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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Karoliny Hajdukiewicz:

»Rola neuronéw AgRP/NPY w rozwoju fenotypu otytosci u myszy z indukowana

delecjg genu Dicer1”.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska powstata w Pracowni Modeli
Zwierzecych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckieéo PAN pod kierunkiem
dwoch promotordw, Pani profesor Urszuli Wojdy oraz Pana doktora habilitowanego
Witolda Konopki.

Praca ta jest kolejng oparta na analizie myszy, u ktérych metodami inzynierii
genetycznej zablokowano ekspresje genu Dicer 1.

Oceniana dysertacja zostata zredagowana w formie obszernej monografii liczacej az 200
stron. Catosc zostata podzielona na rozdziaty i podrozdziaty typowe dla tego rodzaju
opracowan i pozwalajgce czytajgcemu na usystematyzowane przesledzenie treéci
dysertacji.

Po licznych podzigkowaniach rozprawe otwiera spis tresci, a po nim nastepuje czesc
wyjasniajgca znaczenie wszystkich skrotow uzytych podczas rédagowania pracy.
Nastgpne dwie czgsci to streszczenia w jezyku angielskim i polskim, wskazujgce na
najwazniejsze aspekty metodyczne oraz wnioski uzyskane na podstawie
przeprowadzonych eksperymentéw.

Wtasciwa rozprawa rozpoczyna sie liczacym 41 stron wstepem podzielonym dla lepszej
przejrzystosci na podrozdziaty. Rozdziat ten informuje czytajacego na temat aktualnego
stanu wiedzy dotyczacej problemow otytoéci oraz regulacji proceséw zwigzanych z
apetytem i faknieniem. Obszerng czeéé stanowi informacja na femat nowoczesnych
metod pozwalajacych na kontrolowang manipulacje ekspresjg genow. Jest to cenne
podsumowanie na temat tej szybko rozwijajacej sie dyscypliny jaka jest szeroko
rozumiana transgeneza. Zawarte w tym rozdziale informacje sg poparte licznymi

cytowaniami literatury Swiatowe;j.
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Tresc czgsci wstepnej zostata uzupetniona licznymi ilustracjami i schematami, pozwalajacymi na
tatwiejsze zrozumienie opisywanych tu struktur osrodkowego uktadu nerwowego oraz procesow
molekularnych i metabolicznych. Mimo wysokiej oceny tego rozdziatu pozwole sobie na kilka uwag
co do niektdrych sformutowan.

W fragmentach ,Wstepu” skupiajgcych sie na manipulacjach transgenicznych (np. str. 28) pojawiaja
sig liczne okreslenia takie jak: usuniecie genu, eliminacja genu, mysz bez genu, cze$ciowe usuniecie
genu. Mozemy sig domyslac, iz w kazdym z tych przypadkéw chodzi o catkowite lub czesciowe
wytaczenie ekspresii genow i sugerowatbym stosowanie tego terminu, ktéry odnosi sie do efektu
naszych manipulacji. Jak wiemy rzadko zdarza sie, aby podczas manipulacji transgeﬁicznych
dochodzito do fizycznego usuniecia catego genu, gdyz nie ma takiej potrzeby. Z jezykowego punktu
widzenia chciatbym tez zauwazyc, iz tamoksyfen piszemy mata litera. _

Na stronie 45 ,Wstgpu” znajduje sie stwierdzenie: ,Dodatkowe znaczenie, dla obu metod, ma etap
rozwoju zarodkowego, na ktérym nastepuje integracja obcego DNA. Im wczesniej w rozwoju nastapi,
tym wigksza szansa, ze modyfikacja znajdzie sig w linii komérek zarodkowych, z mozliwoscig
przekazania jej potomstwu. Z kolei integracja na etapie wielokomdrkowego zarodka moize
skutkowac powstaniem genetycznej chimery.” Bez watpienia jest to prawda, ale informacja ta
powoduje pewne zamieszanie, gdyz przy stosowaniu rekombinacji homologicznej na etapie
blastocysty zawsze otrzymujemy chimery, a przekazanie transgenu potomstwu zalezy od jego
obecnosci w linii komérek piciowych, a to jest tym bardziej prawdopodobne i wyzszy jest tzw. stopien
chimeryzmu. W przypadku iniekcji przedjadrzy brak jest etapu chimery i wiasciwie zawsze mozliwe
jest przekazanie transgenu nastepnym pokoleniom.

Dalej na tej stronie jest mowa o »miejscowo-specyficznych rekombinazach”. W rzeczywistosci, to nie
rekombinazy sg ,miejscowo-specyficzne” ale ich ekspresja zalezna od wprowadzonych egzogennie,
sterujgcych nig sekwencji regulatorowych.

Strona 52: ,To na co nalezy zwrécié uwage, to fakt, ze u potomnych osobnikow Cre

uruchamiana jest juz w zyciu ptodowym, zatem modyfikacja, cho¢ zawezona do wybranej

populacji komérek, nie ma wyznaczonych ram czasowych i dotyczy kazdego etapu '

rozwojowego, na ktérym aktywny jest promotor regulujacy Cre. Wzér rekombinacji u

osobnikow dorostych odzwierciedla wowczas aktywnosé promotora kierujgcego Cre rowniez

z etapu rozwojowego.” Nie bardzo rozumiem to stwierdzenie, gdyz istnieja przeciez sekwencje
regulatorowe uruchamiajace ekspresje po urodzeniu. |

Strona 53: ,W tym uktadzie warunkiem zajécia rekombinacji jest uzyskanie odpowiedniej ilosci
funkcjonalnej rekombinazy w jadrze komorkowym poprzez kilkudniowa ekspozycje zwierzat na

tamoksyfen podawany dootrzewnowo.” Co oznacza okreélenie »odpowiednia ilosc¢”? Zgodnie ze
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znanymi mi danymi literaturowymi jedna czasteczka rekombinazy Cre jest wystarczajgca do
rekombinacji co najmniej dwoch loxP. Stad tez nie powinno by¢ zaleznosci ilosciowe;].

Nastepny rozdziat to ,Cele pracy”. Doktorantka zdefiniowata gtowny cel rozprawy jakim byto
okreslenie roli oreksygenicznych neuronéw AgRP/NPY w rozwoju otytosci zaleznej otytosci zaleznej
od miRNA oraz trzy cele szczegbtowe, ktorych realizacja zaowocuje osiagnieciem celu gtéwnego.
Rozdziat 3 to , Materiaty i metody”, w ktérym doktorantka szczegdtowo opisuje metodyczne aspekty
przeprowadzonych doéwiadczen. Pierwszy podrozdziat (3.1) dotyczy licznych linii zwierzat
doswiadczalnych wykorzystanych w badaniach z podziatem na ich zastosowanie na réznych etapach
badar. Informacja jakiej nie udato mi sie znalez¢ w tej czesci dysertacji to pte¢ wykorzystywanych w
eksperymentach myszy oraz jaka byta liczba zwierzat w klatkach. Druga z brakujacych informacji jest
istotna ze wzgledu na pomiary ilosci spozytego pokarmu. Mozna sie jedynie domyslaé, iz ze wzgledu
na ten aspekt eksperymentu zwierzeta byly trzymane w klatkach pojedynczo. Po tym podrozdziale
nastepuje bardzo precyzyjny opis wszelkich metod i procedur wykorzystanych na wszystkich etapach
czgsci eksperymentalnej dysertacji. Rozdziat ,Materiat i metody” liczy az 41 stron, jednak ze wzgledu
na roznorodnos$c wykorzystanych w pracy metod jest to uzasadnione.

Wyniki badari zostaty opisane w rozdziale 4, liczacym 54 strony i bedacym jednoczesnie
najobszerniejszym rozdziatem dysertacji. W podrozdziale 4.1, na stronie 91 znalaztem zdanie: L Tym
samym, wykonujac serig krzyzéwek myszy, uzyskano zwierzeta pozbawione zaréwno obydwu alleli
genu Npy, jak i z sekwencjami loxP, otaczajgcymi wybrany fragment genu Dicerl oraz z ekspresjg
rekombinazy CreERT2 w neuronach CaMKIla (NPYKO/DicerCKO).” Informacja zawarta w tym zdaniu
jest zapewne oczywista dla doktorantki, ale nie dla czytajacego to zdanie recenzenta. Zdanie to
bytoby znacznie bardziej zrozumiate, gdyby brzmiato: »Wykonujac serig krzyzéwek uzyskano myszy
pozbawione obu alleli genu Npy, posiadajace jednoczeénie fragment genu Dicer1 wyznakowany
sekwencjami loxP oraz ekspresje rekombinazy CreERT2 w neuronach CaMKlla (NPYKO/DicerCKO).”
Zamieszczona na stronie 93 rycina pozwala na wiasciwg interpretacje cytowanego przeze mnie
zdania. W tym miejscu pozwole sobie zauwazy, iz interpretacja rycin jest wygodniejsza, kiedy ich
opisy znajdujq sig bezposrednio pod rycing. Niejasne tez byto dla mnie stwierdzenie: ,Grupe
kontrolng stanowity osobniki heterozygotyczne badz niezmienione pod wzgledem mutacji w genie
Npy oraz Dicer] oraz te bez obecno$ci CreERT2...”. Zdanie to wyjasnia czesciowo r\;;:ina 4.1, ale brak
na niej myszy nie posiadajacych CreERT2. Powstaje tez pytanie, dlaczego heterozygoty mogty by¢
grupa kontrolng? Moim zdaniem informacja w postaci tabeli z wymienionymi genotypami z
wszystkich grup bytaby czytelniejsza. Po przeczytaniu podrozdziatu 4.1 odniostem tez wrazenie braku

pewnej istotnej informacji, a mianowicie danych na temat skutecznosci i specyficznosci rekombinagji
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zaleznej od tamoksyfenu. Ta informacja pojawia sie w podrozdziale 4.3, jednak by¢ moze
zamieszczenie tego podrozdziatu z numerem 4.2 bytoby bardziej logiczne.

Od strony 97 rozdziatu , Wyniki” pojawiajg sig obrazy mikroskopowe. Chce podkreslic, iz wszystkie
obrazy mikroskopowe zaprezentowane w pracy sa bardzo dobrej jakoéci i zostaty przygotowane z
wielkg starannoscig, a uzupetnienie ich o schematy doswiadczen, ktérych sg efektem utatwia ich
interpretacjg. Nie mniej jednak pozwole sobie na kilka subiektywnych uwag. Doktorantka przyjeta
schemat opisu obrazéw mikroskopowych bez opisywania ich literami, co w niektérych przypadkach
utrudnia ich analizg. Obrazy mikroskopowe zostaty wykonane z wykorzystaniem dwdch réznych
mikroskopow, zwyktego fluorescencyjnego oraz konfokalnego. Opisy obrazéw mikroskopowych nie
zawierajg jednak informacji o ich pochodzeniu. Na stronie 102 znajduje sie rycina 4.7 z tytutem:
»Mikroskopowy obraz ekspresji zoftej (YFP) oraz czerwonej (mCherry) fluorescendji...”. Dla oséb mniej
zorientowanych wskazane bytoby wyjasnienie, dlaczego YFP $wieci na zielono. W opisie ryciny 4.8 na
nastepnej stronie znajduje sig sformutowanie ,jednostronny obraz”. Wprawdzie wiadomo o czym
myslata autorka, ale okreslenie obraz jgdra fukowatego po stronie (...), bytby bardziej wtasciwy.

Przy okazji omawiania analizy immunohistologicznej chciatbym zapyta¢, jaka byta przyczyna, iz cze$c
barwier wykonano z wykorzystaniem drugorzedowych przeciwciat wyznakowanych fluorescencyjnie,
a czgs¢ z wykorzystaniem metody z DAB? W tym miejscu nasuwa mi sie jeszcze jedna uwaga
zwigzana z barwieniem ta metoda. Na stronie 88 rozdziatu ,Materiaty i Metody” pojawia sie
informacja: , Pierwszorzedowe kroélicze przeciwciato rozpoznajace Cre (wyprodukowane w Zaktadzie
Biologii Molekularnej Komorki I, DKFZ),...".Interesujgcym jest fakt, iz mimo wielu lat doéwiadczen z
wykorzystaniem rekombinazy Cre, w dalszym ciggu stosuje sie przeciwciato opracowane i
opublikowane w 1999 roku przez Christiana Kellendonka. Moze wskazanym bytoby umieszczenie w
spisie literatury tej pozycji: Kellendonk C, Tronche F, Casanova E, Anlag K, Opherk C, Schiitz G.
Inducible site-specific recombination in the brain. J Mol Biol, 1999 Jan 8;285(1):175-82. doi:
10.1006/jmbi.1998.2307. PMID: 9878397.

Mam jeszcze pytanie do doktorantki: czy porownywata Pani zakres ekspresji rekombinazy Cre z
zakresem rekombinacji, tzn. czy Pani zdaniem we wszystkich komérkach, w ktérych doszto do
ekspresji rekombinazy doszto tez do rekombinacji, a idac dalej, czy obecnosc¢ rekombinazy Cre w
jadrze jest gwarancja zajscia rekombinacji?

Po rozdziale , Wyniki” nastepuje liczacy 20 stron rozdziat numer 5 - »Dyskusja”. Doktorantka bardzo
szczegotowo omawia wyniki przytoczone w czesci , Wyniki”, odnoszac je jednoczesnie (tam gdzie to
mozliwe) do istniejacych danych literaturowych. Ze wzgledu na nowatorski charakter pracy
doktorskiej, jej specjalistyczny charakter oraz wyszukany arsenat metodyczny, nie wszedzie byta

mozliwos¢ interpretacji uzyskanych wynikéw w oparciu o istniejgce juz dane. W takich przypadkach
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doktorantka starata sie wyjasni¢ dane eksperymentalne na podstawie wtasnych przemyélen i
dotychczasowego, whasnego doswiadczenia eksperymentalnego. Niewatpliwie najtrudniejszym
aspektem czesci metodycznej i eksperymentalnej dysertacji byto znalezienie odpowiedniego modelu
mysiego, ktérego zastosowanie pozwolitoby na otrzymanie wiarygodnych odpowiedzi na pytania i
hipotezy przedstawione w rozdziale ,Cele pracy”. Rozdziat ,Dyskusja” jest tez wiec podsumowaniem i
oceng zwierzecych modeli eksperymentalnych wykorzystanych w eksperymencie i moze stanowié
cenny materiat porownaweczy dla innych badaczy zajmujacych sie nie tylko podobnymi aspektami
neurobiologii, ale rowniez wykorzystaniem metodyki transgenicznej w innych dziedzinach biologii i
medycyny. Po zapoznaniu sig z tym interesujgcym rozdziatem dysertacji wida¢ wyraznie, iz mimo
istnienia szerokiej dos¢ gamy metod rekombinacji i edycji materiatu genetycznego, problem
specyficznosci ekspresji zastosowanego transgenu jest najpowazniejszym wyzwaniem. Podobnie
wyglada kwestia obiektywnego potwierdzenia tej specyficznosci, ktora zalezy od czutoéci
zastosowanej metody. Mimo, iz od czaséw myszy reporterowych z ekspresjg beta-galaktozydazy
nastgpit znaczacy postep, to i tak nie mozna ze 100% pewnoscig potwierdzi¢, iz ekspresja
rekombinazy Cre = rekombinacja materiatu genetycznego. Ta kwestia stata sie kluc;owym
problemem metodycznym ocenianej przez mnie rozprawy doktorskiej. W tym momencie, chciatbym
jeszcze wrocic do podrozdziatu 5.3.1 dyskusji, opisujacego model AgRP-CreERT2 i zapytac, czy
zdaniem doktorantki mozliwe jest, iz opisywana ograniczona rekombinacja moze by¢ spowodowana
niedostateczng podazg podawanego tamoksyfenu?

W tym miejscu chciatbym podkresli¢, iz doktorantka nie poddata sig dazac do celu, jakim byto
okresleni roli neuronéw AgRP/NPY w rozwoju otytosci i ostatecznie osiggneta sukces stosujac
narzedzia systemu CRISPR/Cas9. Odnoszac sie to aspektow jezykowych rozdziatu ,Dyskusja”, to na
stronie 151 zostato uzyte stowo ,uargumentowac”, ktére $miato mozna by zastgpic znacznie lepiegj
brzmigcym ,uzasadni¢” lub , wyjasnic”.

Czgsc pracy zwigzang bezposrednio z przeprowadzonym eksperymentem koriczy rozdziat numer 6
»Podsumowanie i Wnioski”. W rozdziale tym doktorantka w 7 punktach podsumowuje rezultaty
przeprowadzonych badari, odnoszac sig jednoczesnie do celéw i hipotez przedstawionych w rozdziale
»~Cele pracy”. Informacje zebrane w tych siedmiu punktach pokazuja, iz przeprowadzone
eksperymenty zakoriczyly sie sukcesem, a uzyskane wyniki daty odpowiedz na postawione pytania.
Rozdziat 7 rozprawy doktorskiej to ,Bibliografia”, obejmujaca 353 pozycje, a catosé zamyka
~Suplement”, zawierajgcy informacje na temat zrédet finansowania pracy oraz dorobku naukowego

doktorantki.
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Podsumowanie:

Przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorska, ktora jest efektem ogromnego naktadu pracy i
czasu oceniam bardzo wysoko.

Uwagi i drobne watpliwosci, ktére znalazly sie w recenzji nie maja na celu podwazenia jakosci
opisanych wynikow i poddania w watpliwos¢ catosci rozprawy doktorskiej, a sg jedynie efektem
whnikliwego zapoznania sig z rozprawa. Jak wspomniatem wczesniej, oceniana praca doktorska jest
efektem znaczacego naktadu pracy i badan naukowych prowadzonych na wysokim poziomie

naukowym i z wykorzystaniem nowoczesnego zaplecza metodycznego.

Przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021r. poz. 478, 619, 1630), w zwigzku z
czym wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Karoliny Hajdukiewicz do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego. Jednoczesnie zwracam sie do Rady Naukowej o wyréznienie recenzowanej przeze mnie

Centrum Mgdycyny Doswiadgzalnej
Sig iwers elﬁ%czm/w@ieach

proff dr hab. n. med. Jarostaw Barski

dysertacji.




ws mmm  Instytut Farmakologii
| im. Jerzego Maja
N} Polskiej Akademii Nauk

Krakow, 11.05.2022

RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Hajdukiewicz
«Rola neuronéw AgRP/NPY w rozwoju fenotypu otytosci u myszy z indukowang delecjg genu

Dicer1”

Promotor: Dr hab. Witold Konopka
Prof. dr hab. Urszula Wojda

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr Karoliny Hajdukiewicz koncentruje sie na
okresleniu roli dwdch populacji neuronéw AgRP/NPY oraz POMC/CART, zaangazowanych w
neurohormonalng regulacje taknienia i sytosci, podstawowych odczu¢ odpowiedzialnych za
zachowania zywieniowe. Te przeciwstawnie dziatajgce populacje neuronalne, odpowiedzialne za
homeostaze w zakresie kontroli przyjmowania pokarmu, sg umiejscowione w tzw. jadrze tukowatym
w podwzgérzu, tradycyjnie uwazanym za lokalizacje o$rodka gtodu i sytosci.

Problem podjety w badaniach przez Doktorantke jest waznym zagadnieniem, szczegdlnie w
spoteczenstwach wysokorozwinietych, gdzie dostep do zywnosci jest nieograniczony, a
nieprawidfowe nawyki zywieniowe ksztattowane przez wspotczesny styl zycia, stres, wielkie koncerny
spozywcze czy diete wysokokaloryczng opartg w duzej mierze na tfatwo przyswajalnych
weglowodanach, powoduja znaczacy wzrost choréb metabolicznych.

Celem rozprawy doktorskiej byto przede wszystkim okreslenie udziatu neuronéw AgRP/NPY
w rozwoju otytosci u zwierzat pozbawionych selektywnie genu kodujgcego endorybonukleaze Dicer,

petniaca kluczowa role w procesie biogenezy krétkich regulatorowych RNA: miRNA oraz siRNA.

Wybér zagadnienia byt logiczng kontynuacja badan zapoczatkowanych przez jednego z
promotoréw pracy doktorskiej, ktéry wykazat przy okazji przeprowadzanych testow kognitywnych, ze
myszy pozbawione miRNA w przodomdzgowiu charakteryzujg sie fenotypem otytosci. Dodatkowo,
zjawisko to zostato opisane nieco szerzej w ostatnich latach, m.in. poprzez wykazanie u tych zwierzat
rozwoju otytosci zwigzanej ze zwiekszonym poborem pokarmu oraz zmian w profilu
transkryptomicznym (zwiekszona ekspresja genéw zaangazowanych w $ciezki metaboliczne).
Zagadnienie byto nastepnie rozwijane w piSmiennictwie przez kolejno pojawiajgce sie doniesienia
przedstawiajace charakterystyke zwierzat pozbawionych genu DicerT w neuronach POMC. Nie byto
natomiast danych dotyczacych roli Dicer? w populacji neuronéw AgRP, co stato sie tematem

wiodacym pracy doktorskiej Pani mgr Karoliny Hajdukiewicz.

1
ul. Smetna 12 e-mail: ifpan@if-pan.krakow.pl tel.: +48 1266232 20
31-343 Krakéw www.if-pan.krakow.pl +48 12662 32 05

+48 12 662 32 49
fax: +48 12637 4500
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Uktad rozprawy doktorskiej jest klasyczny. Praca zostata napisana w jezyku polskim,
podzielona na 8 czesci: (1) wstep, (2) cele pracy, (3) materiaty i metody, (4) wyniki, (5) dyskusja, (6)
podsumowanie i wnioski, (7) bibliografia oraz (8) suplement. Wstep liczacy 38 stron stanowi wtasciwe
kompendium wiedzy o osrodkach w mézgu zaangazowanych w regulacje proceséw odzywiania, roli
mikro RNA w tych procesach oraz stosowanych wspétczesnie narzedziach genetycznych dla ich
badania. Najobszerniejszg czescig jest wyczerpujaco opisany rozdziat poswiecony charakterystyce
neuronéw AgRP, co jest zrozumiate ze wzgledu na temat pracy. Cele pracy sg przedstawione w
sposéb zwiezty i jednoznaczny, z podziatem na cel nadrzedny (okreslenie roli oreksygenicznych
neuronéw AgRP/NPY w rozwoju miRNA-zaleznej otytosci) i kilka celéw szczegdtowych. Materiaty i
metody sg opisane réwniez dokfadnie i przejrzyscie, zawierajg szereg zestawien tabelarycznych,
dotyczacych parametréw reakcji PCR wykorzystywanych do genotypowania zwierzat, opis technik in-
vitro, m.in. przygotowania wektoréw wirusowych, domdzgowych podan stereotaktycznych, opis
metod biologii molekularnej stuzagcych do wstepnej charakterystyki myszy transgenicznych
otrzymanych przez Doktorantke, oraz opis metodyki prowadzonych badan behawioralnych. Bardzo
wysoko oceniam sposéb przejrzystej prezentacji wynikdéw, gdzie kazdy wykres obrazujgcy badane
parametry poboru pokarmu i przyrostu masy ciata jest potaczony z graficznym przedstawieniem
wprowadzanego konstruktu genetycznego, rodzaju zastosowanej metody transgeniki, czy
zastosowanego wektora AAV. Dzieki temu czytelnik od razu ma jasny obraz celu doswiadczenia, a
konsekwentnie stosowana kolorystyka grafik stanowi duze utatwienie dla poréwnywania w trakcie
lektury tekstu przedstawianych kolejno wynikéw. Dyskusja liczy 20 stron i wyczerpuje w mojej ocenie
temat interpretacji efektéw osiggnietych przez zastosowanie réznych modeli badawczych. Nieco
stabiej opisano jedynie fragment dotyczacy réznic ptciowych w badanych modelach (rozdziat 5.4 -
Wptyw pfci zwierzat na obserwowany fenotyp otyfosci), gdzie Doktorantka odniosta sie wprawdzie
do dos¢ oczywistej roli estrogenu w regulacji metabolizmu, poruszyta zagadnienie réznic ptciowych
w ekspresji miRNA, ale zabrakfo moim zdaniem szerszego kontekstu nawigzania do choroéb
metabolicznych i ich réznicowania zaleznego od pfci w klinice. Takich prac jest sporo i cho¢ doktorat
jest realizowany w naukach podstawowych, to jednak w dyskusji powinno sie pamigetac¢ o szerszym
kontekscie uzyskanych wynikéw w kierunku badan translacyjnych. Catos$¢ opisanych zatozen i wynikow
jest poparta szerokim pismiennictwem, adekwatnym do zakresu tematycznego zagadnienia. Jako
osoba znajagca zawodowo bardziej szczegdty metodyczne pracy niz samo zagadnienie regulagiji
proceséw taknienia i sytosci, musiatem siegngé rowniez do odpowiedniej literatury w tej tematyce.
Nie znalaztem wartosciowej pozycji, ktéra nie bytaby juz wigczona w zestawienie piSmiennictwa, co
$wiadczy o wyczerpujacym podejsciu do problemu badawczego przez Doktorantke. Ostatnia czesé
pracy to suplement zawierajgcy informacje o zréodtach finansowania i dotychczasowym dorobku
naukowym Doktorantki, na ktéry sktada sie 10 publikacji, w tym jedna z pierwszym autorstwem,

opublikowanych w czasopismach z listy JCR Web of Science.
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Zaréwno sam zamyst podejscia do problemu, jak i naukowa jakos¢ badan przeprowadzonych
przez Paniag mgr Karoline Hajdukiewicz w ramach niniejszej pracy oceniam bardzo wysoko.
Nowatorski charakter pracy nie ogranicza sie tylko do zagadnienia, ktére pozostawia jeszcze sporg
doze dla postawienia pytan badawczych, ale obejmuje bardzo zaawansowane techniki z zakresu
tworzenia zwierzat transgenicznych, w tym z zastosowaniem systemu celowanych i indukowanych
delecji opartych o dziatanie rekombinazy Cre oraz edycji genéw CRISPR/Cas9 (nagroda Nobla
przyznana w 2020 roku dla E. Charpentier i J. A. Doudna). Techniki te, w ktérych Doktorantka
niewatpliwie wykazata sie duza biegtoscig, umozliwity w ogdle badania w tym zakresie, jako ze

niespecyficzna delecja miRNA w populacji neuronéw AgRP jest letalna.

Nalezy dodatkowo podkresli¢, ze Doktorantka pracowata w oparciu o niezwykle szeroki
wachlarz metodyczny w zakresie modeli transgenicznych, w sktad ktérych wchodzito — poza
zwierzetami stanowigcymi tzw. tto genetyczne — az 11 linii transgenicznych. Oczywiscie, czes$¢ z nich
stanowita nieodzowne linie narzedziowe stuzgce do weryfikacji skutecznosci rekombinacji czy
stanowigce sktadowe linie w systemie Cre/loxP. Niemniej wiekszo$¢ (DicerCKO, NPY-KO/DlcerCKO,
AgRPCreERT2Dicer, Gad2CreCas9, Vglut2CreCas?, AgRPCreCas?) byly to rzeczywiste, nowo
wygenerowane modele zastosowane do badan wptywu utraty DicerT w réznych populacjach
neuronalnych na fenotyp otytosci. Wielu naukowcéw, ktérzy nie pracujg na codzien z modelami
zwierzat transgenicznych, nie ma $swiadomosci, ile wysitku, wiedzy i czasu zajmuje przygotowanie
takiego modelu. Sktada sie na to zaprojektowanie i przygotowanie odpowiednich konstruktéw
genetycznych, produkcja i opracowanie metodyki podawania wektoréw wirusowych, ustalenie
koordynatéw przy podaniach stereotaktycznych, opracowanie protokotéw genotypowania zwierzat,
wreszcie weryfikacja — najpierw in-vitro, pbzniej ex-vivo — skutecznosci i selektywnosci wprowadzonej
mutacji. Wszystkie te etapy zostaty jasno opisane i udokumentowane w przedtozonej do oceny pracy
doktorskiej. Juz ten zakres pracy mogtby by¢ w niejednym osrodku badawczym uznany za
wystarczajgcy dla doktoratu, a méwimy dopiero o przygotowaniu modeli zwierzecych, ktére
Doktorantka wykorzystata jeszcze do weryfikacji postawionej hipotezy badawczej, wykazujac istotna

role miRNAw regulowaniu funkcji neuronéw AgRP/NPY.

W rezultacie podjetych badan, efektem pracy byto wykazanie, ze delecja Dicer1 w neuronach
AgRP prowadzi do otytosci, a miRNA w tych neuronach petnig kluczowg role w kontroli zachowan
zywieniowych myszy. Doktorantka wykazata takze, ze otylo$¢ zwigzana z nadmiernym spozyciem
pokarmu jest uzalezniona od liczby zmodyfikowanych neuronéw AgRP, oraz rézna w zaleznosci od
pfci zwierzat. Wykazata, ze produkt genu Npy nie jest z kolei kluczowy dla regulacji rozwoju otytosci
zwigzanej z utratg miRNA, oraz ze neurony GABA-ergiczne i glutaminianergiczne petnig odmienng

role w kontroli spozywania pokarmu w rozwoju zaleznej od miRNA otytosci.
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Nie umniejszajac wysokiej wartosci naukowej rozprawy doktorskiej, ciekawej tematyki badawczej,

jak i robigcego ogromne wrazenie wktadu pracy Pani mgr Karoliny Hajdukiewicz w weryfikacje hipotez

i osiggniecie postawionych celéw badawczych, chciatem jednak zwréci¢ uwage na kilka aspektow,

ktére — w mojej ocenie — mogtyby zostaé¢ doprecyzowane.

1.

Doktorantka uzywa jako tta genetycznego do testéw myszy C57BI/6J. Tymczasem np. myszy
Dicer flox/flox czy DicerCKO (doktadnie Dicer1CaMKCreERT2) byly prawdopodobnie
wyprowadzone z tta genetycznego C57BI/6N. Biorac pod uwage doniesienia literaturowe
pokazujace odmienne profile charakterystyki behawioralnej tych szczepéw myszy, wydaje sieg,

ze komentarz w tej sprawie bylby dobrym uzupetnieniem w czesci metodyczne;.

W pracy z modelami, w ktorych rekombinaza Cre byta indukowana tamoksyfenem przyjeto
zasade poréwnywania zwierzat z indukcjg mutacji (podanie tamoksyfenu) ze zwierzetami
zawierajgcymi ten sam konstrukt, ktére otrzymywaty vehiculum (olej). W niektorych
przypadkach wykazano réznice ptciowe w obrebie mutacji, jak np. przy pomiarze poboru
pokarmu u samic i samcéw linii AQRPCreERT2Dicer. Nalezy zaznaczy¢, ze dla prawidtowego
ukfadu doswiadczalnego w takim przypadku schemat doswiadczenia powinien byé
uzupetniony o dodatkowa grupe kontrolng, otrzymujacg tamoksyfen. Pozwolitoby to
wykluczy¢ interferencje efektu selektywnej modulacji receptoréw estrogenowych.
Zagadnienie to moze by¢ bez znaczenia, biorgc choéby pod uwage czas jaki uptynat od
momentu podania tamoksyfenu do zaobserwowanych zmian. Niemniej w opisywanym
przyktadzie mamy do czynienia z brakiem przyrostu masy ciata u obu pfci, natomiast zmiang

taknienia widoczng jedynie u samic, co stanowi otwarte pole do spekulacji w tym wzgledzie.

Z opisu metodyki mozna wywnioskowa¢, ze w liniach tworzonych w oparciu o system edycji
genow CRISPR/Cas? podania wektorow wirusowych do jadra tukowatego odbywaty sie w ten
sam sposoéb (podano koordynaty podan stereotaktycznych). Problem jednak w tym, ze ta
struktura wymaga bardzo gtebokich iniekcji z ryzykiem mechanicznego uszkodzenia po
drodze struktur mogacych mieé znaczenia w procesach regulacji oreksygenicznej, czy nawet

samego behawioru zwierzecia. Komentarz dla tego aspektu metodycznego bytby wskazany.

Wiele z uzyskanych wynikéw wykazuje wyraznie réznice ptciowe w odpowiedzi na wywotane
mutacje. Doktorantka wymienia ten aspekt réwniez w podsumowaniu najwazniejszych
osiggnie¢ pracy doktorskiej. Niestety, przedstawione wyniki nie zawsze zostaty wyraznie
opisane w tym aspekcie. Przyktadowo, w przypadku myszy Dicer f/f (ryc. 4.14), czy myszy Dicer
t/f po iniekcji AAV-AgRPCre (ryc. 4.15, 4.17), z opisu rycin jak i wynikéw nie mozna doszukac
sie informacji, czy przedmiotem badan byly samce, samice czy - co najbardziej

prawdopodobne — grupa mieszana. Zagadnienie to wydaje sie szczegdlnie wazne w
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kontekscie wydatnie wykazanych réznic w odpowiedzi na efekt mutacji zaleznej od pfci
zwierzecia, jak chocby w przypadku poréwnania przyrostu masy ciata u samcéw i samic
AgRPCreCas9.

5. Potencjat wygenerowanych modeli doswiadczalnych mdgtby zostaé szerzej wykorzystany. Nie
jest to zarzut wzgledem Doktorantki (pracy wykonanej w projekcie byto az nadto), ale
dysponujac zwierzetami, ktore byly regularnie monitorowane przez kilka tygodni pod katem
spozycia pozywienia i przyrostu wagi, mozna byto rozwazy¢ wykonanie dodatkowo kilku
prostych testow behawioralnych w kontekscie oceny motywacji i ruchliwosci spontaniczne;j
zwierzat, a przynajmniej poddac taki pomyst na zakonczenie dyskusji, otwierajgc perspektywy
dalszego wykorzystania opracowanych modeli badawczych. Mam wrazenie, ze testy te bytyby
szczegdlnie pozadane w przypadkach, gdzie zaobserwowano brak taknienia skojarzony z
przyrostem wagi. Testy te nie wymagajg szczegdlnego zaplecza i pomimo niezbyt licznych
grup eksperymentalnych moze warto bylo je wykonac¢ chocby pilotazowo? Oczywiscie,

zapewne bedzie to przedmiotem kolejnych badar w ramach innych projektéw.

6. Nieco powierzchownie potraktowano zagadnienie analizy statystycznej uzyskanych wynikéw.
W przypadku danych poréwnujacych jedna zmienng zastosowano prawidtowo test t-studenta,
co jest zrozumiate. W przypadku danych kumulatywnych dot. np. przyrostu masy ciata
Doktorantka wybrata (stusznie) test dwuczynnikowej ANOVA z powtarzanymi pomiarami.
Niezrozumiate jest jednak, dlaczego dla testu post-hoc, decydujagcego o stopniu
znamiennosci statystycznej, uzywano zamiennie testéw Sidak’a (np. ryc. 4.18, 4.19, 4.22),
Tukey'a (np. ryc. 4.1, 4.21), czy nawet mato miarodajnego LSD (ryc. 4.17), pomimo analizy
tego samego parametru (przyrost masy ciata). Jesli byly ku temu powody, to zastosowanie
jedno i dwuczynnikowej analizy ANOVA oraz konkretnych, réznych testéw post-hoc powinno

zostac wyjasnione w opisie metodycznym w rozdziale 3.10.

Recenzje rozpraw doktorskich zawierajg niejednokrotnie detaliczne wykazywanie niescistosci,
lapsusy stowne, btedy jezykowych czy edytorskie, ktérych Doktorant czy Doktorantka nie ustrzegli sie
w pisaniu pracy doktorskiej. Nie uwazam, zeby byfa to istotna czes$¢ recenzji. Jest rzecza normalng,
ze przy tak obszernym tekscie (w tym przypadku liczgcym doktadnie 200 stron maszynopisu,
zawierajacym 19 tabel, 40 rycin i wykresow z wynikami oraz 353 pozycje piSmiennictwa), tego typu
niedopatrzenia zawsze sie znajdg i réwniez w tej pracy — cho¢ nieliczne — mozna je niekiedy odnalezé.
Ten aspekt jest szczegdlnie trudny do unikniecia, gdy rozprawa jest przygotowywana w jezyku
polskim, a dotyczy skomplikowanych zagadnien z zakresu szybko rozwijajacej sie dziedziny jaka jest
transgenika, dla ktérej wspdtczesna wiedza jest juz dostepna niemal wytacznie w jezyku angielskim.
Po prostu w wielu przypadkach anglojezyczne nazewnictwo nie ma dobrych, polskich

odpowiednikéw.
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Nie jest to jednak istotne dla merytorycznej wartosci samej rozprawy doktorskiej. Co wiecej, sam
majac problem z ttumaczeniem wielu terminéw na jezyk polski, nie podejmuje sie rozstrzygania
poprawnosci zastosowanych ttumaczen przez Doktorantke, podziwiajac tak skomplikowane
konstrukcje semantyczne jak np. , niefluorescencyjny element wygaszajacy wigzacy sie do matego
rowka” (MGB-NFQ), czy nawet zgofa oczywiste ,grupowe regularnie rozmieszczone krétkie
powtdrzenia palindromiczne”, znane jednak znacznie lepiej i powszechnie jako CRISPR/Cas9. Jest
tylko jeden aspekt, na ktéry chciatem zwrdci¢ uwage. Doktorantka zamieszcza we wstepie pracy wiele
rycin zaczerpnietych z danych literaturowych, oczywiscie zawsze podajac zrédto. Niemniej, skoro
podjeta zostata decyzja o pisaniu pracy w jezyku polskim, wydaje sie, ze logiczng konsekwencja
bytoby przynajmniej przettumaczenie nazw na rycinach réwniez na jezyk polski. Co wigcej,
Doktorantka podaje niemal zawsze, ze rycina zostata sporzadzona ,na podstawie”, a w wiekszosci
przypadkdw, jest to zwyczajne wstawienie ryciny tozsamej z rycing zamieszczong w publikacji, do
ktérej sie odwotano (przyktadowo ryc. 1.8, 1.10, 1.12, 1.13, 1.14). Ten lekki dysonans estetyczny jest
spowodowany faktem, iz Doktorantka zamiescita niezwykle starannie, sporzadzone przez siebie,
pomystowo i przejrzyscie przygotowane ryciny ilustrujgce wyniki pracy. By¢ moze zwyczajnie zabrakto

czasu na bardziej wnikliwg obrébke edytorska rycin zamieszczonych we wstepie.

Pomimo tych kilku krytycznych uwag dotyczgcych catosci przedstawionej do oceny pracy
doktorskiej (ktore — jestem przekonany — zostang wyjasnione podczas dyskusji w trakcie obrony)
uwazam, ze praca jest niezwykle solidnie przygotowana. Najlepszym dowodem jest jej logiczny uktad
w czesci opisujacej wyniki, gdzie Doktorantka opisuje kolejno napotkane problemy =z
opracowywanymi modelami, wskazujgc od razu jakie rozwigzania zostaty zaproponowane dla ich
rozwigzania. Swiadczy to o duzej dojrzatosci naukowej i analitycznym podejéciu do prowadzonych

dosdwiadczen.

Na koniec chciatem zwréci¢ uwage na pierwsze dwie strony pracy obejmujgce podzigkowania
dla bardzo licznej grupy oséb, z ktérymi Doktorantka miata okazje wspotpracowac. Podziekowania
napisane w znacznie bardziej obszerny sposéb niz zwyczajowo spotykany. Miedzy wierszami mozna
wyczytac, ze Pani mgr Karolina Hajdukiewicz jest osobg lubiang i dobrze wspoftpracujaca w réznych
zespotach. To wazny aspekt pracy naukowej, ktéry z pewnoscig nie bytby mozliwy do osiggniecia bez
Jej kompetencji, naukowej dociekliwosci, zaangazowaniu i pasji — cech niezwykle cennych u
naukowca wchodzacego w etap samodzielnego ubiegania sie¢ o srodki badawcze i realizacje juz

wtasnych projektéw jako post-doc.

Podsumowujac, stwierdzam, ze praca spetnia wszystkie wymogi ustawowe stawiane
rozprawom doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje
wymagang wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie naukowej oraz potwierdza umiejetnosc

samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
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Stwierdzam, ze wyniki uzyskane przez Panig mgr Karoline Hajdukiewicz sg bardzo wartosciowe
merytorycznie, zawierajg duzy element nowatorstwa i s3 dowodem biegtej znajomosci
skomplikowanych narzedzi badawczych. W zwigzku z wysoka oceng merytoryczna pracy doktorskiej
jak i zakresem badan w niej zawartych, prowadzonych w oparciu o zaawansowane, nowoczesne
techniki z dziedziny transgeniki i biologii molekularnej, zwracam sie z wnioskiem do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego o wyréznienie przedstawionej do oceny

rozprawy doktorskiej autorstwa Pani mgr Karoliny Hajdukiewicz.

Z powazaniem,

dr hab. n med. Grzegorz Kreiner
Kierownik Zaktadu Biochemii Mézgu
Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

31-343 Krakéw, Smetna 12

tel: +48 12 6623335

e-mail: kreiner@if-pan.krakow.pl
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Recenzja pracy doktorskiej mgr Karoliny Hajdukiewicz pt.
“Rola neuronow AgRP/NPY w rozwoju fenotypu otytosci u myszy z indukowang delecjg genu

Dicer”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Karoliny Hajdukiewicz zostala
wykonana pod kierunkiem dr hab. Witolda Konopki oraz prof. dr. hab. Urszuli Wojdy w
Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego w Warszawie.

W ostatnich latach w neurobiologii nastapity przetomy technologiczne, takie jak rozwoj
technologii CRISPR/Cas9 ktéra pozwala na precyzyjng edycje genomow tak w catym
organizmie jak 1 lokalnie (wykorzystujac nowoczesne wektory wirusowe). Rozwdj
sekwencjonowania pojedynczych neuronéw w wybranej strukturze mézgu umozliwit poznanie
wielu nowych klas neuronéw. Dostepnos¢ tych technologii wprowadzita badania funkcjonalne

w neurobiologii na catkiem nowy poziom.

W swojej pracy doktorskiej mgr Karolina Hajdukiewicz opisuje szereg doswiadczen
wykorzystujacych rézne modele zwierzat transgenicznych, ktore ostatecznie doprowadzity do
fascynujacego odkrycia, ze specyficzne usunigcie ekspresji biatka Dicer, powodujace deplecje
dojrzatych microRNA w populacji neuronow AgRP podwzgorza prowadzi do wzrostu masy
ciata spowodowanej zwigkszonym spozyciem pokarmu wytacznie u samic. W pracy opisano
kolejne kroki, ktore prowadzity do tego odkrycia poczawszy od pierwotnej obserwacji, ze w
przypadku myszy Dicer CKO (conditional knockout) indukowana Tamoksyfenem
rekombinacja w neuronach przodomdézgowia prowadzi do zwigkszonego poboru pokarmu i

otytosci.

Praca ma klasyczng budowg i sktada si¢ ze wstepu, rozdziatu opisujgcego metody,
wyniki oraz z dyskusji. Bibliografia zawiera 353 cytowania. Praca jest napisana, jasnym,

zrozumiatym jezykiem dzigki czemu czytelnik nie ma problemu z jej $ledzeniem.
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We wstepie Autorka wprowadza czytelnika w tematyke pracy opisujac rodzaje zaburzen
odzywiania i ich regulacj¢ przez specyficzne osrodki znajdujace si¢ w podwzgdrzu, ze
szczegOdlnym uwzglednieniem roli jadra tukowatego i1 zlokalizowanych tam neuronéw AgRP i
POMC. W drugiej czesci wstepu szczegoétowo opisano biogeneze microRNA i ich role w
regulacji proceséw biologicznych. Ostatnig cze¢$¢ wstepu stanowi omowienie narzedzi 1 metod
wykorzystywanych do konstrukcji zwierzat modyfikowanych genetycznie w tym systemu Cre-
loxP, CRISPR/Cas9 oraz rekombinowanych wektoréw wirusowych AAV (adeno-asociated
viruses). Ogoélnie uwazam, ze wstgp W sposOb wystarczajacy wprowadza czytelnika do
zagadnien opisanych w wynikach, zawiera wiele pomocnych, dobrze dobranych schematéw

utatwiajacych zrozumienie czesto skomplikowanych strategii transgenizacji zwierzat.

Sekcja Materiaty i Metody jest dostatecznie wyczerpujaca, a jednoczes$nie odpowiednio
zwig¢zla 1 nie mam do niej uwag krytycznych. Autorka pracy szczegétowo opisata wszystkie
wykorzystane linie myszy do$wiadczalnych, a byto ich az 12, oraz warunki ich genotypowania.
Szczegotowo opisata tez klonowanie sekwencji mysiego promotora genu AgRP i
przygotowanie wektoréw wirusowych AAV. Praca jest bogata metodycznie i widaé, ze do jej
wykonania Autorka musiala opanowac prace ze zwierzetami doswiadczalnymi, zaawansowane
procedury takie jak domozgowe podawanie wektorow AAYV, przygotowanie tkanek do analiz,
immunofluorescencj¢ i obrazowanie w mikroskopie konfokalnym, ale takze metody biologii

molekularnej 1 komorkowe;.

Wyniki sg opisane w sposob klarowny a ryciny przygotowano z nalezytg staranno$cia.
W pierwszej czgsci tego rozdziatu autorka analizuje znaczenie genu NPY dla rozwinigcia
fenotypu otytosci u myszy Dicer CKO. W tym celu uzyskala myszy pozbawione ekspresji
genow Npy oraz Dicerl w neuronach CaMKllalpha. Analiza przyrostu masy ciata tych myszy
wykazata, ze brak genu Npy nie wygaszat fenotypu otylosci u zwierzat pozbawionych miRNA
w neuronach przodomoézgowia, a wrecz przeciwnie, zwierzgta znaczaco zwigkszyly swoja
mase. Autorka na str. 93 pisze: ,,Wyniki tego doswiadczenia sg podstawa do wniosku, ze ani
gen Npy ani jego biatkowy produkt nie sg kluczowe w rozwinigciu otylosci u myszy z
neurospecyficzng delecja Dicerl w neuronach przodomoézgowia”. Jak zatem wytlumaczy¢
istotne rdéznice w przyroscie masy ciata pomi¢dzy myszami NPY-KO/DicercKO i Dicer CKO
w 7 1 8 tygodniu po indukcji Tamoksyfenem (Ryc 4.1)?



Nastepnie autorka analizowata myszy z indukowanym Tamoksyfenem wyciszeniem
genu Dicerl w neuronach AgRP, jednak w tym przypadku brak satysfakcjonujacych wynikow
byl spowodowany niska wydajnoscig rekombinacji, co udowodniono dzigki wykorzystaniu
kolejnych linii transgenicznych. Po tych niepowodzeniach Autorka pracy postanowita zmienic¢
strategie 1 regulowa¢ wyciszenie genu Dicerl przy pomocy wektoréw wirusowych AAV z
promotorem specyficznym dla neuronéw AgRP. Duzego nakladu pracy wymagato z catg
pewnoscig samodzielne sklonowanie mysiego promotora genu Agrp, stworzenie i
przetestowanie niezbednych narzedzi in vitro 1 in vivo do mikroiniekcji przygotowanych
wektorow wirusowych do jadra tukowatego. Tutaj chciatam wyrazi¢ méj podziw dla ogromne;j
pracy wykonanej przez doktorantke w celu optymalizacji warunkéw doswiadczen z
domoézgowym podawaniem wektorow AgRP-specyficznych. Uzyskane wyniki wskazuja na
znaczny przyrost masy ciala myszy pozbawionych enzymu Dicer i czgsteczek miRNA w
neuronach AgRP. Pomimo ze wyniki przedstawione na Ryc. 4.14 s3 jednoznaczne, Autorka
postanowita stworzy¢ jeszcze jeden, bardziej precyzyjny od poprzedniego model badawczy,
tym razem z wykorzystaniem narzedzi systemu CRISPR-Cas9. Dzigki jego zastosowaniu udato
si¢ wykaza¢, ze neurony AgRP pozbawione ekspresji genu Dicerl sg bezposrednio
odpowiedzialne w rozwinigcie otyto$ci zwigzanej ze zwigkszonym zapotrzebowaniem na
pokarm. Co wigcej efekt ten byt obserwowany wylacznie u samic.

Moje pytanie w zwigzku z opisanymi wynikami dotyczy tego czy w modelu z wykorzystaniem
wektorow wirusowych AAV (Ryc. 4.14) nie obserwowano efektu zwigkszenia masy ciata
zaleznie od plci? Drugie pytanie dotyczy modelu CRISPR/Cas9 gdzie obserwowano efekt
otylo$ci zaleznej od plci. Czy potwierdzono spadek poziomu microRNA zwigzany z
inaktywacja genu Dicerl w jadrze tukowatym zaréwno u samic jak i u samco6w? Jest to moim

zdaniem niezbedna kontrola tych niezwykle interesujacych eksperymentow.

Dyskusja zaczyna si¢ od dobrze napisanego podsumowania uzyskanych wynikow.
Nastepnie autorka dyskutuje ztozony charakter regulacji apetytu, ktéry wynika z istnienia do
niedawna jeszcze niezidentyfikowanych charakterystycznych populacji neurondéw jadra
tukowatego. Sposéb dyskusji uzyskanych wynikéw wskazuje na duza dojrzato$¢ naukowa

doktorantki. Dyskusje uwazam za wyczerpujaca.

Opisywane przez Autorke do$wiadczenia sg czesto niezwykle zlozone, zwlaszcza
nazewnictwo wykorzystanych linii transgenicznych nastrgcza trudnosci i wrecz ,,prosi si¢” o

uproszczenie, jednak nazywanie zwierzat po prostu ,,mutanty” i ,,kontrole” (stosowane w opisie
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wiekszosci rycin) z catg pewnoscia nie jest poprawne. Proponowatabym uzywaé np. myszy o
genotypie dzikim lub myszy z delecja/mutacjg prowadzaca do inaktywacji genu Dicerl. Innym
niezrgcznym sformulowaniem jest na str 29 neurpeptyd NPY jest ,bardzo silnie
konserwowanym ewolucyjnie peptydem” i na str. 152 mowa jest o ,,wysokim poziomie
konserwacji ewolucyjnej”. Tutaj proponowatabym pozostac¢ przy formie ,,sekwencja peptydu
zostala zachowana w toku ewolucji”. Inne drobne uwagi to np. na stronie 25 ,,pecherzykowaty

transporter GABA”™.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny praca mgr Karoliny Hajdukiewicz
spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 187 ust. 1 1 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z pdzniejszymi
zmianami). Dlatego tez z calym przekonaniem zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego w Warszawie o dopuszczenie mgr Karoliny
Hajdukiewicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego i popieram wniosek o nadanie jej

stopnia naukowego doktora.

dr hab. Magdalena Dziembowska
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