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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr. Damiana Maty$niaka
p.t. ,Rola receptora P2X7 w biologii glejaka”

Purynergiczny receptor P2X7 jest trimerycznym, kationowym kanatem jonowym
obecnym w blonie plazmatycznej i aktywowanym przez pozakomérkowe ATP. Otwarcie
kanatu powoduje naptyw Ca®>* i Na* oraz wyplyw K'. Receptor P2X7 wystepuje do$é
powszechnie w réznych typach komérek zaréwno prawidtowych, jak i nowotworowych,
ale jego rola - szczegolnie w tych ostatnich - budzi wiele kontrowersji. P2X7 moze bowiem
dziata¢ jako duzy por membranowy, a takze moze przesyla¢ sygnat zalezny od ATP
bez tworzenia kanatu, co w zaleznosci od typu komérek moze indukowa¢ zréznicowanag
odpowiedz. Aktywnosé P2X7 w komérkach somatycznych jest dos¢ dobrze poznana, choé
mozna zaobserwowaé wzrastajgce zainteresowanie tym receptorem - aktualnie w bazie
Pubmed dostepnych jest ponad 3800 artykutéw, zas w ciggu ostatnich 5 lat opublikowano
ich ponad 1200. Warto odnotowaé, ze szereg doniesien wskazuje na istotny udziat
receptora P2X7 w biologii nowotworow, szczegéinie w guzach glejaka. Jest to najczestszy
i najbardziej Smiertelny typ ztosliwego nowotworu w OUN i charakteryzuje sie niestety
bardzo ztym rokowaniem.

Temat ten stat sie podstawg badan naukowych mgr. Damiana Matysniaka, ktéry
postanowit przeprowadzi¢ wieloaspekiowg charakterystyke receptora P2X7 obejmujaca
takze analize funkcjonalng w rozwoju i progresji glejaka. Do realizacji tego celu Doktorant
wybrat szereg modeli nowotworowych - ludzkie linie komérkowe U-87, U-251, U-138 oraz
szczurzg C6. Czes¢ doswiadczen w cyklu badan in vivo przeprowadzono na myszach
szczepu C57/BL6J, ktérym indukowano rozwoj guzéw nowotworowych poprzez podskérne
wszczepienie komoérek glejaka C6.

Rozprawa mgr. Damiana Maty$niaka jest klasyczng dysertacja obejmujacg 168
stron. Na 33 stronach wstepu przedstawiono teoretyczne podstawy zagadnienia
badawczego, opisujgce dotychczas dostepne informacje dotyczace klasyfikacji receptoréw
purynergicznych, identyfikacji i analizy molekularnej receptora P2X7, jego strukture
i funkcje w komérkach prawidiowych, a takze szeroko omoéwiono role w procesach
nowotworowych w réznych tkankach. To przejrzyste wprowadzenie uzupetnione rycinami
oraz tabelami wystarczajgco uzasadnia celowosé podjecia tematu przez Doktoranta.

Katedra Biochemii Medycznej
Zaktad Neurochemii Molekularnej
92-215 £6dz | ul.Mazowiecka 6/8

tel. (48 42) 272 56 80 | fax. (48 42) 272 56 79




m UNIWERSYTET
MEDYCZNY
W LODZI

Kolejnych 20 stron rozprawy opisuje metodyke zastosowang w pracy, a warto
podkresli¢, ze korzystano z najnowszych technik w zakresie biologii molekularnej,
mikroskopii konfokalnej, oznaczeri biochemicznych, technik fluorescencyjnych, analiz
cytometrycznych oraz metod immunologicznych. Nastepny rozdziat, przedstawiajgcy
wyniki, na 42 stronach dokumentuje rezultaty uzyskane trakcie pracy. Badania Doktoranta
obejmowaty zasadniczo 2 kierunki. Pierwszy, to szereg analiz przeprowadzonych
na nowotworowych liniach komérkowych, drugi za$, to prace prowadzone in vivo
na myszach z indukowanym guzem glejaka. Na zatgczonych 39 rycinach oraz wykresach
przedstawiono kolejne etapy badan, z ktdérych do najistotniejszych obserwacji nalezy
zaliczyé¢:

o wykazanie ekspresji wszystkich receptoréw z rodziny P2 w badanych ludzkich
liniach komérkowych glejakéw, w tym réwniez receptora P2X7,

e prokancerogenng aktywnos$¢ funkcjonalng tegoz receptora w poszczegéinych liniach
glejakow, przy czym wiekszos$¢ analiz dotyczyta komérek glejaka C6,

e wykazanie potencjalnego udziatu in vivo receptora P2X7 we wzroscie i przerzutach
guzéw nowotworowych, a takze wplywu na szereg proceséw zwigzanych
Z progresjg nowotworows.

Wielce przydatne do osiggniecia celéw badawczych bylo zastosowanie specyficznego
agonisty receptora P2X7 - BzATP oraz siRNA w doswiadczeniach in vitro na linii C6,
co pozwolito wykazaé udziat receptora w intensyfikacji metabolizmu komérkowego
z jednoczesnym wzrostem ilosci biatek CD133, HSPA1, HSPAS i zmianie aktywnosci kinaz
Akt i p38 regulujgcych cykl komérkowy. Ponadto aktywacja receptora P2X7 promowata
adhezje komérek, depolaryzacje mitochondriéw i zwiekszata produkcje reaktywnych form
tlenu.

Zastosowanie natomiast w badaniach prowadzonych in vivo specyficznego
inhibitora - BBG pozwolito na potwierdzenie gtéwnej hipotezy, wskazujacej na udziat P2X7
w rozwoju glejaka C6 poprzez ksztattowanie mikroSrodowiska guza, modulacje odpowiedzi
immunologicznej oraz regulacje ekspresji markeréw stanu zapalnego. Blokowanie
aktywnosci receptora zmniejszato uwalnianie ATP oraz hamowato szlaki sygnalizacyjne
promujace przezywanie komoérek nowotworowych. Zmieniat sie takze profil ekspresji biatek
zwigzanych z progresjg nowotworu takich, jak CD133, HSPA1, HSPAS5, Akt, p38, NOS-2
oraz N-kadheryny, wimentyny i B-kateniny, 3 biatek zwigzanych z przejSciem epiteliaino-
mezenchymalnym.

Szczegobinie interesujaco zostata poprowadzona dyskusja otrzymanych wynikéw
opisana na 21 stronach, ktérg musze przyzna¢ czytatam z duzym zaciekawieniem.
W toku prac Autor uzyskat wiele kontrowersyjnych obserwac;ji, jednak godna podziwu jest
systematyczna i dogtebna analiza kazdej z nich, w oparciu o dostepng literature.
Zastanawiam sie tylko, czy wszystkie pozycje literaturowe (406) zebrane na 25 stronach
faktycznie nalezato zacytowaé. Ponadto z tresci dyskusji wynika, iz Doktorant jest bardzo
dobrze wprowadzony w temat i doskonale zna literature dotyczgcg dos¢ szerokiego
i skomplikowanego zagadnienia, jakim jest biologia glejaka. Przy tak duzej wiedzy wartym
podkresienia jest do$é ostrozne i wywazone wnioskowanie piynace z otrzymanych
wynikow. Mysle, ze taka dociekliwo$é w wyjasnianiu nieoczekiwanych wynikéw oraz préby
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Znalezienia obiektywnej odpowiedzi stanowig bardzo dobrze rokujgce cechy mtodego
naukowca.

Z obowigzku recenzentki musze wspomnie¢ o kilku zauwazonych niescisto$ciach oraz
uwagach do rozprawy, a mianowicie:

1. Uwaga ogéina dotyczaca stylu:
e Autor ma wyrazng awersje do akapitow, cho¢ jest to wygodna i powszechnie
stosowana forma oddzielania watkéw czy tematéw,
e zrozumienie tekstu bywato czasem trudne, ze wzgledu nadaktywng interpunkcje,
e zauwazylam tendencie do nadmiernego stosowania pewnych zwrotéw,
np. ,co wigcej” chociazby we Wstepie zostato uzyte 28 razy,
e nieprawidtowe sformutowanie ,wolne jony wapnia” - jony wapnia sg zawsze wolne.

2. W wykazie skrétéw:
e Autor stosuje podwojng nomenklature dla ATP i pochodnych: tréjfosforan lub
trifosforan,
e OXATP to chyba nie jest jednak nadjodan.

3. Wstep:
e (str. 22) witamina A to nie jest kwas retoinodiowy; retinoidy to cata grupa substancji,
do ktorych nalezg m.in. formy witaminy A - retinol, retinol i kwas retinowy,
e (str.31) kwas arachidonowy nie jest substratem dla syntezy cyklooksygenazy, tylko
cyklooksygenaza produkuje prostaglandyny z kwasu arachidonowego.

4. Metodyka/Wyniki

e brak informacji o uzytej linii LW-229 (pojawia sie na str.82),

e (str. 64) podany jest wzor na oznaczanie potencjatu redukcyjnego glutationu, i.e.
proporcji GSH/GSSG, stosowanego czesto jako wskaznik poziomu produkcji RFT
przez mitochondria. Natomiast w Roz.4.34 przedstawiono oznaczenia GSSG/GSH,

* (str.89,90) typy kolagenu przyjeto zapisywaé cyframi rzymskimi; warto moze bytoby
oprécz adhezji zbadaé migracje komérek?

e w Metodach brak opisu oznaczania kaspazy 3 oraz markeréw autofagii (roz. 4.24)

¢ ryc.4.28 -4.31 brak oceny statystycznej

Przy tak bogatym zestawie wynikéw o niezwykle istotnym znaczeniu nie tylko
poznawczym, lecz potencjalnie uzytecznym diagnostycznie, powyzsze uwagi dotyczace
niezbyt zrecznych sformutowan stylistycznych, btedéw napotkanych w tekscie oraz
pozostate komentarze sg natury edytorskiej i nie obnizajg warto$ci merytorycznej rozprawy.
Jesli bowiem Doktorant chciat przedstawi¢ przestanki, ze warto sie zajaé receptorem P2X7,
to w petni sig to udato.
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Podsumowujac, w mojej ocenie mgr Damian Maty$niak podjat bardzo ciekawy
i wazny temat, zrealizowat postawione sobie cele badawcze, a zastosowanie réznorodnych
technik Swiadczy o znakomitym opanowaniu warsztatu badawczego. Sposéb analizy
wynikéw, wnioskowanie oraz przedstawione hipotezy $wiadczg o duzej wiedzy oraz
dojrzatosci naukowej. Przedstawiona mi do oceny praca speinia wszystkie kryteria stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630), dlatego
Z przyjemnoscig przedstawiam wniosek Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie o przyjecie rozprawy
i dopuszczenie mgr. Damiana Maty$niaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Krakéw, 27.04.2022

Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Damiana Matysniaka pt.:
,Rola receptora P2X7 w biologii glejaka”

Promocja i progresja nowotworéw, W tym glejaka (wielopostaciowego)
regulowana jest przez zlozony system interakcji miedzy komorkami
nowotworowymi i ich mikrosrodowiskiem (niszg). Interakcje te zachodza za
posrednictwem mediatoréw 0 charakterze fizycznym i chemicznym nalezacych
do kilku przynajmniej kategorii i dziatajacych na réznych dystansach (zarowno
w czasie, jak i w przestrzeni). Elementem kluczowym dla komunikacji komoérek
z ich mikrosrodowiskiem jest tzw. kompleks powierzchniowy komorek, czyli
konglomerat receptoréw i biatek efektorowych strukturalnie i funkcjonalnie
zwigzanych z btong komorkows i cytoszkieletarnym korteksem podbtonowym.
Stanowi on dla komorek ,,0kno na §wiat”, pozwalajac na wysytanie i odbior
roznorodnych bodzcow z i do komorki. Mimo, ze sporo juz wiadomo o
zaangazowaniu bialek kompleksu powierzchniowego w rozwoju nowotworow,
w tym glejaka, nasza wiedza na ten temat jest wcigz fragmentaryczna. Dotyczy
to w szczegdlnosci receptorow nukleotydowych, co zwigzane jest z
plejotropowoscia ich aktywnosci i funkcji w komorkach, a takze ztozono$cia
mechanizmow kontroli ich aktywnos$ci. Rozprawa doktorska Pana Damiana
Matysniaka obejmuje nowe, dotychczas niepoznane aspekty funkcji biatka
P2X7 i jego znaczenia biologicznego, jako jednego z elementow kompleksu
powierzchniowego komorek glejaka, 1 jego roli w regulacji fenotypu,
lekoopornosci i ztosliwosci komorek glejaka. Biorac pod uwage znaczenie
glejaka, jako problemu spotecznego i terapeutycznego oraz poznang i
potencjalng rol¢ receptorow nukleotydowych w biologii glejaka, dobor tematyki
pracy nalezy uzna¢ za w petni uzasadniony i wpisujacy si¢ w aktualne trendy
badawcze.

Rozprawa ma rozktad i objegtos¢ typowe dla tego typu prac; cho¢ jest
stosunkowo obszerna, poniewaz liczy ona az 168 stron. Zawiera 44 ryciny oraz
kilka tabel. Rozprawe rozpoczynaja dobrze skomponowane i syntetyczne w
formie streszczenia w jezyku polskim i angielskim, po ktérych nastepuje spis
tresci 1 lista skrotow, a konczy bardzo obszerna bibliografia liczaca ok. 380
pozycji (zarowno oryginalnych prac doswiadczalnych, jak i artykulow
przegladowych). Rozprawa zostata napisana dobra, zywa 1 przystepna
polszczyzna, ryciny sg czytelne przez co catosc¢ jest tatwa w odbiorze. Z drugiej
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strony zwraca uwage stosunkowo duza liczba bledéw literowych i
interpunkcyjnych, ktéora wykracza ponad wartosci $rednie dla tego typu
opracowan. Usterki te nie majg jednak wickszego wplywu na ogodlnie
pozytywny odbior estetyki catosci pracy.

32-stronicowy Wstep rozprawy rozpoczyna sie od dywagacji Autora na
temat znaczenia nukleotydow w $wiecie zywym, w ktore wpisat on autorska
kompilacje teorii dotyczacych poczatkéw zycia na Ziemi i ewolucji receptorow
nukleotydowych. Te efektowne i1 wciagajace rozwazania stanowig tlo dla
bardziej szczegdtowego opisu rodziny receptoréw nukleotydowych i w peni juz
detalicznego  omoéwienia  struktury,  wariantbw 1 mechanizmow
aktywacji/dezaktywacji receptora P2X7. Kolejne czesci Wstepu zostaty
poswigcone zagadnieniom zwigzanym z funkcja receptora P2X7. W
szczegolnosci dotycza one roli P2X7 w regulacji struktury i funkcji barierowej
btony komodrkowej. Po tym nastgpuje opis zaangazowania tego biatka w
regulacje fizjologii catej komorki, w tym cyklu komodrkowego, apoptozy i
wydzielania komorkowego (zwigzanego m.in. ze stanem zapalnym). Rozdziat
ten spuentowany zostal opisem zagadnien odnoszacych si¢ bezposrednio do
tematu pracy, a przede wszystkim szczegdétowym odniesieniem do roli P2X7 w
regulacji fizjologii komorek nowotworowych. Ta czgs¢ rozprawy zawiera spory
tadunek informacyjny, dodatkowo wspomagany kilkoma ilustratywnymi
rycinami. Ja juz wspomniatem, zaczyna si¢ bardzo efektownie, cho¢ pod koniec
Autor jakby tracit narracyjny impet, a opis zaangazowania P2X7 w rozwoj
nowotworéw mogltby by¢ bardziej syntetyczny. Przygotowujac Wstep rozprawy
Autor nie ustrzegt si¢ tez pewnych niescistosci. Na przyktad odnoszac si¢ do
paneksyny-1 (Panl; str. 27), uznat on to biatko za kanat, podczas gdy kanat
transmembranowy zbudowany z Panxl1 jest heksa- lub oktametrem. Ponadto
diagram opisujacy tworzenie porow przez P2X7 ulatwilby percepcje tego
fragmentu tekstu. Jednak dobor faktow i roztozenie akcentdow w tej czgsci
rozprawy wskazuje, ze Doktorant swobodnie porusza si¢ w tematyce zwigzanej
z rozprawa, a sam Wstep dobrze wprowadza czytelnika w szczegdtowe cele
pracy, co razem sktada si¢ na jednoznacznie pozytywng ocen¢ tej czeSci
rozprawy.

Po sprecyzowaniu Celéw pracy, Doktorant opisat metodyke
przeprowadzonych do$wiadczen. Spektrum wykorzystanych w pracy i
opisanych w rozdziale Materiaty i Metody technik doswiadczalnych jest
szerokie: od analizy zywotnosci, aktywno$ci metabolicznej, proliferacji
komorek 1 integralnosci ich bton, przez bardziej szczegotowe analizy
mechanizmow $mierci komodrkowej, szybkosci adhezji, intensywnos$ci fal
wapniowych i statusu mitochondriow oraz przeptywow ATP po, z natury
rzeczy skomplikowane, czaso- i materiatochtonne analizy in vivo. Dodatkowo
badania in vivo rozszerzone zostaly o niestandardowy pakiet analiz
funkcjonalnego statusu guzow, w tym statusu metabolicznego, obecnosci
komorek macierzystych i potencjalu metastatycznego guzéw. Uzycie tak
szerokiego wachlarza wzajemnie komplementarnych metod bardzo dobrze
$wiadczy o warsztacie badawczym Doktoranta, a warstwa metodyczna
rozprawy zastuguje na bardzo wysoka ocene.

Wysoko tez oceniam przestanie, tre$¢ i1 forme rozdziatow, w ktorych
zostaly opisane wyniki przeprowadzonych w ramach rozprawy do$wiadczen.
Na t¢ czes$¢ rozprawy sktadajg si¢ 3 zasadnicze bloki tematyczne. W pierwszym
z nich opisane zostaly wyniki badan poziomoéw biatka P2X7 w komorkach
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kilku modelowych linii glejaka. Jednoznacznie wykazaly one, ze o ile ekspresja
tego biatka jest do$¢ powszechna w komorkach glejaka, o tyle tylko w
komorkach niektorych linii (w tym linii C6) biatko to jest w petni funkcjonalne.
Z jednej strony pokazuje to heterogenno$¢ komorek glejaka i
niejednoznaczno$¢ biologicznego znaczenia biatka P2X7. Z drugiej za$
definiuje komorki C6, jako model komorkowy dogodny dla analiz funkcji P2X7
W r0ZWOoju nowotworow.

W Kkolejnej czgséci opisu wynikow Autor skoncentrowat si¢ gtdéwnie na
wplywie biatka P2X7 na fenotyp komoérek C6. Wykorzystujac modulatory
chemiczne tego biatka (BzATP i BBG) oraz techniki wyciszania jego ekspresji
z wykorzystaniem siRNA udato si¢ m.in. stwierdzi¢ zaangazowanie tego biatka
w regulacje szybkosci ekspansji, inwazyjnosci i lekoopornosci komorek C6,
ktore skorelowane jest z ich zdolno$cig do generowania komorek CD133" i
aktywacja szlakow zaleznych m.in. od Akt i p38. W kontekscie mozliwych
zastosowan klinicznych modulatoréw aktywnos$¢ P2X7, obiecujace byto tez
wykazanie wptywu hamowania funkcji tego biatka na status fizjologiczny
mitochondriow. Wyniki te, udokumentowane w wszechstronny sposob, sa
wewngtrznie spdjne i nie wzbudzaja watpliwosci. Z drugiej strony
zamieszczenie na Rycinie 4.8 zdje¢ o wyzszej rozdzielczosci, ew.
uzupetnionych o analizy struktury cytoszkieletu, pomogltoby w ocenie zmian
morfologii i szybkosci adhezji komorek. W pracy brakuje tez bardziej
bezposrednich analiz proliferacji komorek. Wykorzystane techniki, w tym
analizy wbudowywania bis-benzimidu i pomiaru ilosci biatek wyznakowanym
fioletem krystalicznym daja posrednie wyniki, ktorych korelacja z liczba
komorek nie jest oczywista i moze by¢ zaburzona np. przez hipertrofi¢ komoérek
lub/i blok G2/M. Krzywe wzrostu komorek rozwigzatyby w sposob prosty ten
problem. Ponadto niektore sformutowania wydaja si¢ niezrgczne, np. okreslenie
,Wyniki istotne statystycznie”. Statystycznie istotne mogg by¢ réznice migdzy
probka a kontrola.

Catos¢ opisu wynikoéw zostata spuentowana opisem rezultatow badan in
vivo. Autor w przekonujacy sposob wykazal, ze zahamowanie aktywnosci
P2X7 obniza potencjal neoplastyczny komorek linii C6, mierzony m.in.
kinetyka wzrostu masy guzow, ich obrazami histopatologicznymi i poziomami
markeréw inwazyjno$ci komorek. Rowniez tutaj nie ustrzeghl si¢ on paru
nieScistosci, np. koneksyna (Cx43) raczej kojarzy si¢ ze ztaczami
szczelinowymi, niz ,.$cistymi” (str. 100). Z drugiej strony nalezy docenié
bardzo wszechstronne podejscie metodyczne do oceny probek biologicznych,
ktore przetozyto si¢ nas wszechstronny opis konsekwencji dziatania P2X7 in
vivo. Oceniajac forme¢ catosci opisu wynikow warto na koniec zauwazy¢, ze
jest on z jednej strony zwiezly, a z drugiej przystepny; generalnie fatwo dato si¢
uchwycic¢ ciagi przyczynowo-skutkowe, ktorymi Autor kierowat si¢ wykonujac
kolejne doswiadczenia.

Reasumujac, warto$¢ metodyczng i merytoryczng eksperymentalnej czesci
pracy nalezy oceni¢ wysoko, a sposob opisu wynikow pracy $wiadczy o bardzo
dobrej orientacji Autora w zagadnieniach bedacych jej przedmiotem. Wage
uzyskanych wynikéw dodatkowo potwierdzaja watki interpretacyjne, ktore
znalazly opis W liczacej 22 strony Dyskusji otrzymanych wynikow. Jej
struktura zostata oparta 0 podstawowe cele pracy, ktore wraz z najwazniejszymi
obserwacjami poczynionymi w trakcie pracy, stanowia podstawe kilku
podrozdziatow. Ten zabieg znaczgco utatwit lekture tej czgsci pracy juz chocby
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dlatego, ze najwyrazniej aktualne dane literaturowe na ten temat dalekie sa od
jednoznacznosci. Uzyskane przez Autora wyniki jasno wskazuja na rolg P2X7
w regulacji fenotypu komorek C6 zaréwno in vitro, jak i in vivo. Regulacja ta
zachodzi¢ moze na roznych poziomach, w tym zwigzanych z regulacja
proliferacji komorek, ich podatnosci na apoptoze, zmianami inwazyjnosci i
lekoopornosci. Z drugiej strony, lektura tej czgéci pracy nasungta mi kilka
pytan, do ktorych chciatbym, aby Autor odniost si¢ w czasie obrony:

- czy obserwowane zmiany statusu funkcjonalnego mitochondriow
wynikaja z indukcji stresu oksydacyjnego czy sa one pochodna aktywacji
szlakow zaleznych od ROS? Innymi slowy: na ile mamy tu do czynienia z
rzeczywistym stresem a na ile z ,fizjologiczng” aktywacja szlakow
zaleznych od ROS?

- skad bierze si¢ stosunkowo wysoka reaktywnos¢ komorek U-251 na
Kn-62, u ktorych jednocze$nie stwierdzono bardzo niskie poziomy P2X7?

- czy w swoich badaniach Autor obserwowal bardziej trwale zmiany
fenotypu komorek, np. po usunieciu inhibitoréw/aktywatoréow P2X7?
Moglyby one wskazywaé na udzial P2X7 w adaptatywnych reakcjach
komorek linii C6, ktére prowadza do zmiany wzoru rozwoju guzow
zbudowanych z tych komorek in vivo w wyniku dzialania inhibitoréw ich
funkcji kanalowej;

- czy obraz histopatologiczny guzéw rozwijajacych si¢ w myszach
»wkontrolnych” (jak rowniez spadek pozioméw P2X7 po zadzialaniu
inhibitora) moze sugerowaé, ze obecnos¢ P2X7 moze wspomagaé
mikroewolucje (selekcje) komorek o wyzszej inwazyjnosci, a hamowanie
aktywnoSci tego bialka daje efekt odwrotny?

Pytania te maja wymiar wylacznie uzupetniajacy i nie umniejszaja wagi
wynikéw uzyskanych przez Autora. Wykorzystujac wszechstronne 1 wzajemnie
komplementarne techniki biologii komoérkowej i molekularnej in vitro i in vivo,
Autor rozprawy wykazal/potwierdzit kluczowa receptora P2X7 w promocji i
progresji glejaka. Niezaleznie od szeregu pytan, ktore wcigz wymagaja
odpowiedzi, uwazam ze badania podjete w ramach rozprawy i uzyskane wyniki
tworza przyczynek do glebszego poznania molekularnych mechanizmow
rzadzacych komunikacja komorek glejaka z mikrosrodowiskiem, ich
lekooporno$cig i inwazyjnoscia komorek glejaka. Ze wzgledu na swoja
lokalizacje i ,,nie-nabtonkowe™ pochodzenie glejaki cechuja si¢ odmiennym od
innych nowotworow przebiegiem rozwoju i zestawem mechanizmoéw promocji
i progresji. Ekspansja glejakow obserwowana jest prawie wylacznie w obrgbie
otaczajacej tkanki nerwowej, a ich umiejscowienie utrudnia lub wrgez
uniemozliwia ich catkowitg chirurgiczng resekcj¢. Przez to $redni czas
przezycia pacjenta od rozpoznania u niego glejaka pozostaje od wielu lat
praktycznie niezmieniony. Badania opisane w rozprawie wpisuja si¢ w wysitki
na rzecz opracowania nowych strategii wspomagajacych tradycyjne metody
leczenia nowotworow mozgu. Jako takie, sg one kluczowe zaréwno z
poznawczego, jak i aplikacyjnego punktu widzenia.

Podsumowujac, w mojej ocenie przedstawiona do oceny praca spetnia
warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pdzn. zm.). Biorac
pod uwage powyzsze, przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu
Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie wniosek
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0 dopuszczenie Pana mgr Damiana Matysniaka do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Ze wzglgdu na potencjalne znaczenie aplikacyjne uzyskanych
wynikow, wszechstronno$¢ wykorzystanych technik doswiadczalnych, a takze
fakt opublikowania danych zawartych w rozprawie w dwoch publikacjach
do$wiadczalnych, wnosze rowniez o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.

(Jarostaw Czyz)
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Prof. dr hab. n. med. Irena Nalepa

Zaktad Biochemii Mézgu

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN
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OCENA
Rozprawy doktorskiej mgr DAMIANA MATYSNIAKA
pt. ,,Rola receptora P2X7 w biologii glejaka”
wykonanej w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchéw Komérkowych
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN,
pod kierunkiem promotora — dr hab. Pawla Pomorskiego, prof. IBD PAN

oraz opiekg promotora pomocniczego — dr Viry Chumak

Przedmiot rozprawy i uzasadnienie podjecia tematu

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pana mgr Damiana Matys$niaka opisuje
wyniki badan, ktorych bezposrednim celem byta analiza ekspresji 1 ocena funkcji
jonotropowego receptora nukleotydowego, P2X7, w trzech liniach komorkowych glejakow
ludzi (U-138, U-251, LN-229) oraz w jednej linii komorkowej glejaka szczura (C6).
Wystepowanie receptora P2X7 jest szeroko rozpowszechnione, Jego obecnos¢ obserwuje sig
w komorkach réznych gatunkow, gdzie odgrywa role w wielu waznych fizjologicznych
procesach, migdzy innymi w regulacji stanu zapalnego, w procesach bolowych oraz indukcji
Smierci komorkowej. Receptor ten wystepuje do$é powszechnie w ukladzie nerwowym,
zarowno na komérkach nerwowych jak i komorkach glejowych. Jest zaangazowany w
stanach patologicznych osrodkowego ukfadu nerwowego, w ktorych procesy zapalne
odgrywaja zasadnicza role, jak na przyklad w stwardnieniu rozsianym. Pod wzgledem
strukturalnym / molekularnym, receptor P2X7 zaliczany jest do kationowych kanalow
jonowych, ktérego aktywacja przez naturalny ligand — zewngtrzkomorkowy ATP,

umozliwia naplyw jonéw wapnia do komorki. Taka funkcja P2X7 oraz znaczenie ATP i

ul. Smetna 12 e-mail: ifpan@if-pan.krakow.p! tel: +48 12662 32 20
31-343 Krakow www.if-pan.krakow.pl +48 12 662 32 05
+48 12662 32 49

fax: +48 126374500



Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

jonéw wapnia dla funkcji Zyciowych i metabolizmu komérki uzasadniajg z jednej strony
»wszgdobylstwo” tego receptora, a z drugiej sa powodem dla ktérego P2X7 znajduje sie w
krggu zainteresowania badaczy reprezentujacych rézne dyscypliny naukowe. Biatko P2X7
wystgpuje takze w komoérkach nowotworowych, jednak jego wplyw na progresje
nowotworéw, jak Doktorant stusznie zauwaza, nie jest jednoznacznie okre$lony w
literaturze dotyczacej tego zagadnienia, gdzie opisywano zar6wno pozytywny jak i
negatywny wptyw aktywnosci P2X7 na rozwdj nowotworéw. W $wietle powyzszych
danych, z uwagi na istnienie rozbiezno$ci oraz fakt, ze w przypadku glejaka
wielopostaciowego funkcja receptora P2X7 jest wcigz stabo poznana, tematyka pracy
wydaje si¢ jak najbardziej aktualna. Doktorant podjat si¢ wykonania doglebnej analizy roli
receptora P2X7 w glejaku wielopostaciowym w warunkach in vitro i in vivo, i podjecie
tego tematu zostalo dobrze uzasadnione. Ponadto, oceniana rozprawa doktorska dotyczy
zagadnienia niezwykle waznego nie tylko z poznawczego punktu widzenia, ale takze
potencjalnego praktycznego / medycznego wykorzystania uzyskanych wynikow do
opracowywania réznych modeli badawczych gliomy, ktore moga znalezé zastosowanie w
prognozowaniu efektywnoS$ci terapii, przy ocenie opornosci badz podatnosci na leki

Przeciwnowotworowe.

Formalny opis rozprawy
Rozprawa liczgca 168 stron ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich. Rozprawe
rozpoczynajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz liczacy 29 stron Wstep,
zawierajacy 5 glownych podrozdziatow, ktoére wprowadzaja czytelnika w zakres badan
opisanych w rozprawie. Po Wstepie, jako osobny rozdziat Doktorant zamiescit zalozenia,
cel glowny oraz cele szczegélowe rozprawy, a nastgpnie opis materialtow 1 metod,
podzielony na 16 glownych podrozdziatow (20 stron). Wyniki, liczace 42 strony podzielone
zostaly na 34 podrozdzialy, z ktérych 18 dotyczy opisu wynikéw badan in vitro
wykonanych na liniach komorkowych glejakéw, a 16, badan okre§lonych przez Autora jako
in vivo. Te ostatnie, w mojej opinii, nalezatoby raczej okresli¢ jako eksperymenty ex vivo
poniewaz obejmujg wyniki badan z wykorzystaniem tkanki guza, ktérego wzrost byt
wprawdzie wyindukowany in vive u myszy, ale po uSmierceniu zwierzecia guz byt
wyizolowany 1 przeznaczony do dalszych badan. Nastgpujaca po tym rozdziale Dyskusja
obejmujaca 21 stron 1 podzielona na 10 mniejszych podrozdziatéw omawia najwazniejsze
problemy naukowe rozprawy. Praca doktorska pana mgr Damiana MatySniaka konczy si¢
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syntetycznym podsumowaniem i wnioskami, rozdziatem obejmujacym spis piSmiennictwa
oraz wykazem publikacji Doktoranta, w ktérych czgsciowo zostaly juz opublikowane
wyniki przedstawione w ocenianej dysertacji. Na podkreslenie zastuguje fakt duzej
liczebno$ci pozycji pismiennictwa cytowanego w rozprawie. Wprawdzie Autor ich nie
ponumerowat, ale przy $redniej 16 prac / strong A4 i 25 stronach, ktére ten rozdziat
zajmuje, fatwo mozna wyliczy¢ iloczyn = 400 zacytowanych prac, co jest wynikiem niezbyt

czgsto spotykanym w rozprawach doktorskich.

Ocena merytoryczna

Wstgp ocenianej rozprawy jest napisany w sposob przystepny i interesujacy,
réwnoczes$nie omowione w nim zostaty wszystkie zagadnienia konieczne dla zrozumienia
celow rozprawy jak i uzyskanych wynikéw. Pierwszy podrozdziat zatytutowany ,,ATP jako
Jjedna z wazniejszych czqsteczek w historii zycia” nawiazuje do prehistorii poczatkow zycia
na ziemi i roli jakg odegrato ATP juz we wczesnych stadiach ewolucji organizmdéw zywych.
W kolejnych podrozdziatach zostala oméwiona w sposéb szczegblowy rodzina receptorow
nukleotydowych skiadajaca si¢ z podrodziny Pl do ktérej nalezg receptory stymulowane
przez adenozyne oraz podrodziny P2 grupujacej dwie zroznicowane podrodziny receptordw
nukleotydowych, metabotrobowe receptory P2Y oraz receptory P2X, petniace role kanatow
jonowych. Obok budowy receptoréw poszczegélnych podrodzin oméwiono takze szlaki
sygnalizacyjne uruchamiane w komorce w konsekwencji stymulacji receptoroOw wszystkich
podrodzin. Szczegdlng uwage poswiecono receptorowi P2X7, omawiajac miedzy innymi
strukturg kodujacego go genu, strukturg biatkowa i modyfikacje potranslacyjne jakim ten
receptor moze podlega¢ oraz proces regulacji jego aktywnosci. Dwa obszerne podrozdziaty
Wstepu opisujg kolejno funkcje i fizjologie receptora P2X7 w komorkach prawidlowych
oraz receptor P2X7 w komoérkach nowotworowych réznego typu nowotworéw. Rozdziat
Wstepu zawiera ponadto 4 ryciny przedstawiajace kolejno schemat sygnalizacji
nukleotydowej w komorce, kladogram pokrewienstwa receptoréw z rodziny P2X, w postaci
drzewa filogenetycznego, strukture funkcjonalnego trimeru P2X7 oraz graficzne
przedstawienie mozliwych wariantéw alternatywnego skladania tego receptora.. Zostaly
zamieszczone takze dwie tabele przedstawiajace zestawienia aktywnosci agonistow i
efektywno$ci antagonistow receptora P2X7 obserwowane w zaleznosci od badanego
gatunku.

ul. Smetna 12 e-mail: ifpan@if-pan.krakow.pl tel.: +48126623220
31-343 Krakow www.if-pan.krakow.pl +48 12 662 32 05
+48 12662 32 49

fax: +48 12637 4500



Instytut Farmakologii
im. Jerzego Maja
Polskiej Akademii Nauk

W mojej opinii lektura Wstepu bardzo dobrze wprowadza czytelnika w zagadnienia
opisywane w dalszych czg¢sciach rozprawy doktorskiej. Mam tutaj tylko dwie drobne uwagi,
ktére z obowigzku recenzenta przedstawiam:

1. w legendzie do Tabeli 1.1 (str. 27) uzyto do$¢ niefortunne sformutowanie ,,IC50 oznacza
medialne stezenie inhibitora...”, ktére dla mnie bardziej kojarzy si¢ z mediami niz ze
$rednig wartoscig z pomiarow.

2. uzyty na str. 31 termin ,alarmina”, ktory jest pojg¢ciem nie do konca precyzyjnym,
powinien by¢ krotko objasniony w uzytym konteksScie.

Cele rozprawy zostaly jasno sprecyzowane i zamieszczone jako osobny rozdzial.
Jako gtéwny cel pracy Doktorant postawil sobie ,zbadanie roli receptora P2X7 w
komorkach szczurzego i ludzkiego glejaka wielopostaciowego w modelu in vitro 1 in vivo.”
Dodatkowo sformulowano 6 zadan badawczych, ktore wskazuja cele szczegolowe 1 dobrze
odzwierciedlaja kierunki badan podjetych w dalszej czg$ci dysertacji. Pierwsze trzy zadania,
ukierunkowane na eksperymenty in vitro dotyczyly (i) analiz ekspresji genéw kodujgcych
receptory nukleotydowe z rodziny P2 w glejakach wielopostaciowych, (it) funkcjonalno$ci
receptora P2X7 oraz jego wplywu na fenotyp komorek glejakéw wielopostaciowych oraz
(iii) analizy sygnalu wapniowego i wybranych S$ciezek sygnatowych w komorkach
szczurzego glejaka C6 po obnizeniu ekspresji receptora z wykorzystaniem malego
interferujacego  RNA. Kolejne 3 zadania mialy na celu (iv) analiz¢ mechanizmu
agresywnosci szczurzego glejaka C6 w modelu in vivo, (v) analizg Sciezek sygnatowych
zaangazowanych w zwigkszong przezywalno$¢ komorek glejaka wielopostaciowego oraz
(vi) analize wplywu receptora P2X7 na mikrosrodowisko guza. Tak jak juz powyzej
wspomniatam, uwazam, ze bardziej adekwatne (niz in vivo) okre$lenie do tej czgsci badan, a
przynajmniej do zadan nr (v) i (vi), to eksperymenty ex vivo lub post in vivo.

Materialy i Metody — stanowia obszerny rozdzial zawierajacy opisy uzytych modeli
badawczych i wszystkich zastosowanych metod, w tym prowadzenia hodowli linii
komérkowych, procedur wszczepiania guzow u myszy, metod pracy z kwasami
nukleinowymi i biatkami, metody wyciszania genéw przy pomocy siRNA i technik
transfekcji komorek, analizy histologicznej i technik obrazowania komorek. Opisano szereg
testow stuzacych do oceny procesow zyciowych komérki, w tym pomiar sygnatu
wapniowego, wyznaczanie tempa podzialéw komorkowych, analize przezywalnosci i
$miertelnosci komorek i innych licznych zastosowanych technik biochemicznych, bedgcych
wieloetapowymi procedurami. Nie jest moim zamiarem wymienianie wszystkich tych
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metod, ale zdecydowanie nalezy podkresli¢ ich roznorodno$¢ i kompleksowosé. W tym
rozdziale zamieszczono takze 4 tabele pokazujace sekwencje nukleotydowe uzytych
starterow w reakcji RT-PCR, przeciwciata pierwszo- i drugorzgdowe do immunodetekcji
analizowanych bialek i wykaz przeciwcial stosowanych w immunofluorescencji oraz
cytometrii przeptywowej. Rozdziat zostat napisany w sposob systematyczny i wystarczajaco
doktadny, aby wykaza¢ bardzo dobre opanowanie przez Doktoranta bogatego warsztatu
metodycznego. Zastosowane procedury wymagaly duzego naktadu pracy ze wzgledu na
stopien skomplikowania 1 czasochlonnos$¢. Doktorant prawidlowo wybral i opisal metody
statystyczne, ktorych zastosowanie umozliwilo odpowiednig analize danych i uzyskanie
wiarygodnych wynikow. Nie mam krytycznych uwag do tego rozdziatu. Recenzowana
prac¢ oceniam wysoko pod wzgledem metodycznym.

Wyniki sa najobszerniejszym rozdzialem rozprawy. Uzyskane wyniki przedstawiono
na 39., czesto zlozonych rycinach, z ktorych czgsé stanowig zdjecia analiz bialek metoda
western blot, zdjecia z mikroskopu konfokalnego 1 wykresy obrazujace populacje
komorkowe analizowane cytometrycznie. Ryciny cechuje przejrzysta konstrukcja, sg
prawidlowo 1 wystarczajaco szczegdtowo opisane. Rozprawa doktorska dostarczyta wielu
interesujacych informacji. Pierwsza cz¢$¢ rozdziatu opisuje wyniki uzyskane z do§wiadczen
na komorkach glejakow. Doktorant w pierwszej kolejnosci zbadat ekspresjc mRNA genow
kodujgcych receptory rodziny P2 i wykazat obecno$¢ transkryptow wszystkich receptorow z
podrodzin P2X 1 P2Y w badanych ludzkich liniach glejaka wielopostaciowego. We
wszystkich badanych liniach wykryto takze biatko receptora P2X7, roéwnocze$nie
obserwujac, ze iloSci transkryptéw 1 biatka receptorowego byly zrdéznicowane w
poszczegblnych liniach komorkowych glejaka, co jak proponuje autor rozprawy, moze by¢
zwigzane, miedzy innymi, ze stopniem zlosliwosci guza z ktérego wyprowadzono linie
komorkowe. Kolejnym etapem analiz byla proba scharakteryzowania funkcji receptora
P2X7 w badanych liniach glejaka wielopostaciowego. W pierwszej kolejnosci Doktorant
zbadal wptyw stymulacji receptora P2X7 syntetycznym agonista — BzZATP na pojawienie sie
sygnatu wapniowego w komorkach szczurzego glejaka C6 oraz ludzkich linii U-251 i U-
138 1 stwierdzil roznice w intensywnosci sygnalu wapniowego w badanych liniach.
Analizujac ten wynik Doktorant postuluje, ze réznice w odpowiedzi wapniowej dwoch
ludzkich linii glejaka mogg $wiadczy¢ o wstepowaniu alternatywnych wariantow sktadania
w genach kodujacych P2X7, ktore w sposob zréznicowany odpowiadajg za intensywno$é

sygnalu wapniowego. Zasadno$¢ tego postulatu zostala poparta danymi z cytowanego
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pismiennictwa wskazujagcymi, ze w komoérkach linii U-138 wystepuje tylko jeden wariant
skfadania - P2X7B. Oprécz aktywnosci kanalowej w komoérkach glejakéw, zbadano
rowniez tworzenie przez biatko receptora P2X7 pora w blonie i stwierdzono zwigkszone
wnikanie jodku propidyny po stymulacji receptora P2X7 w komorkach glejaka C6 szczura
oraz ludzkim glejaku U-251. W kolejnym etapie analizowano wptyw aktywacji receptora
P2X7 na $mier¢ komorek glejakéw. Analiza morfologiczna, wyniki testu dehydrogenazy
mleczanowe] oraz cytometryczna ocena apoptozy wskazaly na brak aktywnosci
proapoptotycznej receptora P2X7 w badanych komorkach. Natomiast aktywacja P2X7
prowadzita do stymulacji proliferacji komorek glejaka C6. Ten ostatni wynik przyczynit sie
do podjgcia przez Doktoranta badan nad wpilywem aktywacji lub zahamowania receptora
P2X7 na przezywalno$¢ komorek podczas terapii opartej na lekach cytostatycznych (takich
jak karmustyna). Zastosowanie kombinacji leku cytostatycznego oraz inhibitora P2X7
powodowato spadek liczby komérek i ten efekt byt silniejszy niz obserwowany po
rozlacznym podaniu cytostatyku lub inhibitora P2X7. W kolejnym etapic badan
dotyczacych efektow stymulacji tego receptora, Doktorant wykazat ze P2X7 odgrywa takze
role w regulacji aktywnosci metabolicznej glejaka C6 oraz wpltywa na produkcje wolnych
rodnikow 1 stan mitochondridw. Sposrod innych interesujacych wynikéw, nalezy wymienicé
opisaniec wplywu receptora P2X7 na aktywacje Sciezek sygnatowych kinaz AKT i p38,
biatek szoku cieplnego oraz markerow nowotworowych komorek macierzystych. Ponadto,
analiza funkcji receptora P2X7 zostala poszerzona o opisanie jego roli w procesie adhezji
komorek glejaka C6 do macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz wplywie na wydzielanie ATP
do pozywki hodowlanej. Nalezy zauwazyc¢, Ze ta ostatnia obserwacja moze by¢ przydatna i
wykorzystana przy planowaniu eksperymentow dotyczacych oceny efektow aktywacji
roznych receptorow z rodziny P2X.

W pozostatych czgsciach Wynikéw Doktorant skupit si¢ na badaniach funkcji
receptora P2X7 w procesie wzrostu 1 przerzutach guzow nowotworowych, analizujac
aktywnos¢ sciezek sygnatowych, ktore wykryto w modelu komorkowym. Po pierwsze
stwierdzil, Zze receptor P2X7 wplywa na wzrost 1 przerzuty guzow nowotworowych, gdyz
podanie zwierzetom inhibitora receptora P2X7, BBG (Briliant Blue G), w okolice miejsca
wszczepienia komorek glejaka C6 wplywato znaczaco na zmniejszenie powstajacych guzow
nowotworowych. Po drugie, w wyizolowanych guzach potwierdzono mozliwos¢ regulacji
przez receptor P2X7 (in vivo / ex vivo) Sciezek sygnatowych AKT, p38, bialek szoku
cieplnego oraz markeréw nowotworowych komorek macierzystych. Stwierdzono, ze
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aktywacja P2X7 wptywa na markery przejécia epitelialno-mezenchymalnego, a takze ma

znaczenie dla mikrosrodowisku guza i wptywa na potencijal redox in vivo.

Mam jednak tutaj pytanie dotyczace ostatniej czesci wynikow. Badajac wplyw receptora
P2X7 na rownowage oksydoredukcyjng w guzie, pokazano (na ryc. 4.39) wplyw
zahamowania aktywnosci receptora P2X7 (przez jego inhibitor) na aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) w guzach kontrolnych oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7.
Czy niewielki (7 %) spadek aktywno$ci SOD (zaznaczony na rycinie jako réznica
statystycznie znamienna) moze mie¢ zdaniem autora fizjologiczne znaczenie / fizjologiczne

konsekwencje? Prositabym tutaj o komentarz, ktérego zabrakto mi w tekscie rozZprawy.

Dyskusja. Sposob poprowadzenia dyskusji rozprawy doktorskiej pokazuje, iz mgr
Damian Matys$niak posiada duzg wiedz¢ i zdolno§¢ trafnego podsumowania wlasnych
wynikéw na tle istniejacej wiedzy. Uzyskane wyniki dostarczajg licznych dowodéw na
regulacj¢ rozwoju glejaka wielopostaciowego przez receptor nukleotydowy P2X7 w
szczurzych i ludzkich modelach komorkowych. Wyniki maja nowatorski charakter i Wnosza
do nauki istotne warto$ci. Pomimo duzej ilosci wynikéw Dyskusja jest dobrze osadzona w
uzyskanych danych. Zaréwno przy czytaniu Dyskusji jak i catej dysertacji mozna zauwazy¢
utrzymywanie przez Doktoranta dyscypliny logistycznej, ktora okreslitabym jako
dyscypling ,przyczynowo — skutkowa”, zastosowang przy pisaniu rozprawy, co
spowodowato, Ze czytanie tekstu dysertacji byto dla mnie nie tylko obowigzkiem, ale takze
przyjemnoscia. Rozprawa zostata zakonczona podsumowaniem i wnioskami, wskazujacymi
wyraznie iz cele rozprawy zostaly osiagnigte. Ponadto, zgadzam si¢ ze stwierdzeniem
Doktoranta, ze w przedstawionej rozprawie ,,po raz pierwszy usystematyzowano wyniki
wskazujace na promujgcy wpltyw receptora na proliferacje komoérek glejaka in vitro i

jednoczesnie pokazano korelacjg ze wzrostem guzow nowotworowych in vivo.”

Ocena edytorskiej strony rozprawy: Oceniana rozprawa ma dopracowana szate graficzng
1, co warte podkreslenia, w catosci jest opracowana bardzo starannie. Tekst rozprawy zostat
napisany w sposob klarowny, i nie budzi zastrzezeni pod wzgledem poprawnosci jezykowe;.
Doktorantowi udato si¢ zdecydowanie unikna¢ wiekszej liczby bledéw edytorskich, chociaz
pojedyncze jednak zauwazylam: w legendzie ryciny 4.39 figuruje powtdrzenie stowa

»---zahamowania receptora aktywnosci receptora P2X7”; z kolei zdanie na str. 88 u dohu,
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zostato niezrecznie sformutowane (,,Aby unikng¢ korzystania z agonistow 1 antagonistow,

wykorzystano obnizenie ilosci receptora P2X7 z wykorzystaniem matego interferujacego
RNA.).

Whiosek koncowy

Podsumowujgc, rozprawe doktorska mgr Damiana Matysniaka oceniam wysoko.
Przeprowadzone doswiadczenia zostaly starannie zaplanowane i wykonane. Rozprawa
zawiera interesujace wyniki, ktore nosza cechy odkry¢ naukowych. Doktorant wykazal si¢
odpowiednig wiedzg i umiejetnoscig prowadzenia badan naukowych. Poprawny styl i
logiczny ukfad dysertacji, odpowiednio cytowana literatura, sposdéb przedstawienia 1
omoOwienia wynikow wskazuja na dobre opanowanie przez Doktoranta warsztatu pracy
naukowej. Przytoczone powyzej nieliczne niedopatrzenia edytorskie nie maja wplywu na
warto$¢ naukowg ocenianej rozprawy i nie umniejszajg mojej bardzo dobrej oceny. Ponadto
wyniki stanowiace podstawe rozprawy zostaly juz czeSciowo opublikowane w dwdch
pracach (w Acta Biochimica Polonica oraz w Purinergic Signalling), w ktérych Doktorant

jest pierwszym autorem.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska pt. ,,Rola receptora P2X7 w
biologii glejaka” spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). W zwiazku z
powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN w Warszawie o dopuszczenie mgr Damiana MatyS$niaka do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie z uwagi na wysokg wartos¢ pracy, ktorej wyniki zostaty juz

opublikowane w renomowanych czasopismach, sklfadam wniosek o wyr6znienie rozprawy

doktorskiej.
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