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Recenzja rozprawy doktorskiej pana mgr Piotra Rogujskiego pod tytutem:
»,Modyfikacje mysich glejowo-specyficznych komodrek progenitorowych z uzyciem neureguliny-1 w

celu zwiekszenia ich potencjatu regeneracyjnego w leczeniu choréb demielinizacyjnych ”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pana mgr Piotra Rogujskiego pod tytutem:
,Modyfikacje mysich glejowo-specyficznych komdrek progenitorowych z uzyciem neureguliny-1 w celu
zwiekszenia ich potencjatu regeneracyjnego w leczeniu chordb demielinizacyjnych ” zostata wykonana
pod opiekg pani profesor Barbary tukomskiej i doktor Luizy Stanaszek, w Instytucie Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN. Rozprawa Kandydata jest praca
projektows i spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w artykule 187 Ustawy z

dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym.

Problem naukowy rozprawy

Pan mgr Piotr Rogujski prowadzit badania dotyczace wptywu nadekspresji neureguliny-1 oraz
traktowania komodrek rekombinowanym peptydem neureguliny-1 na wtasciwosci glejowo-
specyficznych komérek progenitorowych. Zgodnie z danymi literaturowymi komoérki te mogg miec
potencjalne zastosowanie we wspomaganiu terapii choréb demielinizacyjnych, co wskazuje na duzg
wage prowadzonych badan. Doktorant ocenit mozliwos¢ wykorzystania wybranych wektorow
lentiwirusowych i lentiwirusowych czgsteczek aktywacyjnych kodujgcych neureguline-1 typu | w celu
indukcji jej nadekspresji w badanych komadrkach. Przeprowadzit réwniez analize réznicowania glejowo-
specyficznych komérek progenitorowych traktowanych egzogennym rekombinowanym peptydem
neureguliny-1. Badania Doktoranta prowadzone byty na mysich hodowlach pierwotnych glejowo-
specyficznych komadrek progenitorowych oraz neuronéw zwojow korzeni grzbietowych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wykazuje wiedze teoretyczng Kandydata w

swojej dyscyplinie naukowej. Rozprawa zostata opatrzona bardzo dobrym i obszernym teoretycznym
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wstepem, ktéry wprowadza w podjetg tematyke badawczg. Pan mgr Piotr Rogujski prawidtowo
sformutowat hipoteze swoich badanin. Na podstawie danych literaturowych, Doktorant zatozyt, ze
nadekspresja neureguliny-1 lub jej egzogenne podanie zmienig wtasciwosci funkcjonalne glejowo-
specyficznych komérek progenitorowych i pozwolg na zwiekszenie wydajnosci uzyskiwania
mielinizujgcych oligodendrocytdw w warunkach in vitro. Opracowanie takiej metody mogtoby

zwiekszy¢ potencjat regeneracyjnych badanych komérek.

Rozwigzanie problemu naukowego i metodyka badawcza

Autor rozprawy doktorskiej podjat dwa watki badawcze, po pierwsze podejmujgc prébe
transformacji glejowo-specyficznych komodrek progenitorowych w celu uzyskania nadekspresji
neureguliny-1, po drugie oceniajagc wptyw traktowania komdrek egzogenng neureguling-1. Proby
transformacji komodrek byty wykonywane 1z zastosowaniem wektorow lentiwirusowych i
lentiwirusowych czasteczek aktywacyjnych kodujgcych neureguline-1 typu I. Trzeba zaznaczyé, ze
wektory lentiwirusowe sg coraz powszechniej stosowane do transdukcji komadrek niedzielgcych sie, w
tym komodrek nerwowych. Doktorant analizowat jak endogenna lub egzogenna neuregulina-1 moze
modulowaé proliferacje, migracje, a takie rdznicowanie glejowo-specyficznych komdérek
progenitorowych. W celu rozwigzania problemu naukowego Doktorant zastosowat r6zne metody takie
jak: pierwotne hodowle komodrkowe, transdukcja komodrek, analiza migracji komorek,
immunocytochemia, cytometria przeptywowa, PCR i Western Blot. Na podstawie przedstawionej
rozprawy doktorskiej moge stwierdzi¢, ze Kandydat posiada umiejetnos¢ samodzielnego planowania,

prowadzenia i przedstawiania rezultatow swojej pracy naukowe;j.

Uzyskane wyniki i ich znaczenie

Moim zdaniem przedstawiona rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Do najwazniejszych osiggnieé Doktoranta wykazanych w pracy nalezy opracowanie metod
hodowli pierwotnej glejowo-specyficznych komoérek progenitorowych oraz neuronéw zwojéw korzeni
grzbietowych, opracowanie metody transdukcji glejowo-specyficznych komérek progenitorowych
wektorami lentiwirusowymi, opracowanie modelu badania migracji komérek z uzyciem cyfrowej
holograficznej mikroskopii bezsoczewkowej. Uzyskane wyniki dostarczajg waznych danych, jednakze
nadal pozostawiajg wiele pytan. W tym miejscu pozwole sobie na zadanie najwazniejszych pytan
dotyczacych uzyskanych rezultatéw.
1. W pierwsze] czesci wynikéw Doktorant ocenit fenotyp glejowo-specyficznych komorek
progenitorowych, opisat je jako komorki o dwubiegunowej morfologii, zlokalizowane poza skupiskami

komérek (Rycina 6). Natomiast immunocytochemicznie obecno$¢ markeréw glejowo-specyficznych
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komérek progenitorowych wykazano w skupiskach komérek (Rycina 7). Czy jest mozliwe
przedstawienie zdje¢ z wiekszych powiekszen, pozwalajacych na ocene pojedynczych komérek?
Interpretacje zdje¢ utrudnia takze brak skali na Rycinie 6. Ponadto, Doktorant nie wykryt
immunocytochemicznie obecnosci markeréw NF200, MAP2, MBP2, wnioskujgc na tej podstawie o
braku w hodowli neurondéw i dojrzatych oligodendrocytédw. W takim przypadku dobrym uzupetnieniem
bytaby kontrola pozytywna dla zastosowanych przeciwciat.

2. W drugiej czesci Doktorant przeprowadzit prébe transdukcji komérek wektorem pLenti-Glll-
CMV-NRG-1 typ I-mCherry. Eksperyment wykazat, ze transformowane komérki ulegajg apoptozie w
kolejnych pasazach. Czy w opisanych badaniach przeprowadzono transdukcje z wektorem kontrolnym
(poza wektorem kodujgcym neurelguline-1 typ IIl)? Pozwolitoby to na ocene, czy sama procedura byta
toksyczna dla komoérek, czy jest to efekt wykazanej nadekspresji neureguliny-1.

3. W trzeciej czesci wynikdw Doktorant stosowat wektor HIV-SFFV-NRG-1 typl-IRES-mRFP. W
transformowanych komdrkach obserwowano podwyziszony poziom mRNA neureguliny-1. Nie
wykazano natomiast obecnosci biatka w komdrkach, ani na ich powierzchni. W dyskusji Autor sugeruje,
iz biatko to ulega sekrecji, z tego powodu jego nadekspresja nie byta wykrywana w komadrkach. Czy
przeprowadzono zatem analize poziomu biatka w pozywce znad komaérek (ELISA lub Western blott)?
Niestety bardzo interesujgce zmiany ilosciowe fenotypu komoérek po transformacji wymienionym
wirusem majg charakter badan wstepnych — stad pytanie, czy w ogdle powinny zostaé witgczone do
pracy doktorskiej?

4, W przypadku lentiwirusowych czasteczek aktywacyjnych préba wywotania nadekspres;ji
neureguliny-1 okazata sie nieskuteczna. Analiza Western blot nie wykazata obecnosci neureguliny-1 ani
w komorkach kontrolnych ani transdukowanych. Jednakze, tak jak w przypadku powyzej opisanych
markerdw i znakowania immunocytochemicznego, dobrym uzupetnieniem bytoby pokazanie kontroli
pozytywnej dla zastosowanego przeciwciata.

5. Badania dotyczace suplementacji egzogenng neureguling-1 sg bardzo interesujace, niestety
rowniez czesciowo majg charakter badan wstepnych (migracja komérek). Dobrym uzupetnieniem tej
waznej czesci bytaby analiza iloSciowa zmian w wydajnosci réznicowania komoérek w kierunku
mielinizujgcych oligodendrocytow w obecnosci egzogennej neureguliny-1.

6. Z przedstawionych wynikéw wynika, ze poziom ekspresji mRNA neureguliny-1 w kontrolnych
glejowo-specyficznych komérkach progenitorowych jest bardzo niski, nie obserwowano takze
obecnosci biatka (immunocytochemia, Western blot). Stagd nasuwa sie kilka bardziej ogdélnych pytan.
Po pierwsze, jaki jest poziom i rola syntetyzowanej nureguliny-1 w kontrolnych glejowo-specyficznych
komdrkach progenitorowych? Po drugie, czy komérki te posiadajg receptory dla tego biatka (ErbB2,

ErbB3, ErbB4)?
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7. Doktorant umiejetnie sformutowata wnioski ze swojej pracy. Jednakze stwierdzenie, ze wptyw
neureguliny-1 zalezy od uktadu doswiadczalnego, jest moim zdaniem zbyt ogdlne. Wymieniona
obserwacja dotyczy przede wszystkim hodowli w warunkach nierdznicujgcych i réznicujgcych. Zatem
wydaje sie, ze wptyw neureguliny-1 zalezy od etapu réznicowania komérek i dodatkowych sygnatéw
obecnych w Srodowisku. Czy zatem rézna odpowiedZ na traktowanie neureguling-1 w warunkach
nieréznicujacych i réznicujgcych, moze by¢ zwigzana ze zmianami w ekspresji receptoréow dla tego

biatka?

Forma pracy

Praca jest opatrzona dobrym streszczeniem w jezyku angielskim i polskim, a takze wykazem
skrétéw. Tytut pracy odzwierciedla jej tre$é. Forma pracy ma uktad typowy dla tego rodzaju
opracowan. Wszystkie pozostate czesci rozprawy to jest: wprowadzenie, zatozenia i cel pracy, materiat
badawczy, metodyka, wyniki badan, dyskusja, podsumowanie i wnioski zostaty dobrze przygotowane
oraz sg kompletne. PiSmiennictwo zostato prawidtowo dobrane i jest niezwykle obszerne. Uwagi co do
formy pracy to miedzy innymi:
1. Zastosowanie terminu ,,ontogeneza glejowo-specyficznych komaérek progenitorowych” wydaje
sie nie do konca Sciste. Ontogeneza to rozwdj osobniczy organizmu, zatem w przypadku komodrek
nalezatoby raczej pisac o ich pochodzeniu.
2. Rozdziat, Charakterystyka glejowo-specyficznych komadrek progenitorowych” zawiera niespdjne
informacje dotyczace pochodzenia komdrek. Na poczatku Doktorant wspomina, ze glejowo-
specyficzne komdrki progenitorowe, podobnie jak zréznicowane astrocyty i komorki gleju radialnego
wywodzg sie z neuronalnych komérek macierzystych. Nastepnie w podrozdziale 1.3.5.1. dowiadujemy
sie, ze to neuralne komérki macierzyste powstaja z gleju radialnego. Natomiast na Rycinie 2 pokazano,
ze to glejowo-specyficzne komérki progenitorowe sg zrédtem astrocytéw. Neurogeneza jest bardzo
ztozonym procesem, stagd moze poruszajgc te kwestie nalezatoby je poprzedzi¢ wstepem i/lub
schematem.
3. Na marginesie warto takze wspomniec, ze minimalne kryteria dla komérek MSC — mesenchymal
stromal cells opisane w pracy Dominici w 2006 roku, dotyczg komodrek zrebowych. Autorzy pracy nie
odnoszg sie do ich macierzystego charakteru.
4. Tytuty podrozdziatéw ,Zastosowanie glejowo-specyficznych komodrek progenitorowych w
leczeniu ...” mogg by¢ mylace, ze wzgledu na to, ze Doktorant opisuje eksperymenty na modelach
zwierzecych. Zatem dane te nie dotyczg zastosowania opisywanych komorek w praktyce klinicznej.

Podobnie w dyskusji pojawia sie stwierdzenie o ,przydatnosci glejowo-specyficznych komdrek
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progenitorowych w leczeniu choréb demielinizacyjnych”, moze warto bytoby wspomnie¢ o
»potencjalnej przydatnosci”.

5. Wyjasnienia niektérych skrotéow znajdujg sie w tekscie pdzniej, niz same skroty po raz pierwszy.
6. Strona 67 — w przypadku komdrek powinnismy pisac o ich liczbie (rzeczowniki policzalne), a nie
ilosci.

Niemniej jednak pomimo wymienionych uwag, przygotowanie formalne pracy oceniam jako bardzo

dobre.

Whiosek koricowy

Podsumowujgc moge stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydata
w swojej dyscyplinie naukowej, a takze umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia przez niego pracy
badawczej. W mojej opinii przedstawiona do recenzji praca spetnia wszystkie warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyiszym. Wnosze wiec do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im.
Mirostawa Mossakowskiego PAN o dopuszczenie pana mgr Piotra Rogujskiego do dalszych etapéw
postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,

dyscyplinie: nauki medyczne.

dr hab. Edyta Brzéska-Waéjtowicz, prof. ucz.
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