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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Piotra Aleksandra Rogujskiego,

zatytulowanej:

Modyfikacje mysich glejowo-specyficznych komérek progenitorowych z uzyciem
neureguliny-1 w celu zwigkszenia ich potencjalu regeneracyjnego

w leczeniu choréb demielinizacyjnych

Praca doktorska mgr Piotra Rogujskiego zostala wykonana w Instytucie Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN. Promotorem pracy jest

prof. dr hab. Barbara Lukomska, a promotorem pomocniczym dr inz. Luiza R6za Stanaszek.

Tematyka ocenianej pracy dotyczy  eksperymentalnych terapii  chor6b
demielinizacyjnych, a $cilej poszukiwah nowych mozliwosci zwickszania potencjalu
regeneracyjnego komorek wykorzystywanych w tych terapiach. Dotychczasowe badania nie
przyniosly wystarczajgco zadawalajacych efektow terapeutycznych, stad poszukiwania
nowych metod zwigkszania wlasciwos$ci regeneracyjnych podawanych’ in vivo komérek, w
tym glejowo-specyficznych komdrek progenitorowych.

W ten nurt poszukiwania nowych mozliwosci zwigkszania potencjalu regeneracyjnego
glejowo-specyficznych komoérek progenitorowych wpisujg si¢ badania prowadzone przez mgr
Piotra Rogujskiego. Podjat si¢ zadania oceny czy nadekspresja neureguliny-1 w mysich
glejowo-specyficznych komérkach progenitorowych (mGRP) zmienia ich wilasciwosci,
wazne w eksperymentalnych terapiach chor6b zwigzanych z demielinizacja oraz mozliwoéé

stymulacji tych komérek egzogennym rekombinowanym peptydem neureguﬁnq-l (NRG-1).
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Nalezy uznaé t¢ inicjatywe za waime poznawczo zadanie naukowe z potencjalem
aplikacyjnym. | ‘

Rozprawa doktorska Pana Piotra Rogujskiego przedstawiona zostala w postaci
manuskryptu, zawierajacego 135 stron i podzielonego na typowe dla tego rodzaju dysertacji
rozdziaty. ‘

Wstep jest bardzo dobrym wprowadzeniem do tematyki rozwijanej w rozprawie,
opartym na przegladzie wielu, ponad 340, pozycji z literatury przedmiotu i moze stanowi¢
podstawe  do przygotowania publikacji przegladowej, przeds:[awiajqcej najnowszg wiedze
dotyczacg glejowo-specyficznych komérek progenitorowych i ich zastosowania w terapii
choréb neurodegeneracyjnych. Stanowi bardzo dobre wprowadzenie do postawienia celéw
badawczych, a wybdr publikacji $wiadczy o swobodnym poruszaniu si¢ Doktoranta w
tematyce. -

W oparciu o aktualng wiedze, Doktorant okreslit cel bédawczy, ktérym byla
weryfikacja hipotezy, zaktadajacej, ze nadekspresja NRG-1 w mysich glejowo-specyficznych
komorkach progenitorowych zmienia ich wlasciwosci funkcjonalne, istotne w terapii chorob
demielinizacyjnych. Przedstawil tez etapy pracy doktorskiej, w ramach ktérych byly
realizowane poszczegdlne zadania.

Mgr Piotr Rogujski zastosowal w swojej pracy szereg metod z zakresu biologii
molekularnej i biologii komoérki, ktére doktadnie opisano. Przedstawiono réwniez zalozenia i
schematy przeprowadzonych analiz, co czyni prace przejrzysta i dopracowana
metodologicznie. Na uwage zastuguje dobra dokumentacja wynikow, dokladny wyczerpujacy
opis rycin. Prawidtowo zostaly dobrane testy laboratoryjne i odpowiednie kontrole. Analiza i
ocena wynikéw badan $wiadezy o dobrym opanowaniu przez d'oktoranta metodyki badawczej
stosowanej w doswiadczeniach i wskazujg na Jego duza wiedz¢ i umiejgtnosci w tym
zakresie. ‘

Doktorant wykonal szereg doswiadczen, w ktérybh opracowal metod¢ izolacji i
selektywnej hodowli mysich glejowo-specyficznych komorek progenitorowych. W kolejnych
etapach badan wykonal transdukcje wspomnianych komérek wektorami lentiwirusowymi w
celu wywolania nadekspresji neureguliny-1. Postawione cele badawcze zrealizowano w kilku
etapach. |

Waznym, dajacym mozliwo$¢ przeprowadzenia dalszych zaplanowanych badan,
osiggnigciem Doktoranta bylo opracowanie metody izolacji i selektywnej hodowli mysich

glejowo-specyficznych komérek progenitorowych. Kolejne etapy dotyczyly analizy poziomu
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ekspresji NRG-1 w zmodyfikowanych mysich glejowo-specyficznych komérkach
progenitorowych, fenotypu i Wlaéciwoéci‘ funkcjonalnych tych komoérek. W tym celu
przeprowadzil transdukcje mysich glejowo-specyficznych komoérek progenitorowych dwoma
wektorami lentiwirusowymi, pLenti-GIII-CMV-NRG-1 typ I-mCherry i HIV-SFFV-NRG-1
typ I-IRES-mRFP. W pierwszym przypadku, komoérki w kolejnych prébach transdukeji
prezentowaly zréznicowany poziom syntezy trahskryptu dla NRG-1. Dalsza hodowla tych
komérek skutkowata ich odklejaniem si¢ i s’mierc_:iq. W drugim przypadku, transdukowane
komorki wykazywaly zréznicowany pbziom ekspresji mRNA dla NRG-1 typ I pomigdzy
poszczegblnymi prébami transdukcji. Przeprowadzona analiza fenotypowa wykazala w
populacji transdukowanych kom(')rék mniej progénitoréw glejowych, wiecej prekursorow
oligodendrocytéw, niedojrzatych oligodendrocytéw oraz innych posrednich form. Analiza
poziomu mielinizacji aksonéw nie wykazata istotnych roznic.

Podjgto réwniez probg wywotania nadekspresji endogennej NRG-1 przez transdukcje
komérek lentiwirusowymi czgstkami aktywujgcymi, jednak bez istotnego efektu.

Waing czgScia rozprawy sg wyniki badan opartych na stymulacji komoérek
egzogennym rekombinowanym peptydem neureguling-1. Stwierdzono zréznicowany wplyw.
W warunkach hamujacych réznicowanie komoérek zaobserwowano obecno$é¢ progenitorow
glejowych i brak dojrzatych oligodendrocytéw, jak réwniez wzrost liczby komorek
proliferujacych. W warunkach stymulujgcych roznicowanie, obecna w podiozu neuregulina-1
obnizala poziom rdéznicowania komdrek w kierunku mielinizujqcych oligodendrocytow.
Zaobserwowano rowniez nizsza $rednig predko$¢ migracji komoérek hodowanych w obecnosci
neureguliny-1. W pracy przedstawiono wyniki badan z uzyciem neureguliny-1 w dwoéch
stezeniach. Dlaczego zastosowano wiasnie te stezenia? Czy byl to wybor sposréd wickszego
zakresu stgzen?

‘ Uzyskane wyniki zostaly oméwione na tle dostepnej wiedzy. Dyskusja napisana jest
dojrzale i przejrzy$cie. Doktorant odnosi si¢ do dbszernego piSmiennictwa, konfrontuje
wlasne wyniki z obserwacjami innych badaczy. Po dyskusji zamieszczono podsumowanie
podkreslajace najwazniejsze osiggnigcia i wnioski z prowadzonych badan.

Doktorant podkresla, ze wyniki badan wstgpnych sugeruja, ze neuregulina-1 zmienia
fenotyp mysich glejowo-specyficznych komorek progenitorowych zwigkszajac ich
proliferacje, ale pogarsza zdolno$ci migracyjne. Na wynik obserwacji duzy wp}}?W mogg mieé
warunki hodowli, dlatego potrzebne sg dalsze badania. W jakim kierunku, zdaniem

Doktoranta, powinny byé prowadzone? Czy wykorzystanie glejowo-specyficznych komoérek
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progenitorowych w eksperymentalnych terapiach chor6b neurodegeneracyjnych ma
przysztoé¢ i jaki typ modyfikacji komorek bytby optymalny?

Dysertacja napisana zostata starannié, mgr Piotr Rogujski w jasny sposéb przekazuje
zalozenia pracy, wyniki i ich znaczenie w badaniach §wiatowych. Trudno tez doszukal sig
wiekszych uchybien edytorskich, poza nielicznynﬁ literowkami c¢zy niezrgcznymi
sformutowaniami. |

Podsumowujac, oceniam rozprawe doktorska mgr Piotra Rogujskiego bardzo
pozytywnie. Doktorant wykazat sie; szerokg znajomo$cig tematu, umiej¢tnoscia
samodzielnego rozwigzywania postawionych zadan naukowych oraz znajomoscig i

opanowaniem nowoczesnych technik laboratoryjnych.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okre§lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nor 65, poz. 595 z p6ézn. zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018r.
Przepisy wprowadzajace ustawe- Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r. poz.
1669 z pézn. zm.).
Tym samym, przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Medycyny Do$wiadczalnej
i Klinicznej im. Miroslawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk wniosek o

dopuszczenie mgr Piotra Rogujskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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