodki finansowe na realizacje badan), analizy otrzymanych wynikow i ich interpretacji oraz
przygotowania manuskryptow do publikacji.

Z petnym przekonaniem uznaje, Ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia wszelkie
wymagania stawiane pracom doktorskim w mysl ustawy z dnia 14 marca 2003 roku
o stopniach i tytule naukowym, oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz.
595 z poin. zm.) i zwracam sie do Rady Naukowej Instytutu Genetyki i Biotechnologii
Zwierzat PAN w Jastrzebeu z wnioskiem o dopuszczenie Pana mgr. Pawla Leszczynskiego do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na oryginalnosc poruszonej tematyki badawczej i wysoka wartosc
naukowg niniejszej rozprawy, potwierdzong opublikowaniem uzyskanych wynikow
w renomowanych czasopismach naukowych, wnioskuje rowniez o wyroznienie ocenianej
pracy.
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