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Celem omawianej rozprawy byto zbadanie roli czynnika transkrypcyjnego SRF i jego
koaktywatoréw: biatek MKL1 i MKL2 w regulacji rozwoju neuronow w trzech modelach
badawczych in vitro: w hodowli pierwotnych neuronéw myszy i szczura oraz neuronéw
pochodzacych z ludzkich komérek iPS. Zagadnienie podjete przez doktorantke wynika
bezposrednio z zainteresowan pani promotor, dr hab. Katarzyny Kalita-Bykowskiej, ktéra
od lat bada czynniki transkrypcyjne, ktére maja znaczenie dla rozwoju i zycia neurondéw.
Duzo uwagi poswiecg tez morfologicznym zmianom plastycznym, ktére zwigzane s3 z
dojrzewaniem uktadu nerwowego oraz jego funkcjonowaniem. Mozna $miato sugerowac,
ze odkrycia z udziatem dr hab. Kalita-Bykowskiej roli czynnikéw transkrypcyjnych i ich
koaktywatoréw w ksztattowaniu morfologii neuronéw i potaczenie tej wiedzy z rozwojem
choréb neuropsychiatrycznych maja istotne znaczenie dla wspotczesnej neurobiologii i
medycyny. Skuteczne stawianie czota wyzwaniom klinicznym wymaga dogiebnego
poznania mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw badanych patologii. Czynnik
odpowiedzi na surowice (SRF) jest gtéwnym czynnikiem transkrypcyjnym w mdzgu, ktéry
odpowiada z ksztattowanie i funkcje neuronéw w prawidtowo rozwijajgcym sie
osrodkowym uktadzie nerwowym, a wydaje sie, ze jego dysfunkcje wigzane s3 z
chorobami neurologicznymi. Zatem temat podjety przez Doktorantke jest rozwinieciem
prac promotorki Rozprawy i wpisuje sig w lini¢ badan podstawowych prowadzonych w
Pracowni Neurobiologii, Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.

Wyniki doswiadczen przedstawione w recenzowanej pracy wskazuja na wptyw czynnika
SRF na ksztatt dendrytéw i dojrzewanie kolcéw dendrytycznych w réznych modelach in
vitro, co uzupetnia wiedzeg o funkcji tego czynnika w rozwijajacych sie neuronach.

Ocena merytoryczna i formalna rozprawy

Rozprawa przygotowana jest zgodnie z obowigzujacymi zasadami dotyczacymi prac
doktorskich, ktére nie sg zbiorem opublikowanych artykutow. Doktorantka postuguje sie
poprawnym stylistycznie jezykiem, a podczas lektury pracy nie dostrzegtem zasadniczych
btedéw edytorskich czy uchybier stylistycznych, a nieliczne zasygnalizowane bedg w
dalszej czesci recenzji.

1 Pracownia Biologii Molekularne;
bzablocka@imdik.pan.pl



Monografia liczy 142 strony i ma klasyczny uktad. Po stronie tytutowej podano nazwy
dwéch grantéw, z ktérych byly finansowane badania przedstawione w rozprawie, a
ktorych kierownikiem byta promotor pracy. Nastepnie w kolejnosci czytamy spis treéci
monografii, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz liczacg 5 stron, alfabetyczng
lista skrétéw stosowanych w rozprawie. Po niej rozpoczyna sie rozdziat 1 czyli Wstep,
ktory podzielony jest na 14 podrozdziatéw, liczy 23 strony i zawiera wihasciwie
wyselekcjonowane informacje naukowe, zilustrowane siedmioma schematami i
przejrzystymi rycinami utatwiajacymi $ledzenie wywodu Doktorantki. Uwage zwraca
obecno$¢ dwéch podrozdziatéw poswigconych chorobom neurologicznym. Pierwszy z
nich, 1.5, przedstawia ogélny opis kliniczny i dane pozyskane z modeli badawczych, ktére
dotycza rozwoju drzewka i kolcéw dendrytycznych, a drugi, 1.14, przedstawia wyniki
badania neuronéw pochodzacych z komérek iPS wyprowadzonych z fibroblastéw chorych
z zespotem Retta lub tamliwego chromosomu X. Jest to ciekawy zabieg, ktéry, jak
rozumiem, ma uzasadni¢ wykorzystanie ludzkich iPSC w tej rozprawie.

W nastgpnym rozdziale zostat jasno przedstawiony cel badan, a cele szczegotowe
doprecyzowuja kombinacje uktadéw do$wiadczalnych aby przyblizyé sie do zrozumienia
sciezek poprzez ktére SRF reguluje rozwéj neurondw.

Obszerny, 26 stronicowy rozdzial Materialy i Metody otwierajg tabele pokazujace
wszystkie wykorzystywane w pracy odczynniki, enzymy, wektory i przeciwciata. W drugiej
czgsci opisane s3 metody hodowli i transfekcji réznych komérek, produkeji wektoréw
lentiwirusowych praz reakcji IF i PCR oraz analizy drzewa dendrytycznego: ksztattu,
struktury i gestodci kolcdw. Oposy wskazujg, ze Doktorantka opanowata m. in. metode
zaktadania hodowli pierwotnej komérek izolowanych z kory mézgu oraz skutecznych
manipulacji genetycznych wieloma réznymi plazmidami i wirusami. W pracy
wykorzystano trzy rézne modele badawcze: neurony pochodzace z hipokampa oseskéw
myszy transgenicznych przygotowanych do obnizenia ekspresji SRF (SRFo/flox) neurony
pierwotne kory mdézgu szczura oraz neurony pochodzace z ludzkich komérek iPS. Te
ostatnie zostaty wyprowadzone przez doktorantke z iPSC z komérek skory uzyskanych od
zdrowych kobiet i przeprogramowanych w zespole prof. Jacka Jaworskiego w MIBMiK.
Zastanawiam sie dlaczego badania mechanizméw molekularnych stojacych za
aktywnoscig czynnika transkrypcyjnego SRF (miRNA i SNP w MLK1/2) prowadzono
odpowiednio na neuronach pierwotnych myszy i szczura, a nie w jednym modelu
badawczym?

Najobszerniejszy (36 stron) rozdziat Wyniki przedstawia dane doéwiadczalne zebrane dla
weryfikacji zatozen pracy. We wszystkich trzech modelach badawczych wykazano, ze
manipulacje czynnikiem transkrypcyjnym SRF i jego aktywatorami MLK1/2 zdecydowanie
wptywajg na ksztaft drzewa dendrytycznego. Wykazano ztozono$¢ regulacii dojrzewania
drzewa dendrytycznego, w ktérym udziat biorg liczne mikroRNA oraz modyfikowaé go
mogg polimorfizmy wykryte w genach kodujacych koaktywatory MLK1/2.

W pierwszej czgsci wynikéw bardzo podoba mi sie charakterystyka rozwoju neuronéw
hipokampa myszy w czasie hodowli poprzez immunoblotting biatek charakterystycznych



dla dojrzatych komérek: PSD-95, receptoréw glutaminianu oraz CamKila. Czesto jest ona
pomijana i czas wyboru hodowli do doswiadczen opiera sie na danych literaturowych, a
hodowle moga rézni¢ sig od siebie. To dziatanie doktorantki oceniam bardzo dobrze.

W pracy przedstawiono wyniki uzyskane w hodowli neurondéw hipokampa myszy
dotyczgce zmian w ekspresji mikroRNA w warunkach obnizonej obecnosci SRF. Na Ryc. 15
zamieszczono mape ciepta, ktéra pokazuje, ze obecnoéé niektérych miRNA ulega
obnizeniu a innych podwyzszeniu w nieobecnoéci SRF. Do dalszych badan wybrano
mMiRNA-132. Potwierdzono badania przesiewowe i pokazano, ze w neuronach mysich z
obnizonym poziomem SRF ekspresja miRNA-132 ulegta obnizeniu. Jednak jego
nadekspresja w tych neuronach nie przywrécita , dzikiej” morfologii dendrytéw i kolcéw
dendrytycznych. Ciekawa jestem czy badano wptyw innych miRNA o obnizonej ekspresji
z listy przedstawionej na Ryc 15. Czy nadekspresja ktéregos z nich wplyneta na morfologie
i dojrzewanie dendrytow? Jakie inne skutki komérkowe moze mieé¢ obnizenie ekspresji
SRF na rozwijajace sie neurony poza wptywem na rozwoj drzewa i dojrzewania kolcow
dendrtycznych? Z mapy ciepta wynika tez ze niektdrych z badanych miRNA jest wiecej w
neuronach pozbawionych SRE niz w komérkach prawidtowych. Ciekawa jestem zdania
Doktorantki na temat tego wyniku.

W mojej opinii najciekawsza cze$¢ pracy to weryfikacja zatozenia, ze polimorfizmy
pojedynczych nukleotydéw (SNP) i mutacje wystepujace naturalnie w genach kodujacych
koakywatory SRE moga zmieni¢ ich funkcje i wptywac na aktywnos¢ transkrypcyjng i
dojrzewanie neuronéw. Zatozenie opiera sie na powiazaniu wystepowania SNP ze
zwigkszonym ryzykiem wystapienia zaburzeri psychicznych. Ta cze$é badan prowadzona
byta na neuronach kory mézgu szczura. Szkoda, ze majgc model ludzkich neuronéw
pozyskanych z komérek iPS, nie wykorzystano go do tych doéwiadczer, co bytoby logiczng
konsekwencja badania ludzkich SNP. Pozostajac przy tym ostatnim modelu badawczym,
nie jest dla mnie jasne w jakim celu sprawdzano krétkie tandemowe powtodrzenia w celu
okreslenia pokrewieristwa osoby — dawcy komérek. Badanie to nie wnosi nowej
informaciji o funkcji SRE w neuronach. Natomiast wszystkie kontrolne dziatania dotyczace
sprawdzenia zdolnosci komdérek iPS do réznicowania w trzy listki zarodkowe oraz badanie
czynnikéw pluripotencji uwazam za waine z racji przedstawienia dowodéw na

prawidtowe wyniki manipulacji molekularnych w tym skomplikowanym uktadzie
doswiadczalnym.

Wracajac do SNP w genach kodujacych MLK, wykonano szereg doéwiadczen dotyczacych
wptywu poszczegdinych, wybranych wariantéw biatek MLK na wtadciwodci tra nskrypcyjne
SRE, ksztaft i rozlegtos¢ drzewa dendrytycznego neuronéw kory moézgu szczura, ktérych
wyniki mozna podsumowaé, ze modyfikujg badane parametry, ale nie dopatrzytam sie
jakiej$ konsekwencji w efektach poszczegélnych SNP. Np. polimorfizmy R31H oraz P344L
w MKL1 nie zmieniajg lokalizacji komérkowej i aktywnosci transkrypcyjnej czynnika ani
liczby dendrytéw, ale statystycznie istotnie zmniejszajg dtugos¢ dendrytéw. Majac
swiadomos¢ bardzo skomplikowanej sieci regulacji wzrostu i dojrzewania neuronéw
ciekawa jestem jakie, zdaniem Doktorantki, kolejne doéwiadczenia mozna zaprojektowaé



na podstawie tych wynikéw aby bardziej wnikliwie powigza¢ dany SNP z zaburzeniem/ami
psychicznymi, i czy to w ogdle jest mozliwe.

Dyskusja zajmuje 10 stron i jest odniesieniem uzyskanych wynikéw do prac innych
autorow o zblizonej tematyce. Struktura Dyskusji odzwierciedla uktad rozdziatu ,Cele
pracy”. Najwiecej uwagi poswiecono rozwojowi drzewa i kolcow dendrytycznych w
kontekscie poréwnania wynikéw wiasnych z otrzymanymi w innych modelach oraz tkance
postmortem. Ciekawa jest tez dyskusja miejsc polimorficznych w MLK i préba powiazania
ich lokalizacji w strukturze biatka ze skutkiem biologicznym w postaci lokalizacji
komdrkowej/aktywacji koaktywatora czynnika transkrypcyjnego i wptywowi na ekspresje
genu reporterowego.

Cenne jest tez zamieszczenie po Dyskusji rozdziatu Podsumowanie i Wnioski, gdzie w 6
punktach przedstawione s3 osiagnigcia pracy , po ktérych nastepuje wniosek koncowy.
Rozdziat jest przejrzysty nie ma w nim nadinterpretacji. Bibliografia jest bardzo obszerna
(25 stron), uwzglednia artykuty opublikowane zaréwno w ostatnich pigciu latach jak i
odnosniki do wczesniejszych prac. Na kofcu zamieszczono spis dorobku naukowego
Doktorantki. Czg$¢ przedstawionych w Rozprawie wynikéw zostata juz opublikowana w
prestizowych czasopismach.

Proporcja poszczegdlnych czgsci pracy jest odpowiednia. Rozprawa w przejrzysty sposob
dostarcza wszystkich informacji pozwalajacych na ocene oryginalnosci i istotnoéci
rozwigzanego problemu naukowego, ogéInej wiedzy Doktorantki w uprawianej dziedzinie
i umiejetnosci prowadzenia i dyskusji badan naukowych.

Uwagi edycyjne i jezykowe

Praca przygotowana jest starannie. Autorka sprawnie postuguje sig¢ naukowym jezykiem.
Mozna wskazac tylko kilka niedociggniec:

* PSDto po polsku zageszczenie postsynaptyczne bowiem Gestos¢ to wielkosé fizyczna
czyli masa witasciwa — stosunek masy pewnej iloéci substancji do zajmowanej przez
nig objetosci.

* Czesto stosowanym terminem, w réznych odmianach stylistycznych jest okreélenie
»istotnie statystyczny” (np. str. 87) zamiast sformutowanie statystycznie istotny.

e Brak legendy do ryciny 31 d), str 95

Podsumowanie

Wysoko oceniam przedstawiong do oceny dysertacje. Rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie istotnego poznawczo i wymagajacego metodycznie problemu naukowego.
Rzetelnie przeprowadzone badania, z zastosowaniem ztozonego  warsztatu
metodycznego i odpowiednich kontroli, doprowadzity do uzupetnienia dotychczasowej
wiedzy o roli czynnika transkrypcyjnego SRF i jego koaktywatoréw MLK1 i 2 w
rozwijajacych sig neuronach. Uzyskane wyniki majg w wiekszosci oryginalny charakter. Co



wazne, rezultaty badan inspiruja do formufowania kolejnych pytan, odkrywajg zatem
nowe horyzonty poznawcze.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2023 r. poz. 742 z p6in. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr inz. Leny
Majchrowicz do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

e
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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr inz. Leny Majchrowicz

»Rola czynnika odpowiedzi na surowice — SRF oraz jego koaktywatorow —

’

MKL1 i MKL2 w regulacji rozwoju neuronéw’

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA ROZPRAWY

Rozprawa doktorska mgr inz. Leny Majchrowicz powstata pod kierunkiem dr hab.
Katarzyny Kality-Bykowskiej, profesor Instytutu Nenckiego PAN (Promotor) i dr Ewy
Liszewskiej (Promotor pomocniczy) w Pracowni Neurobiologii Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w formie liczacego 142 strony opracowania,
w ktérym wyodrgbniono typowe rozdziaty, jakimi sg: Streszczenie w j. polskim i angielskim,
Spis skrotow, Wstep, Cele pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie
i wnioski oraz Bibliografia. Dodatkowym elementem opracowania jest wykaz publikacji
stanowigcych Dorobek naukowy Doktorantki, w ktorym wskazano 2 artykuly zawierajgce
wyniki przedstawione w rozprawie: Roszkowska i wsp. 2022 (Cell Mol Life Sci) oraz
Liszewska i wsp. 2021 (Stem Cell Res). W spisie cytowanego pi$miennictwa znalazto si¢ 377
publikacji, gtéwnie anglojezycznych. Struktura przedtozonej do oceny rozprawy doktorskiej

W pelni odpowiada przyjetym standardom.

Z informacji na temat zrodet finansowania podjetych badan wynika, ze byly nimi
2 granty Narodowego Centrum Nauki zdobyte przez dr hab. Katarzyne Kalite-Bykowska
w konkursach SONATA BIS i OPUS, odpowiednio, na projekt pt. Rola biatka serum response
factor (SRF) w regulacji plastycznosci homeostatycznej oraz projekt pt. Rola biatek MKL
W regulacji ekspresji genow, rozwoju synaps i chorob neurorozwojowych.

Dotychczasowy dorobek publikacyjny Autorki rozprawy obejmuje 7 artykutow
naukowych opublikowanych na przestrzeni 6 lat w czasopismach: Cell Mol Life Sci
(Roszkowska i wsp. 2022), Stem Cell Res (Liszewska i wsp. 2021), Dis Aquat Org (Satora
i wsp. 2022), Free Radic Biol Med (Sotek i wsp. 2022), Environ Res (Sotek i wsp. 2018),
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Toxicology (Sotek i wsp. 2017) oraz Electrotechnical Rev (Koziorowska i wsp. 2017). Laczny
wspotczynnik wptywu (Impact Factor) wynosi niemal 27, co potwierdza rzetelnos¢
prowadzonych badan i wspotgra z rozwojem naukowym Doktorantki.

MERYTORYCZNA ANALIZA ROZPRAWY

Streszczenie/Abstract w sposob niezwykle jasny przedstawia ide¢ badan podjetych
przez Doktorantke oraz najwazniejsze wyniki, ktore sg tozsame z wynikami badan opisanymi
w rozdziale Wyniki. W nawigzaniu do tytutu rozprawy, o$ badan stanowi czynnik odpowiedzi
na surowice (SRF) i jego koaktywatory, MKL1 i MKL2. Natomiast gtéwnym celem badan jest
ustalenie, w jaki sposob SRF i jego koaktywatory MKL wptywaja na powstawanie
i dojrzewanie drzew i kolcow dendrytycznych.

Na 24 stronach Wstepu znalazly si¢ podrozdziaty poswiecone m.in. budowie i funkcji
neuronoéw, drzewa dendrytycznego i kolcow dendrytycznych, budowie synaps i plastycznosci,
a dalej chorobom zwigzanym z zaburzeniami rozwoju drzewa dendrytycznego i kolcow
dendrytycznych (spektrum autyzmu, zespét tamliwego chromosomu X, zespot Retta,
schizofrenia, choroba dwubiegunowa), czynnikowi SRF i jego koaktywatorom MKL, az po
modelowanie zaburzen rozwoju i dojrzewania neurondéw z uzyciem hodowli pierwotnych
neuronow gryzoni i ludzkich neurondéw pochodzacych z iPSC. Ostatni podrozdziat dotyczy
modelowania chorob neurologicznych w oparciu o komoérki wywiedzione z iPSC, zwtaszcza
zespohu tamliwego chromosomu X, autyzmu, schizofrenii i zespotu Retta. Na tym etapie (str.
37) do rozprawy wkradta si¢ drobna niekonsekwencja polegajaca na zamiennym uzyciu
okreslenia ,,spektrum autyzmu/ASD” i ,,autyzm”, mimo iz obydwa pojecia nie oznaczaja
doktadnie tego samego zaburzenia. Wstep zostat zilustrowany 7 rycinami, ktore przedstawiaja
w schematyczny sposdb m.in. budowe¢ neuronu, rozw6j komorki nerwowej 1 formowanie
drzewa dendrytycznego, ksztalty, rozwoj 1 dojrzewanie kolcow dendrytycznych, budowe biatka
SRF i jego koaktywatorow MKL oraz zalezng od nich regulacj¢ transkrypcji. Ponadto Wstep
zawiera tabele z wykazem polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (SNP) w obrgbie ludzkich
genéw MKL1 i MKL2, co zostalo powigzane z chorobami neurorozwojowymi, takimi jak
schizofrenia, mikrocefalia czy spektrum autyzmu.

Ten pierwszy rozdzial rozprawy doktorskiej zostal napisany bardzo tadnym
i trafiajacym w sedno jezykiem. Czyta si¢ go z przyjemnoscia, poniewaz Doktorantka bardzo
sprawnie przeprowadza czytelnika przez meandry wiedzy od catkiem ogolnej do bardzo
szczegbtowej. Uzasadnia przy tym w sposob przekonujacy wybor przedmiotu badan.
Z obowiazku recenzenta wymieniam kilka drobnych potknie¢ jezykowych: str. 18, w zdaniu
»Filopodia to postac¢ kolcow dendrytycznych .... we wczesnych etapach rozwoju’ sugeruje
zamieni¢ wyraz ,,we” na ,,na”. Na tej samej stronie jest ,,10 %” a powinno by¢ ,,10%”; str. 27,
pierwsze zdanie w podrozdziale 1.8 jest niezrozumiale, przypuszczalnie z powodu braku
przecinka; str. 29, w tytule podrozdziatu 1.9 ,,Potranskrypcyjna regulacji ekspresji genow
Z udziatem mikroRNA” powinno by¢ ,,regulacja”; str. 30, w zdaniu ,,Na poziomie komorkowym
oba biatka zlokalizowane sq w ciele komorki i dendrytach, zas ich obecnos¢ potwierdzono



rowniez w kolcach dendrytycznych ...” sugeruj¢ zamienic ,,zas” na ,,przy czym”; str. 35, zdanie
,,Potwierdzenie specyficznego dla zaburzenia fenotypu komorek uzyskanych z iPSC pacjentow
jest kluczowe samego jej modelowania™ nie jest w petni zrozumiate.

Kolejnym rozdziatem sg Cele pracy, ktore zostaty sformutowane jako: 1. Okreslenie roli
czynnika transkrypcyjnego SRF i jego koaktywatorow, MKL1 i MKL2, w regulacji rozwoju
mysich i szczurzych neuronéw w hodowli in vitro. 11. Ustalenie, czy wyciszenie czynnika SRF
wptywa na budowe ludzkich neuronéw pochodzacych z iPSC. Natomiast szczegdlowe cele
badawcze obejmujg: a. zbadanie wptywu SRF na dojrzewanie drzewa dendrytycznego i kolcow
dendrytycznych w mysich neuronach in vitro; b. weryfikacj¢ udzialu mikroRNA-132
w regulacji ksztattu kolcow dendrytycznych w neuronach pozbawionych SRF; c. sprawdzenie,
czy zmiany pojedynczych nukleotydow w genach MKL1 i MKL2 wywieraja wplyw na funkcje
kodowanych przez nie biatek; d. ustalenie, w jakim stopniu SRF reguluje ksztattowanie drzewa
dendrytycznego w pochodzacych z komoérek iPSC ludzkich neuronach. W tych szczegotowych
celach, w punktach b i c, brakuje informacji precyzujacej pochodzenie neuronéw. Szkoda
rowniez, ze Doktorantka nie pokusita si¢ o sformutowanie hipotezy badawczej, co pozwolitoby
juz na tym etapie zasugerowac kierunek spodziewanych zmian.

Postgp w generowaniu myszy z nokautem Srf i jego koaktywatorow umozliwit
identyfikacj¢ nowych gendow regulowanych przez SRF w obrgbie uktadu nerwowego, a takze
wskazal na znaczenie tego czynnika w rozwoju moézgu i plastycznosci oraz powigzat go m.in.
z epilepsja, reakcja na stres i uzaleznieniem od narkotykow (Tabuchi i Ihara, 2022; Neurochem
Res). Najnowsze badania prowadzone na Uniwersytecie Stanforda (we wspotpracy z 3 innymi
o$rodkami naukowymi) dowodza, ze podczas mielinizacji OUN cytoszkielet oligodendrocytow
jest regulowany przez SRF, a nokaut genu kodujacego ten czynnik powoduje wzrost ekspresji
gendw zwigzanych ze starzeniem i chorobami neurodegeneracyjnymi (Iram i wsp. 2024,
PNAS). Zwazywszy ze zarowno starzenie populacji, jak i choroby zwyrodnieniowe moézgu
stanowig powazne problemy cywilizacyjne, cele rozprawy doktorskiej zwigzane z rolg biatka
SRF i jego koaktywatorow MKL sg adekwatne do wyzwan stawianych wspotczesnej
medycynie i nauce.

Rozdziat Materialy i metody liczy 28 stron a w podrozdziale Materiaty i ich pochodzenie
zawiera szczegOtowy wykaz rdéznego rodzaju odczynnikow, wektorow plazmidowych,
enzyméow restrykcyjnych, przeciwciat (z podaniem miana) i gotowych zestawow do analiz
molekularnych z uwzglednieniem nazw producentéw. Zostaly w nim réwniez wymienione
zwierzeta doswiadczalne, ktore scharakteryzowano jako: oseski szczuréw szczepu Wistar,
oseski myszy szczepu C57BL/6J i oseski myszy szczepu SRFMMox 7 kolei w podrozdziale
Metody opisano m.in. pierwotne hodowle neuronéw mysich i szczurzych, wyprowadzanie,
hodowle i réznicowanie ludzkich iPSC w neurony, formowanie kul zarodkowych, a takze
mutageneze¢ ukierunkowana, konstrukcje/produkcje wektoréw lentiwirusowych zawierajgcych
konstrukt shRNA dla genu Srf, transfekcje i transdukcje neuronow oraz wyciszanie genu Srf
w ludzkich i mysich neuronach. Dopelnieniem tego podrozdziatu sa informacje na temat
analizy krotkich tandemowych powtdrzen, analizy integracji wirusa z genomem iPSC, pomiaru
aktywnosci transkrypcyjnej, reakcji RT-PCR i qPCR, western blot, jak réwniez wykonanych



barwien immuno-fluorescencyjnych, analiz struktury i gestosci kolcow dendrytycznych,
ksztattu drzewa dendrytycznego, a w koncu analizy statystycznej danych i opracowania
wynikow. Rozdziat zostal uzupeliony: 2 schematami tj. schematem réznicowania iPSC
W neuralne komorki macierzyste metoda podwodjnego hamowania biateck SMAD oraz
schematem obrobki zdje¢ do analizy drzewa dendrytycznego; 7 tabelami zawierajgcymi m.in.
sekwencje starterow z wprowadzonymi mutacjami w genach MKL1 i MKL2, sekwencje
oligonukleotydéow do skonstruowania plazmidu kodujacego shRNA dla genu Srf, wykazy
plazmidow zastosowanych do produkcji lentiwiruséw i wyciszenia genu Srf, jak rowniez
sekwencje starterow do analizy ekspresji transgenu wirusowego i czynnikéw pluripotencji
w iPSC.

Wachlarz metod stuzacych osiggnigciu przez Doktorantke wytyczonych celéw
badawczych budzi moje uznanie, cho¢ zdaj¢ sobie sprawe, ze kompetencjami w stosowaniu
zaawansowanych metod z zakresu biologii komorki, biologii molekularnej, inzynierii
genetycznej, klonowania i biotechnologii molekularnej dzielity si¢ z Doktorantka Panie
Promotor i Promotor pomocniczy. Moj autentyczny podziw budzg wymagajace
benedyktynskiej wrecz pracowito$ci analizy morfologii kolcow dendrytycznych i drzewa
dendrytycznego, a takze be¢dace nadal ogromnym wyzwaniem (pomimo intensywnych
wysitkow) doswiadczenia wykonane na hodowlach ludzkich neuronow wyprowadzonych
z IPSC. Wszystkie analizy i pomiary posiadaja wiasciwe uktady odniesienia i kontrole, co
wskazuje na rzetelne przygotowanie Doktorantki do samodzielnego prowadzenia badan.
Zuwag krytycznych dotyczacych rozdziatu Materialy i metody, opis analizy krotkich
tandemowych powtorzen (podrozdziat 3.2.9, str. 56) jest nad wyraz lakoniczny. Z drobnych
btedow, trochg¢ razi konsekwentnie rozdzielna pisownia cyfry/liczby i znaku % np. 1 % SDS
zamiast poprawnego 1% SDS (podrozdziat 3.2.17, str. 63).

Liczacy 37 stron rozdziat Wyniki zawiera opis rezultatow do$wiadczen wykonanych
w oparciu o hodowle pierwotne neuronow myszy (A) i szczura (B) oraz neurondéw ludzkich
wyprowadzonych z iPSC (C).

A. Dos$wiadczenia przeprowadzone na pierwotnych hodowlach neuronéw hipokampa myszy

dostarczvyly informacji na temat:

I.  Poziomu bialek NR1, GluR1, GluR2, PSD95 i CamKlla oraz tempa formowania si¢
kolcow dendrytycznych 1 rozwoju drzewa dendrytycznego w réznych dniach hodowli
in vitro (wizualizacja w oparciu o biatko GFP).

ii.  Obnizenia poziomu bialka SRF oraz zmniejszenia gestosci, wydtuzenia i zmiany
ksztattu kolcow dendrytycznych w komoérkach hipokampa myszy SRF"' z delecja genu
Srf w obecnos$ci rekombinazy Cre (po transfekcji Cre).

iii.  Spadku liczby zakonczen dendrytycznych, skrocenia catkowitej dlugosci dendrytow
I mniejszej ztozonosci drzewa dendrytycznego w neuronach z obnizonym poziomem
SRF.

iv.  Spadku ekspresji wybranych mikroRNA tj. miR-132-3p i miR-212-3p w neuronach
Z obnizonym poziomem biatka SRF (analiza mikromacierzy i gRT-PCR).



V.  Braku zaleznosci pomiedzy zwickszonym poziomem miR-132 (mimic-132) a gestoscia,
dlugoscia 1 ksztattem kolcow dendrytycznych w neuronach z obnizonym poziomem
SRF.

B. Doswiadczenia przeprowadzone na pierwotnych hodowlach neuronéw kory mozgowej

szczura dostarczyly informacii na temat:

i.  Wplywu zamiany pojedynczych nukleotydow na subkomorkows lokalizacje biatek
MKL1 i MKL2 oraz aktywnos$¢ transkrypcyjng (tylko niektore warianty MKL2
spowodowaty spadek lokalizacji jadrowej i rozproszonej, w MKL1 zamiana proliny na
leucyng w pozycjach 2 i 244 hamowata aktywnos$¢ transkrypcyjng, w MKL2 zamiana
cysteiny na argining w pozycji 647 hamowata aktywnos$¢ transkrypcyjng).

ii.  Wazrostu liczby =zakonczen dendrytycznych i calkowitej dlugosci dendrytow
w neuronach z nadekspresja/nadprodukcja MKL1 i MKL2.

iii.  Wplywu zamiany pojedynczych nukleotydow w konstruktach MKL1 i MKL2 na liczbe
zakonczen dendrytycznych, catkowita dlugos¢ dendrytow, a takze ksztaltt 1 pole
powierzchni drzewa dendrytycznego (wszystkie warianty MKL1 i 2 warianty MKL2
spowodowaty skrocenie catkowitej dlugosci dendrytow, tylko 1 wariant MKLI
zmniejszyt gesto$¢ zakonczen dendrytycznych).

C. Dos$wiadczenia przeprowadzone na neuronach ludzkich wyprowadzonych z iPSC
dostarczyty informacji na temat:

i.  Obnizenia poziomu biatka SRF w neuralnych komoérkach macierzystych (NSC) po
wyciszeniu genu Srf z uzyciem shRNA, co skutkowalo obnizeniem poziomu SRF
w neuronach.

ii.  Wazrostu liczby zakonczen (ShSRF1, shSRF2) i tacznej dtugosci (shSRF1) dendrytow
W neuronach z obnizonym poziomem SRF.

lii.  Zmiany ksztattu drzewa dendrytycznego (analiza Scholla, pole powierzchni, liczba
przecig¢ dendrytdw) w neuronach z obnizonym poziomem SRF.

Doswiadczenia na neuronach ludzkich zostalty poprzedzone uzyskaniem 2 linii iPSC tj. ELE10
i ELE30, potwierdzeniem obecnosci genéow 1 markeréw pluripotencji oraz braku
zanieczyszczen mykoplazma, a takze analizg krétkich tandemowych powtérzen (STR) stuzaca
wykazaniu zgodnosci profili DNA komorek iPSC 1 ludzkich fibroblastow, ktore ulegly
przeprogramowaniu w iPSC. Wykonano réwniez analizg ekspresji transgenu pochodzacego
z wirusa uzytego do przeprogramowania fibroblastow i stwierdzono brak ekspresji kasety
przeprogramowujacej w liniach iPSC, co byto efektem pozadanym.

Przy wielo$ci parametrow i analiz, doceniam tabele nr 10 1 11, ktore tacza okreslone
warianty MKL1 i/lub MKL2 z uposledzeniem transkrypcji i ksztattem drzewa dendrytycznego
w neuronach kory moézgowej szczura. Na tym etapie lektury nasuwa si¢ pytanie, w jakim
stopniu wywotane niedoborem SRF zmiany dotyczace kolcow dendrytycznych (Ryc. 14) sg
uzaleznione od zmian zwigzanych z drzewem dendrytycznym (Ryc. 18). Moje zastrzezenia
budzi opis ryciny nr 10, w mysl ktorego w kolejnych dniach hodowli nastepuje wzrost poziomu
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biatek charakterystycznych dla dojrzatych neuronéw. Moim zdaniem nalezato doprecyzowac,
ze chodzi o wzrost w odniesieniu do 5. i/lub 7. DIV, poniewaz np. poziom biatka NR1 nie
wzrasta miedzy 15 a 17 DIV, za$ obniza si¢ miedzy 17 a 21 DIV. Rycina nr 37¢ nie jest w pelni
zrozumiata, poniewaz, mimo iz opis ryciny to sugeruje (str. 103-104), nie ma na niej
zaznaczonych statystycznie istotnych réznic. W ostatnim zdaniu na str. 104 sugeruj¢ zamienic¢
wyraz ,,spadku’ na ,,zmniejszeniu’.

Rozdziat Dyskusja liczy 11 stron i zawiera 6 podrozdzialow odnoszacych si¢ do
zastosowanych modeli badawczych oraz uzyskanych na ich podstawie wynikow. Autorka
rozprawy umiejetnie opisuje wlasne dokonania i konfrontuje je z odkryciami innych badaczy.
Potwierdzenie wilasciwego doboru modelu w kontekscie badan innych naukowcow jest ze
wszech miar stuszne. Jednak odwotujac si¢ do wlasnej publikacji tj. Roszkowska i wsp. 2022
Doktorantka pomija lub tez niewystarczajaco podkresla informacje o zawartych w niej
wiasnych oryginalnych wynikach tozsamych z wynikami zawartymi w niniejszej rozprawie.
W tym rozdziale szczegélnie dobre wrazenie wywarla na mnie proba wytlumaczenia
przeciwnych zmian wywotanych deficytem SRF w neuronach hipokampa myszy (Ryc. 18;
spadek liczby zakonczen dendrytycznych, skrécenie catkowitej dtugosci dendrytow) oraz
w neuronach ludzkich wyprowadzonych z iPSC (Ryc. 37; wzrost liczby zakonczen dendrytow,
wydluzenie tgcznej dtugosci dendrytow). Z uwag krytycznych, w zdaniu na str. 107: ,,Wphw
SRF na zmniejszenie liczby kolcow dendrytycznych w mysim modelu zaobserwowano rowniez
w badaniach przeprowadzonych przez Stritt i Knoll (2010) ” brakuje doprecyzowania, ze chodzi
o wptyw niedoboru SRF (ang. conditional SRF ablation). Na str. 107 4-krotne cytowanie tej
samej publikacji tj. Roszkowska i in., 2022, niemal zdanie po zdaniu jest niefortunne.

Rozdziat Podsumowanie i Wnioski budzi moj niedosyt z dwoch powodow. Po pierwsze,
w podsumowaniu nie uwzglgdniono do$§wiadczen zwigzanych m.in. z biatkami NR1, GIuR1,
GluR2, PSD95 1 CamKlla (charakterystyka dojrzewania mysich neurondéw hipokampa
w hodowli in vitro) oraz mikroRNA (zwtaszcza miR-132 i miR-212-3p). Po drugie, mimo
uzyskania oryginalnych wynikow, wnioski sformutowano nad wyraz oszczednie i nie
pokuszono si¢ o przedstawienie ich w formie schematu.

PODSUMOWANIE i WNIOSEK KONCOWY

W mojej opinii gldwnym osiggnieciem Doktorantki jest wykazanie, ze: 1. Czynnik SRF
warunkuje prawidtowy rozwdj i dojrzewanie kolcoéw dendrytycznych oraz formowanie drzew
dendrytycznych, przy czym niedobor SRF moze spowodowac: a. spadek liczby zakonczen
dendrytycznych, skrocenie catkowitej dtugosci dendrytéw i zmniejszenie zlozonosci drzewa
dendrytycznego, jak to zaobserwowano w postnatalnych neuronach hipokampa myszy,
wzglednie b. wzrost liczby zakonczen dendrytow i wydtuzenie tacznej dtugosci dendrytow, co
stwierdzono w neuronach ludzkich wyprowadzonych z iPSC. 11. Nadprodukcja koaktywatorow
SRF, jakimi sg MKL1 1 MKL2, stymuluje liczbe zakonczen dendrytycznych i1 catkowitg
dhugos¢ dendrytow. 111. Polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw w genach MKL1 i/lub MKL2
zmieniajg subkomorkowsq lokalizacje kodowanych przez nie biatek, hamujg transkrypcje,



skracajg calkowita dlugos¢ dendrytow i zmniejszajg gesto$¢ zakonczen dendrytycznych
w neuronach kory mozgowej szczura.

Rozprawe doktorska Pani mgr inz. Leny Majchrowicz oceniam bardzo wysoko,
anieliczne uwagi krytyczne, ktoére przytaczam z obowigzku recenzenta, nie umniejszaja
wartosci badan idokonanych odkry¢ naukowych. Wyniki badan sg wysoce oryginalne
i wiarygodne, poniewaz zostaly uzyskane z wykorzystaniem zawansowanych technologii
i zachowaniem najwyzszych standardéw. Aktualno$¢ badan i ich potencjalny wkiad
w zrozumienie patofizjologii choréb neurorozwojowych na poziomie regulacji drzew i kolcow
dendrytycznych nie budzg zastrzezen.

Rozprawa doktorska mgr inz. Leny Majchrowicz pt. ,,Rola czynnika odpowiedzi na
surowice — SRF oraz jego koaktywatorow — MKL1 i MKL2 w regulacji rozwoju neuronow”
spelnia wymagania okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.). W zwigzku
z powyzszym, wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr inz. Leny Majchrowicz do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora.

- ‘\
Krakow, 6 maja 2024 r. Matgorzatd Kajta
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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Leny Majchrowicz pt.
“Rola czynnika odpowiedzi a surowice-SRF oraz jego koaktywatoréw - MKL1 i MKL2

w regulacji rozwoju neuronow”.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Leny Majchrowicz zostata
wykonana pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Kality-Bykowskiej, profesor Instytutu
Nenckiego PAN oraz dr Ewy Liszewskiej w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego w Warszawie.

Prawidlowy rozw6j mozgu jest mozliwy dzigki realizacji programu genetycznego w
ktorym czynniki transkrypcyjne i ich koaktywatory takie jak SRF czy MKL1 i MKL2
odgrywaja kluczowa role. W swojej pracy doktorskiej mgr inz. Lena Majchrowicz wykazata
udzial czynnika transkrypcyjnego SRF w regulacji dojrzewania komorek nerwowych, a
specyficznie w rozwoju drzewa dendrytycznego oraz kolcéw dendrytycznych. Udowodnita tez
wptyw polimorfizmoéw pojedynczych nukleotydow w koaktywatorach MKL1 i MKL2 na ich

aktywno$¢ transkrypcyjna oraz potencjat regulacji rozwoju neuronéw w hodowli in vitro.

Praca ma klasyczng budowe 1 sktada si¢ ze wstgpu, rozdziatu opisujgcego metody,
wyniki oraz z dyskusji. Bibliografia zawiera 337 cytowan. Jako osobne rozdzialy zostaly
wydzielone Cel pracy oraz Podsumowanie i wnioski. Praca zawiera wymagane streszczenie w

jezyku angielskim 1 polskim.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest napisana jasnym, zrozumiatym
jezykiem dzigki czemu czytelnik nie ma problemu z jej $ledzeniem. We Wstepie Autorka

wprowadza czytelnika w tematyke pracy opisujac aktualny stan wiedzy na temat



molekularnych mechanizméw morfogenezy wypustek neuronalnych 1 rozwoju drzewa
dendrytycznego oraz ich zaburzenia w chorobach neurorozwojowych, schizofrenii czy
spektrum autyzmu.

Oddzielne rozdzialy poswigca autorka charakterystyce czynnika transkrypcyjnego SRF
oraz koaktywatotom z rodziny MKL, opisujac szczegdtowo ich budowe strukturalng i funkcje
poszczegdlnych domen. Duza c¢ze$¢ wstepu poswiecona jest opisowi modeli
wykorzystywanych do badan rozwoju neurondw in vitro, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem
wykorzystania indukowanych pluripotentnych komoérek macierzystych iPSC. W tej cze$ci
pracy zabraklo mi nieco szerszego omoéwienia regulacji ekspresji genow przez mikroRNA, ze
szczegolnym uwzglednieniem miR-132, ktérego regulacje i funkcje w rozwoju kolcow
dendrytycznych Autorka badata w swojej pracy.

Poza ta drobng uwaga uwazam, ze Wstep w sposoéb wystarczajacy wprowadza

czytelnika do zagadnien opisanych w wynikach.

Sekcja Materialy i Metody jest dostatecznie wyczerpujaca, a jednocze$nie
odpowiednio zwi¢zla i nie mam do niej uwag krytycznych. Autorka opisata uzyte metody w
taki sposob, ze z pewnoscig daloby si¢ powtdrzy¢ wykonane do$wiadczenia, a przy tym
odniostam wrazenie ze doktadnie je rozumie. Praca jest bogata metodycznie i wida¢ ze do jej
wykonania autorka musiata opanowa¢ zaawansowane metody hodowli 1 transfekcji komorek
nerwowych, ich obrazowania w mikroskopie konfokalnym a takze podstawowe metody
biologii molekularnej. Na szczegdlng uwage zastuguje opanowanie metod wyprowadzania i

hodowli ludzkich komoérek iPS.

Wyniki sa opisane w sposéb klarowny a eksperymenty zaplanowano z nalezyta
starannoscig 1 troska o odpowiednie kontrole. Pierwsza cze$¢ tego rozdziatu pokazuje zmiany
w poziomie ekspresji bialek synaptycznych w trakcie rozwoju hodowli komorek hipokampa.
Przedstawione na Rycinie 10 wyniki analizy western blot s3g wyjatkowo stabej jakosci. By¢
moze warto byloby jednak pokusi¢ si¢ o analiz¢ densytometryczng aby oszacowac jakiego
rzedu wzrost ilo$ci bialek synaptycznych towarzyszy rozwojowi neurondw mysich w hodowli
in vitro.

Hodowle neuronéw hipokampalnych prowadzone przez Autorke zostaty takze
przetestowane pod wzgledem rozwoju drzewa dendrytycznego i kolcow dendrytycznych. W
hodowlach uzyskanych z myszy SRF flox/flox doktorantka wyciszata ekspresj¢ biatka SRF

poprzez transfekcj¢ Cre rekombinazy, a nastgpnie badata wplyw tego wyciszenia na



plastycznos$¢ strukturalng kolcow dendrytycznych. Wyciszenie SRF zmniejszato gestosé i
zwiekszato dlugos¢ kolcow dendrytycznych. Aby uzyska¢ wglad w molekularne przyczyny
obserwowanych zmian, Autorka przeanalizowata zmiany poziomu ekspresji mikroRNA
wywotane obnizonym poziomem biatka SRF. Co ciekawe, znacznemu obnizeniu ulegt poziom
mMiR-132, ktory jest znany z wptywu na ksztatt kolcow dendrytycznych, a jego nadekspresja w
neuronach prowadzi do zmiany ksztattu kolcow dendrytycznych w kierunku kolcow
grzybkowatych.

W dos$wiadczeniach Autorki pracy nadekspresja miR-132 w neuronach kontrolnych i z
obnizonym poziomem SRF nie wywotata zadnego efektu na gestos¢, dhugo$¢ lub ksztatt
kolcow dendrytycznych. Moj niepokoj budzi zwiaszcza brak wplywu miR-132 na ksztalt
kolcow dendrytycznych w warunkach kontrolnych. Czy Doktorantka moglaby zaproponowac
(i przedstawi¢ podczas obrony) doswiadczenie, w ktorym datoby si¢ skontrolowaé czy uzyty
do nadekspresji miR-132 mimic jest funkcjonalny w neuronach?

Nastepnie Autorka pracy opisuje wplyw wyciszenia ekspresji bialkka SRF co
spowodowato znaczne zmniejszenie ztozonosci drzewa dendrytycznego. Uwazam, ze rozdziat
ten powinien si¢ znalez¢ bezposrednio za rozdziatem opisujacym wplyw wyciszenia SRF na
morfologie kolcow dendrytycznych, gdzie wyraznie brakowato tych danych.

Dalsza cze$¢ pracy dotyczy koaktywatorow MKL1 i MKL2 w sekwencji ktorych
opisano tzw. single nucleotide polymorphisms (SNPs), czyli zmiany sekwencji DNA, ktérych
wystepowanie koreluje z takimi chorobami jak schizofrenia czy spektrum autyzmu (ASD).
Niektore z nich moga wptywa¢ na zmian¢ sekwencji aminokwasowej a co za tym idzie
struktury 1 funkcji biatka. Autorka pracy przedstawia wybrane warianty na Rycinie 19, nie
opisuje jednak w jaki sposob zostaly one wyselekcjonowane. W podpisie pod tg rycing
warianty oznaczone sg jako ,,miejsca mutacji” co jest nieprawidtowym uzyciem nomenklatury.
Dalsze badania wptywu wybranych SNP wykazaty ze warianty w MKL1 mialy zmniejszona
aktywno$¢ transktywacyjna w tescie lucyferazy a dla MKL2 zmiang zaobserwowano jedynie
dla wariantu C647R. W neuronach, nadprodukcja wariantéw odpowiadajacych badanym
polimorfizmom w genach MKL1 1 MKL2 wigzata si¢ zarowno ze spadkiem jak 1 wzrostem
ztozonosci drzewa dendrytycznego. Uzyskane wyniki dla jasnos$ci przedstawiono w tabeli.

Ostatnia czgs¢ wynikéw dotyczy wptywu czynnika transkrypcyjnego SRF na
dojrzewanie drzewa dendrytycznego ludzkich neurondéw uzyskanych w wyniku ré6znicowania
komorek iPSC (indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste). Co ciekawe uzyskane
wyniki wskazuja, ze wyciszenie SRF prowadzi do zwigkszenia zlozonosci drzewa

dendrytycznego 1 powstawanie dodatkowych krétkich odgatezien dendrytéw. Potwierdza to



czesciowo wyniki doswiadczen uzyskanych na mysich hodowlach komérek hipokampalnych.
Bardzo ciekawy wydaje mi si¢ model wspolnej hodowli komorek ludzkich i szczurzych. Czy
uzyskane neurony ludzkie w czasie hodowli wyksztatcity kolce dendrytyczne i by¢ moze
potaczenia synaptyczne? A jesli tak czy mozna przeprowadzi¢ analiz¢ ich ksztattu?

Opisane w tej czesci pracy doswiadczenia sg zaplanowane przeprowadzone w sposob wzorowy

z odpowiednig ilo$cig kontroli roznicowania komorek iPS.

Dyskusja, ktora liczy 11 stron jest sprawnie napisana i $wiadczy o dojrzatosci
naukowej Autorki. Analiza i dyskusja uzyskanych wynikéw dowodza, ze Doktorantka potrafi
nie tylko wlasciwie zaplanowa¢ eksperymenty i zastosowa¢ odpowiednie techniki do ich
wykonania, ale takze prawidlowo zinterpretowa¢ dane eksperymentalne, poréwnaé z
wynikami uzyskanymi przez innych oraz zaproponowa¢ prawdopodobny mechanizm

badanych zjawisk. Dyskusje uwazam za wyczerpujaca.

Przedlozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Leny Majchrowicz
prezentuje ogolna wiedze teoretyczng osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora w
dyscyplinie nauki biologiczne. Uzyskane przez Autorke pracy wyniki s3a oryginalne i1
wskazuja na wazng rol¢ czynnika transkrypcyjnego SRF oraz jego koaktywatorow MKLI 1
MKL2 w rozwoju 1 organizacji drzewa dendrytycznego oraz kolcow dendrytycznych. W
zwigzku z tym w mojej ocenie przedstawiona rozprawa doktorska spelnia kryterium
oryginalnego rozwiazania problemu naukowego. Ponadto na podstawie zaprezentowanych
w rozprawie wynikow badan moge stwierdzi¢, ze Doktorantka wykazuje umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedlozona mi do oceny praca doktorska mgr inz.
Leny Majchrowicz spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z p6Zn. zm.). Dlatego
tez zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN w
Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Leny Majchrowicz do dalszych etapéw postepowania w

sprawie nadania stopnia doktora i popieram wniosek o nadanie jej stopnia naukowego doktora.

dr hab. Magdalena Dziembowska, prof. ucz
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