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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Pawta Krawczyka
pt.: ,,Neurytogeneza komédrek PC12-Tet-On warunkowana indukowang ekspresjg genéw kodujgcych
warianty receptorowej kinazy tyrozynowej TrkC”

wykonanej pod kierunkiem Pana Dr hab. Janusza Matuszyka
w Laboratorium Immunobiologii Mikrobiomu, Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

Proces neurytogenezy zachodzi intensywnie w rozwijajgcym sie uktadzie nerwowym. Obwodowy uktad
nerwowy u dorostych ssakéw posiada zdolno$¢ do odbudowy, osrodkowy uktad nerwowy zas, ma
ograniczong zdolnos$¢ do regeneracji. Za ograniczenia odbudowy funkcjonalnej mogg odpowiadac
proteoglikany siarczanu chondroityny, glikoproteina zwigzana z mieling, ktére sg deponowane przez
mieline osrodkowego uktadu nerwowego, jak rowniez obnizenie poziomu czynnikdéw neurotroficznych.
Badania neurytogenezy, ktore sg obecnie prowadzone, juz przyniosty wyniki o duzym znaczeniu w
biologii i funkcjonowaniu komarek nerwowych i odgrywajg coraz wiekszg role w medycynie.

Zidentyfikowanie zwigzkow regulatorowych, odpowiedzialnych za kierowanie neurytogenezg podczas
rozwoju, moze by¢ kluczowe w celu aktywacji i regeneracji komoérek nerwowych. Jednak identyfikacja
celow terapeutycznych jest trudna, poniewaz mechanizmy lezgce u podstaw tworzenia neurytéw
pozostajg niezbadane. Szczegdtowe wyjasnienie tych mechanizmdw ma istotne znaczenie dla lepszego
zrozumienia chordb neurorozwojowych, zwigzanych z urazem rdzenia kregowego, czy choréb
neurodegeneracyjnych, a takze zidentyfikowania potencjalnych celéw dla innowacyjnej farmakoterapii.

Katedra Farmakobiologii | Zaktad Radioligandéw
ul. Medyczna 9, 30-688 Krakéw, tel. +48 12 6205664
farmakob@cm-ui.krakow.pl



UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM
W KRAKOWIE

Wydzial Farmaceutyczny

Pan mgr inz. Pawet Krawczyk wpisuje sie w ten trend, stawiajgc sobie za cel wyjasnienie znaczenia
sekwencji regulatorowych w C-koricowym regionie biatka — receptorowej kinazy tyrozynowej C (TrkC),
zarowno wigzgcych fosfolipaze Cyl, jak i bezposrednio poprzedzajacych miejsce wigzania PLC.1
w indukcji neurytogenezy zaleznej od TrkC. Niezbednym narzedziem do realizacji powyzszego byto
otrzymanie modelu komdrkowego z kontrolowang ekspresjg TrkC oraz analiza szlakéw sygnatowych
i procesu neurytogenezy w nastepstwie aktywacji fosfolipazy C.1.

Formalna ocena pracy

Przedstawiona do recenzji, na podstawie Uchwaty Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu z dnia 17 czerwca 2021 r., rozprawa
doktorska Pan mgrinz. Pawta Krawczyka to 98-stronicowe opracowanie w j. polskim, zawierajace wstep,
materiat i metodyke, opis wynikéw, dyskusje z wnioskami, streszczenie polskie i angielskie oraz spis
pismiennictwa.

Czesd¢ wynikdw ukazata sie drukiem w recenzowanym czasopismie In Vitro Cellular & Developmental
Biology — Animal (2015; 5: 241-248, IF=1.145). Doktorant jest réwniez wspoétautorem pracy
pogladowej, powigzanej z rozprawg, opublikowanej w Postepach Higieny i Medycyny Doswiadczalnej
(2011; 65: 470-477, IF=0.633).

Warto tu podkresli¢, ze badania finansowano z grantu Narodowego Centrum Nauki (N N401 063636
»Rola fosfolipazy C w indukcji neurytogenezy przez receptorowq kinaze tyrozynowa TrkC. Badania in
vitro”.

Ocena merytoryczna zawartosci pracy

Wstep, zawierajgcy sie na 31 stronach, stanowi bardzo dobre kompendium wiedzy, zilustrowany jest 10
rycinami, ktore utatwiajg odbidr tekstu. Definiuje neurytogeneze jako proces roznicowania
neuronalnego i tworzenia wypustek nerwowych. Doktorant szczegdtowo opisuje mechanizm rearanzacji
archiektury cytoszkieletu, regulatory, szlaki przekazywania sygnatu, czynniki transkrypcyjne oraz gtéwne
markery procesu neurytogenezy. W kolejnym podrozdziale charakteryzuje kinazy tyrozynowe Trk, ktére
sg receptorami dla neurotrofin i odgrywaja istotng role w procesie wzrostu, réznicowania i przezycia
komorek nerwowych. W sposob szczegotowy opisuje budowe receptorow Trk oraz mechanizm
aktywacji, interakcje dimeréw neutrofin z monomerami Trk, internalizacje receptora i proces jego
ubikwitynacji. W dalszej czesci wstepu Autor skupia sie na receptorze TrkC, ktéry bierze udziat
w regulacji proliferacji i réznicowania komdrek nerwowych. Opisuje izoformy oraz szlaki sygnatowe
receptora TrkC, w szczegdlnosci szlak aktywacji kinaz biatkowych ERK1/2, transdukcje sygnatu poprzez
fosfolipaze PLCy1- kinaze biatkowag C (PKC), szlak kinazy -3-fosfatydyloinozytolu PI3K-PKB/Akt oraz
kaskade sygnatowa przy udziale kinazy biatkowej A (PKA) w kontekscie znaczenia w procesie
neurytogenezy. Kolejny podrozdziat obejmuje charakterystyke, budowe, specyfike tkankowg
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izoenzymow fosfolipazy Cy, a takze mechanizmy aktywacji fosfolipazy Cy1l zalezne od receptorowych
kinaz tyrozynowych. Ostatnia czes¢ wstepu dotyczy budowy oraz schematu dziatania i rodzajéow
tetracyklinowych systemaéw indukcji ekspresji genow.

W dalszej czesci rozprawy, Doktorant przedstawia cele badawcze, ktorym byto wyjasnienie znaczenia
sekwencji regulatorowych w C-koricowym regionie biatka TrkC (zaréwno wigzacych PLCyl,
jak i bezposrednio poprzedzajgcych miejsce wigzania PLCy1) w indukcji neurytogenezy zaleznej od TrkC.

Pani mgr inz. Pawet Krawczyk realizujgc cele badawcze, otrzymat klony komodrek PC12-Tet-On
z indukowang przez doksycykline ekspresjg genow kodujgcych warianty TrkC, zaréwno na poziomie
mMRNA, jak i biatka. Potwierdzit identycznosé sekwencji mRNA kodujgcego warianty TrkC z sekwencjami
DNA uzytymi do transfekcji komérek. Obecnosé wariantéw receptora TrkC na powierzchni komorek
stabilnych transfektantéw PC12-Tet-On udowodnit z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej oraz
mikroskopii fluorescencyjnej. W klonach komérek z ekspresjg wariantéw TrkC stwierdzit poréwnywalny
poziom mRNA dla receptora p75NTR i zréznicowang ilos¢ mRNA dla receptorow TrkA.

Inkubacja komorek klonalnych wykazujgcych ekspresje TrkCwt z neutrofing NT3 przez piec¢ dni nie
powodowata zmian w poziomie mRNA dla genu trkA. Doktorant wykazat zaleznosc ekspresji genu trkC
od stezenia doksycykliny (induktora). W wyniku egzogennego pobudzania receptora TrkC przez NT3
zaobserwowat krotko- i dtugotrwata aktywacje kinaz ERK1/2 w komdrkach TrkCwt 4.1.

Wykazat znaczace rdznice w fosforylacji ERK1/2 przez warianty TrkCwt i TrkC817-819, zdolne do
rekrutacji PLCy1 i przez wariant TrkC820 niezdolny do rekrutacji PLCy1. Dla klonéw TrkC820 (36.1, 55.1
i 65.1) po inkubacji z NT3 przez 5 lub 15 minut wykazat nizszg aktywacje ERK1/2, oraz niktg fosforylacje
kinaz biatkowych p38 MAPK i JNK, w poréwnaniu do komorek TrkCwt 4.1. Klony TrkCwt 4.1 i TrkC817-
819 2.1 w nastepstwie traktowania NT3 przez 15 minut, charakteryzowaty sie zwiekszong aktywacjg
kinazy INK i nieznaczng aktywacjg biatka p38 MAPK. Dla komdrek z ekspresjg TrkC typu dzikiego
lub wariantu TrkC817-819 zaobserwowat fosforylacje kinazy Akt w wyniku krétkotrwatej ekspozyciji na
NT3, w poréwnaniu do komdrek z wariantem receptora TrkC820. Inaktywacja miejsca wigzacego PLCy1
w komorkach TrkC820 (36.1, 55.1 i 65.1) skutkowata ostabieniem aktywacji kinaz biatkowych ERK1/2.

Doktorant otrzymane klony komoérek zbadat w konteksicie zdolnosci do tworzenia struktur
neurytopodobnych. Wykazat, ze w otrzymanych klonach komodrek PC12-Tet-On zawierajgcych
egzogenny TrkC zdolny do rekrutacji fosfolipazy Cy1, neurytogeneza zachodzita zaréwno w obecnosci
nerwowego czynnika wzrostu (ligand TrkA), jak i neurotrofiny 3 (ligand TrkC). Inkubacja z neurotrofing
3 nie indukowata neurytogenezy w komdrkach zawierajgcych TrkC z inaktywowanym miejscem wigzania
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PLCy1 lub jej poziom byt bardzo niski, co wskazuje na znaczenie reszty tyrozyny w pozycji 820 TrkC dla
neurytogenezy oraz sugeruje udziat fosfolipazy Cy1l w pobudzaniu tego procesu przez TrkC.

Wykazat ponadto statystycznie istotng tendencje do mocniej, pobudzanej przez neurotrofine 3,
neurytogenezy komorek klonu zawierajgcego wariant TrkC T817S 1819V, w pordéwnaniu z klonem
zawierajgcym TrkC typu dzikiego. Wskazuje to, ze przynajmniej w komorkach PC12-Tet-On dla
pobudzanego przez neurotrofiny wytwarzania struktur neurytopodobnych, oprocz kluczowej reszty
tyrozyny w miejscu przytgczania fosfolipazy Cyl do receptora neurotrofiny, znaczenie majg takze
reszty aminokwaséw regionu C-koricowego receptora znajdujgce sie poza wiasciwym miejscem
rekrutacji fosfolipazy Cyl. Ponadto wykazat statystycznie istotng tendencje do mocniej pobudzanej
przez NT3 neurytogenezy komdrek klonu 2.1 (wariant TrkC z C-koricem takim jak w TrkB), w poréwnaniu
z klonem 4.1 (TrkC typu dzikiego).

Bardzo wysoko oceniam przedstawiong rozprawe doktorskg Pana mgr inz. Pawia Krawczyka. Praca
zawiera oryginalne i nowatorskie wyniki, uzyskane nowoczesnymi i wiasciwie zastosowanymi metodami,
ktére majg takze charakter aplikacyjny. Pragne podkreslié, ze Doktorant Swietnie opanowat warsztat
metodologiczny, biegle postuguje sie technikami molekularnymi. Potrafi wnikliwie analizowaé uzyskane
wyniki i wycigga¢ racjonalne wnioski. Potwierdza to nie tylko doskonate przygotowanie do badan
eksperymentalnych, dowodzi réwniez dojrzatosci naukowej Doktoranta.

Tresc rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Pawta Krawczyka jest zgodna z tezg postawiong w tytule
rozprawy. Cel pracy zostat poprawnie zrealizowany zaréwno w czesci eksperymentalnej, jak i w wynikach
oraz podsumowaniu. Dane eksperymentalne zostaty takze doskonale omowione w dyskusji w kontekscie
piSmiennictwa Swiatowego. Doktorant w sposob niezwykle staranny udokumentowat i zilustrowat
przeprowadzone eksperymenty, a takze dokonat ich wnikliwej analizy.

Rozprawa jest napisana poprawnym jezykiem, zwracam jednak uwage na drobne bfedy, ktére
napotkatam w pracy:

1. Strona 2 praca oryginalna ukazata sie drukiem.
Spis tresci oraz Metodyka 3.1.7. ,,Sekwencje oligonuktleotydow”., powinno by¢ nukleotydow.
Wstep str. 19 reticulum, powinno by¢ retikulum.
Metody str.40 powinno by¢ surowicy konskiej (nie , koriska”).

Kos W

Metody str. 41 przy parametrach wirowania powinno sie podawac krotnosc¢ g, a nie ilosc¢
obrotéw, ktére sg zalezne od promienia rotora.

6. Metodyka str. 45 podrozdziat 3.2.12. Powtdrzenia ,Nastepnie”, moze kolejno
znakowano...inkubowano z koniugatem... przez 10 min i barwiono.
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7. Wyniki str. 54 ,, Na kolor niebieski...na kolor czerwony” moze lepiej kolorem niebieskim, na
CzZerwono...

8. Wyniki str 55. ,nietratkowane”, powinno by¢ nietraktowane.
Powyzsze uwagi nie umniejszajg wartosci merytorycznej pracy, ktdérg oceniam bardzo wysoko.

Whioski koricowe

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pan mgr inz. Pawta Krawczyka w petni spetnia wymogi
stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574 ze zm.).

W zwigzku z powyzszym zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu z wnioskiem o dopuszczenie Pana
mgr inz. Pawta Krawczyka do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Biorgc  pod uwage wysoki poziom  przeprowadzonych  eksperymentéw,  aktualnosé
i nowatorstwo tematyki badawczej oraz walory aplikacyjne wnioskuje o wyréznienie rozprawy.

KIEROWNIK
Zakladu Radioligandéw
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Szanowny Pan
Profesor dr hab. Maciej Zabel
Przewodniczacy
Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
Im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk
Ul. Rudolfa Weigla 12
53-114 Wroctaw
WNIOSEK

O wyrdznienie Rozprawy Doktorskiej Pana mgr inz. Pawta Krawczyka
pt: , Neurytogeneza komorek PC12-Tet-On warunkowana indukowang ekspresjg genéw kodujgcych
warianty receptorowej kinazy tyrozynowej TrkC”
wykonanej pod kierunkiem Pana Dr hab. Janusza Matuszyka

w Laboratorium Immunobiologii Mikrobiomu, Instytutu Immunologii i Terapii Dodwiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

Whioskuje o wyrdznienie w/w Dysertacji poniewaz spetnia regulaminowe wymogi Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej Im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu.

1. Rozprawa doktorska reprezentuje wysoki poziom naukowy wyrazony zaréwno poprzez warsztat
metodologiczny, jak réwniez wnikliwg analize wynikéw i adekwatne wnioski.

2. Praca zawiera ciekawe i nowatorskie rezultaty, uzyskane nowoczesnymi i wtasciwie zastosowanymi
metodami, ktore cechuje walor poznawczy, naukowy, a takze aplikacyjny.

3. Czes$é wynikow opublikowana zostata w recenzowanym czasopismie naukowym, w ktérym Doktorant

jest pierwszym autorem.

taczac wyrazy gtebokiego szacunku,
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