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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ AUTORSTWA MGR INZ. PAWtA KRAWCZYKA, ZATYTULOWANEJ:
NEURYTOGENEZA KOMOREK PC12-TET-ON WARUNKOWANA INDUKOWANA EKSPRESJA

GENOW KODUJACYCH WARIANTY RECEPTOROWEJ KINAZY TYROZYNOWEJ TRKC

Praca doktorska pana mgr inz. Pawta Krawczyka przedstawia wyniki badan
przeprowadzonych przez doktoranta w Laboratorium Immunobiologii Mikrobiomu, Instytutu
Immunologii i Terapii Dos’wiadczalnej PAN. Promotorem pracy byt dr hab. Janusz Matuszyk.
Przedstawiona do oceny praca ma forme przewidziang w Art. 13 p. 2 ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z 3 czerwca 2016,
czyli stanowi maszynopis ksigzki. Do pracy dotgczone zostato oswiadczenie Autora o tym, ze
czes¢ wynikow rozprawy zostata opublikowana w publikacji oryginalnej z 2015 roku, oraz w
pracy pogladowej z 2011 roku.

Mimo, ze miejscem realizacji pracy byto Laboratorium Immunologii Mikrobiomu, to
tematyka pracy dotyczy neurobiologii eksperymentalnej i sygnalizacji wewnatrzkomadrkowe;.
Badania prowadzone przez Autora rozprawy byty finansowane z grantu badawczego NCN.

Celem wykonanej pracy byto wyjasnienie znaczenia sekwencji adaptorowej dla PLCy1, oraz
sekwencji poprzedzajgcej to miejsce w C-korncowym regionie receptora TrkC, dla indukcji
neurytogenezy pod wptywem NT3. Do realizacji tego celu niezbedne byto stworzenie
odpowiedniego modelu badawczego, to wtasnie zadanie wypetnito wiekszos¢ czasu realizacji

projektu.



Badania opisano w tradycyjnej Rozprawie, ktéra liczy 98 stron, Sktadajg sie na nig
nastepujgce rozdziaty: Wykaz skrotéw, Wstep, Zatozenia i cel pracy, Materialty i metody,
Whyniki, Dyskusja, Whnioski, Streszczenie, Abstract, PiSmiennictwo oraz Spis rycin i tabel.
Struktura rozprawy jest wiec typowa dla rozpraw doktorskich, rozni sie jedynie od wiekszosci
umieszczeniem streszczen na koricu, a nie na poczatku.

Wstep liczy 26 stron, jest przejrzyscie napisany i obejmuje wszystkie zagadnienia niezbedne
dla zrozumienia tresci badan. Opisano w nim pokrdtce neurytogeneze, receptory w nig
zaangazowane i aktywowane przez te receptory szlaki sygnatowe. Opisano takie systemy
indukcji ekspresji genow wykorzystane potem w tworzeniu modeli komdrkowych do badan.
Wstep jest dobrze ilustrowany. Jedynym zastrzezeniem, jakie mam do tej czesci pracy, jest
umieszczenie w niej Tabeli 1. Tabela ta jest rezultatem analiz przeprowadzonych przez Autora
i powinna znaleZ¢ sie w rozdziale Wyniki.

Rozdziat Materiaty i metody liczy 14 stron i wydaje sie by¢ wyczerpujaco napisany.

Rozdziat Wyniki ma 32 strony. Pierwsze 25 stron to opis przygotowania modeli
komorkowych oraz ich doktadna charakterystyka. Dopiero ostatnie 7 stron to badanie
hipotezy, ktéra stata u podstaw podjetej pracy. Ten rozdziat réwniez jest niezle napisany, mam
jednak do niego kilka pytan, lub uwag krytycznych. Na stronie 47 napisano ,,Komorki PC12-Tet-
On byty nastepnie w badaniach witasnych stabilnie transfekowane”. Czy oznacza to, ze Autor
rozprawy wykonat transfekcje? Rysunki 13 A-D majg bardzo niewyrazne oznaczenia. Mozna sie
oczywiscie domysli¢, co te jest tam napisane, lecz litery i cyfry powinny byé bardziej wyrazne,
chocby takie jak na Rycinie 13 E-F. Na rycinie 16 przedstawiono obrazy mikroskopowe
uzyskanych modeli komodrkowych barwione na obecnos$¢ receptora TrkC, z wybarwionymi
jadrami komorkowymi. Szkoda, ze przedstawione powiekszenie nie jest wieksze. Trudno
zorientowac sie, w jakich obszarach komérek znajdujg sie wybarwione receptory. Przy tak
matych obrazach wydaje sie, ze kolory jader komdrkowych (zielony) i receptoréow (czerwony)
naktadajg sie na siebie, co nie powinno miel miejsca. Jakkolwiek modele komdrkowe
scharakteryzowane zostaty bardzo szczegotowo, to wydaje sie, ze przydatoby sie jeszcze
barwienie uzyskanych komdrek po ekspozycji na doksycykline i NT3 na obecnos¢ PLCyl.
Pozwolitoby to stwierdzi¢, czy w modelu nazwanym TrkC-820 PLCy1 nie jest rekrutowana do
btony komérkowej. Czy Autor probowat takich eksperymentow. W ostatniej czesci Wynikdw
wykazano, ze zarowno mutacja w miejscu dokujgcym PLCy1, jak i w miejscu je poprzedzajgcym,

maja wpltyw na neurytogenezg aktywowang przez NT3. Ten wptyw jest przeciwstawny. Bardzo



dobrym pomystem Autora byto napisanie po kazdym podrozdziale krétkiego podsumowania.
Dobrze oceniam tez pokazanie w tabelach 7 i 8 wycinkdw eksperymentow western-blot, ktére
bardzo ufatwiajg ich analize.

Rozdziat Dyskusja liczy nieco ponad 4 strony. Analizowane sg tam wyniki zwigzane z
badaniem hipotezy lezacej u podstaw pracy. Pismiennictwo liczy 119 pozycji adekwatnych do
tematyki rozprawy.

Za najwazniejsze osiggniecie tej pracy uwazam stworzenie modeli do badan, oraz ich
precyzyjng charakterystyke. Wydaje mi sie, ze wybrane klony komoérek PC-12 uzyskane przez
Autora mogaq by¢ wykorzystane do dalszych badan, ktére beda stanowi¢ podstawe do dalszych
publikacji.

Praca jest starannie napisana, znalaztam nieliczne btedy literowe, ktore mogg by¢ wynikiem
niezaleznej dziatalnosci edytora tekstu. Bardzo pozytywnie oceniam tez zwieztos¢ pracy, ktéra
nie umniejsza klarownosci.

Podsumowujac, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej jest pozytywna.
Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym i dlatego wnosze o dopuszczenie mgr inz. Pawta Krawczyka przez Rade Naukowa

Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN do dalszych etapéw przewodu
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doktorskiego.



