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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Joanny Przybys pt.: ,,Rola genu c-fos w rozwoju fenotypu otylosci w mysim modelu z
neurospecyficznym i indukowalnym usunigciem genu Dicer /™.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem pana dr hab.
Witolda Konopki, a zrealizowana w Pracowni Modeli Zwierzeeych, Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk.

Praca doktorska zostala wykonana w ramach projektu FNP Team promotora. Z zyciorysu
naukowego dowiadujemy sig, ze mgr Joanna Przybys jest wspotautorkg czterech publikacji
naukowych, w tym trzech z listy JRC.

Tematyka badan koncentruje si¢ wokdét homeostazy energetycznej i zaburzen
metabolizmu oraz zmian plastycznosci neuronalnej podwzgérza myszy po usunigciu genu
Dicer (zwiazanego z biogenezag miRNA) a nastgpnie po usunigciu genu c-fos (genu wezesnej
odpowiedzi komérkowej, zwiazanego z rearanzacja sieci neuronalnych kontrolujgcych bilans
energetyczny w odpowiedzi na deficyt kaloryczny). W pierwszej kolejnosci doktorantka
scharakteryzowala zmiany metaboliczne myszy z indukowanym wyciszeniem Dicer (Dicer
cKO), analizujac profil metabolizmu glukozy i insuliny oraz wptyw aktywnosci fizycznej,
hormondw tarczycowych i leptyny na pobdr pokarmu i rozwdj otytoscei tych zwierzat. Uzyskane
wyniki analizowata dodatkowo pod katem plci zwierzat. Nastepnie, aby zbada¢ wplyw
zaburzen biogenezy miRNA na neuroplastycznos¢ jadra lukowatego, skoncentrowala si¢ na
analizie profilu ekspresji genu c-fos u zwierzat Dicer cKO podczas glodowki oraz po
optogenetycznej stymulacji neuronéw oreksygenicznych jadra lukowatego. Wreszcie,
wyprowadzita linig myszy Dicer cKO z wyciszeniem genu c-fos by zbada¢ wplyw biatka c-Fos
na rozwoj hiperfagii i otylosci u tych myszy. Hipoteza badawcza zakladajaca, ze zaburzenia
funkcji miRNA u myszy Dicer cKO prowadzg do zaburzenia programu ekspresji genow
regulujacych laknienie zostala potwierdzona; doktorantka nie znalazla jednak mocnych
dowod6w na to, ze do fenotypu obserwowanego u myszy Dicer cKO przyczynia sig c-Fos.

Niewatpliwie, doktorantka wlozyta w realizacj¢ zalozen doktoratu bardzo duzo pracy.
Przeprowadzenie badan wymagato od niej uzycia szerokiego wachlarza technik, w tym
zardbwno podstawowych analiz wykorzystywanych w biologii molekularnej (barwienie z
uzyciem przeciwcial, RT-qPCR) jak i wielu metod zwigzanych z badaniem zwierzat
laboratoryjnych, whaczajagc dosy¢ zawansowane techniki, takie jak np.: fotostymulacja z
wykorzystaniem implantéw domoézgowych, z ktérymi mgr Joanna Przyby$ $wietnie sobie
poradzita. Zoptymalizowata kilka technik, a w przypadku niektérych podejs¢ badawczych
musiata podejmowa¢ rozne, alternatywne strategie by je udoskonali¢ i osiggna¢ zatozony cel
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(np.: przy wyprowadzaniu linii z wyciszeniem genu c-fos). Wykorzystala wyspecjalizowane
metody by zwigkszy¢ zakres i warto$¢ swoich badan, np.: wybrane parametry metaboliczne
myszy (pobor pokarmu, pobér wody, wspotczynnik wymiany oddechowej i1 wydatek
energetyczny) analizowata z wykorzystaniem klatek metabolicznych a do wyciszenia genu c-
fos uzyla strategii celowanej by ograniczy¢ jego wplyw tylko do konkretnego typu wsréd wielu
réznorodnych komoérek budujgcych jadro tukowate. Wyniki uzyskane w roznych
cksperymentach byly najczesciej spojne i pozwolily na wyciagnigcie shusznych, bezspornych
wnioskéw. Warto podkresli¢, ze w swojej dysertacji doktorantka opisuje réwniez zmagania,
ktore zakonczyly sie niepowodzeniem, przy czym potrafi rowniez podaé tego przyczyng.

Mimo niektérych rozczarowujacych wynikow, badania doktorantki niewgtpliwie wnosza
do nauki istotne informacje na temat roli miRNA neurondéw jadra tukowatego w kontroli
metabolicznej i utrzymaniu poprawnych wzorcéw poboru pokarmu i wydatku energetycznego
oraz funkcjonowania obwodow neuronalnych kontrolujacych mechanizm faknienia.

Pod katem formalnym uklad pracy odzwierciedla typowy uklad prac doktorskich. Na
poczatku znajdujemy listg wszystkich skrétow oraz streszczenia pracy doktorskiej. Nastepnie,
w bardzo rozbudowanym ,,Wstepie™ zapoznajemy si¢ z tematyka homeostazy energetycznej
organizmu, z krotko i dlugoterminowymi sygnatami regulujacymi bilans energetyczny, oraz
o$rodkowymi mechanizmami regulujacymi uczucie glodu i sytosci, wigczajac udzial miRNA
w tej sieci. Ponadto, z uwagi na temat przewodni pracy, doktoranta opisuje rowniez budowe i
regulacj¢ ekspresji genu ¢-Fos i funkcje biatka c-Fos w plastycznosci neuronalnej podwzgorza.
Przedstawia takze systemy wykorzystywane w badaniach do wyprowadzenia linii zwierzat
do$wiadczalnych z indukowanym, celowanym wyciszeniem genu Dicer i c-Fos. W kolejnej
czeSci wymienione sg .Cele pracy”, .Materialy” i bardzo starannie opisane ,Metody”
wykorzystywane w pracy. Dalej zapoznajemy si¢ z ,,Wynikami”, ktére uzyskata. Dysertacj¢
koniczy ,,Dyskusja” napisana w sposGb wnikliwy i dojrzaty naukowo. Po dyskusji doktorantka
podsumowata krotko swoje wnioski. Cala praca jest napisana rzetelnie i poparta licznymi
publikacjami naukowymi - obszerna bibliografia liczy 340 pozycji.

Niestety, pod katem merytorycznym, musze zglosi¢ kilka zastrzezefi. Po pierwsze, w
mojej opinii ,,Wstep” jest zbyt rozbudowany, zajmujac okolo 40 stron dysertacji. Zawiera
ogromng ilo$¢ informacji i szczegdtow, co w efekcie, choc robi niezwykle wrazenie na temat
wiedzy jaka dysponuje doktorantka, jest dosy¢ przytlaczajace. Zwlaszcza, osoba niezbyt biegla
w tej tematyce powoli zaczyna sie gubi¢ w gaszczu skomplikowanych sieci regulacji
metabolicznych. Podobnie, zbyt rozbudowana moim zdaniem jest ,,Dyskusja” zawarta na okoto
30 stronach dysertacji. Dyskusja powinna by¢ ograniczona do zwigzlego podsumowania
wynikow i rozwazan na ich temat popartych dotychczasowa wiedza i konkluzjami doktorantki.
W tej rozprawie dyskusja wyglada jakby byta kontynuacja wstepu - znowu dostajemy mnostwo
informacji i danych literaturowych (w czesci niepotrzebnych lub powtarzanych) i dopiero w
koncowych akapitach poszczegolnych podrozdziatow znajdujemy odniesienia doktorantki do
jej wilasnych wynikéw. Ponadto, cho¢ w calej pracy znajdujemy liczne ryciny ilustrujgce
opisywane zagadnienia i otrzymane wyniki, w rozdziatach ,,Wstgp”, ,M&M” oraz ,,Wyniki”
czesto brakuje odniesienia do rycin w tekécie, dlatego czasami trudno jest je sledzic.
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Dodatkowa, drobna uwaga - autorka niepotrzebnie powtarza nickiedy w ,,Wynikach™ opisy
strategii i podejs¢ eksperymentalnych, ktore juz wezesniej opisata w ,M&M”.

Nalezy jednak podkresli¢, ze cala rozprawa przygotowana jest w sposob niezwykle
staranny, cho¢ zdarzajg sie nieliczne bledy typu drobne literowki, nadmiar stawianych
przecinkoéw, czy uzycie niewlasciwego rodzajnika przy stowie RNA, np.: .prekursorowe
miRNA transportowane jest” zamiast ,.prekursorowy miRNA transportowany jest” czy
_transaktywujace RNA” zamiast ,transaktywujacy RNA”. Zauwazylam tez kilkukrotnie
powtarzane rozwiniecia niektorych skrotow, np. promotora CAG na stronie 64 1 65. Rycina 1.6
jest przygotowana w jezyku angielskim, podczas gdy inne sa w jezyku polskim; przy niektorych
rycinach brak wyjasnienia skrétow (Rye. 1.5). Brakuje rycin 1.2, 1.4, 3.5, natomiast dwukrotnie
jest rycina 4.3. W réwnaniach na stronie 71 powinny by¢ zastosowane indeksy dolne. Z
powazniejszych, merytorycznych bledow wylapatam niedopatrzenia dotyczace sposobu
dzialania miRNA — w kilku miejscach doktorantka pisze, ze wplywaja one tylko na translacje
— strona 139 ,Brak miRNA uczestniczacych w maszynerii hamujacej translacje¢...”, na stronie
149 _Jedna (z przyczyn) jest oczywista zmiana wynikajaca z zaburzonej translacji bialek po
usunieciu miRNA”, podczas gdy mechanizm dziatania miRNA opiera si¢ rowniez na regulacji
poziomu transkryptow. Z innych bledow: na stronie 51 doktorantka pisze: ,,Oprocz fosforylacji
c-Fos ulega innym modyfikacjom posttranskrypeyjnym w tym acetylacji, gliokozylacji,
(poli) ADPrybozylacji i ubikwitynacji™ - s to modyfikacje potranslacyjne. Podobnie, w zdaniu
na stronie 56 czytamy ..Kasete STOP stanowi krétka sekwencja zawierajgca kilka kodonow
stop, zapobiegajgcych transkrypcji, a tym samym syntezie biatka” - chodzi o zapobieganie
translacji, nie transkrypcji. W zdaniu na stronie 58 czytamy ,,Kazda domena odpowiada za
trawienie jednej nici DNA” — zdanie to powinno brzmie¢: ,.Kazda domena odpowiada za
przeciecie jednej nici DNA”. Na stronie 64 i 96 skrotem ,,DicerCas9” doktorantka okresla lini¢
DicerCas9-EGFPCamKIaCeERT2 5 1 stronie 131 innego mutanta - linie Dicer™", nie wiem, czy
jest to zamierzone, czy wynika z niedopatrzenia, niemniej, wprowadza zamieszanie. Niekiedy
zdazaja sic niescistoéci lub zbytnie uogolnienia, jak w zdaniu ,,Za rozw6j fenotypu otylosci
odpowiedzialna jest mutacja w ARC”. Na stronie 108 zas jest pomylka liczby ty godni podanych
w opisie wynikow analizy konsumpcji wody.

Mam tez kilka innych, drobnych merytorycznych uwag/pytan.

1. Uwazam, ze we Wstepie i Dyskusji niniejszej dysertacji, ktére to rozdzialy sa bardzo
obszerne, za malo jest odniesienia do biatka Dicer i miRNA — ich funkcji, poziomu i wplywu
na deregulacje metabolizmu. Wszak praca opiera si¢ czesciowo na analizie mutanta z
wyciszeniem genu biatka Dicer — kluczowego biatka biogenezy miRNA, a pierwsze zdanie
rozdziatu ,,Podsumowania i wnioski” brzmi ,,Usunigcie dojrzalych czasteczek miRNA wplywa
na rozregulowanie homeostazy energetycznej i rozwoj hiperfagicznej otylosci u myszy Dicer
cKO”. We wstepie, na stronie 39 znajdujemy informacjg o tym, ze ,.czasteczki miRNA pelnig
wazne funkcje w rozwoju ukladu nerwowego oraz plastycznodci synaptycznej” ale wigcej
szczegdtowych informacji znajdujemy dopiero na stronie 161 i 163. Na stronic 144 czytamy:
.Myszy pozbawione genu Dicerl, w neuronach regulujacych faknienic w ARC wykazuja
wzrost transkryptow dla kluczowych neuropeptydow regulujgcych pobor pokarmu, co
prowadzi do zaburzenia homeostazy energetycznej”, ale nie wiadomo jakich transkryptow. Czy
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doktorantka mogtaby rozszerzy¢ te brakujace informacje? Z kolei, o miRNA, ktére
bezposrednio regulujg gen c-fos dowiadujemy si¢ dopiero na stronie 163, ich poziom ekspresji
w 9 tyg. wyciszenia nie zmienial sig, jak wskazano na rycinie 5.7. Czy wiadomo jednak co$ o
poziomie tych miRNA w innych badanych punktach czasowych: w eksperymentach po
wyciszeniu Dicer, podezas glodéwki lub po optogenetycznej stymulacji jadra tukowatego?
Ponadto, ciekawi mnie, czy na przyklad, strategia wyciszenia konkretnego(ych) miRNA
celujgcego w c-fos zamiast wycisza¢ cate biatko Dicer lub strategia z aktywacja ekspresji genu
c-fos poprzez stres chtodu (ekspozycja na zimno) zamiast glodéwki mogtaby by¢ zastosowana
zamiennie w niektorych badaniach doktorantki?

2. Jak donosi doktorantka: ,,zaburzenia w ekspresji ¢-fos powoduja rozregulowanie licznych
genow zwigzanych z plastycznodeig (...)"” a ,,czynnik transkrypeyjny AP-1 jest zaangazowany
w regulacje ekspresji gendw docelowych” — ciekawi mnie, czy doktorantka w swoich badaniach
— np.: przy wyciszeniu ekspresji genu c-fos badala poziom ekspresji wymienionych wyzej
genow docelowych regulowanych przez c-Fos i AP1?

3. W przypadku niektérych innych badan, gdzie doktorantka uzyskata
niepewne/kontrowersyjne wyniki, bledy sa raczej natury technicznej, np.: brak regulacji
ekspresji genu c-fos moze wynika¢ z niedoskonatosci metody — nieprecyzyjnego miejsca
wyciszenia lub niedostatecznego poziomu wyciszenia; a przy analizie z wykorzystaniem klatek
metabolicznych niespéjne parametry mogly wynika¢ z niewielkiej liczny testowanych
osobnikow. Jakie dalsze rozwigzania zaproponowataby doktorantka by poprawi¢ lub uzupeknié
swoje analizy? W pracy brakuje dalszych planéw i perspektyw badawczych. Ponadto, czy
zdaniem doktorantki, wyniki i obserwacje otrzymane z jej badan na zwierzetach mozna odniesé
do ludzi? Jakie strategie nalezatoby zastosowacé by je potwierdzié u ludzi?

Podsumowujge, rozprawe doktorska Pani mgr Joanny Przyby$ uwazam za wartosciowa
naukowo i przeczytalam ja z duzym zainteresowaniem. Badania naukowe doktorantki
niewatpliwie dostarczajg nowej, oryginalnej wiedzy na temat homeostazy energetycznej
regulowanej przez oreksygeniczne i anoreksygeniczne neurony jadra tukowatego podwzgorza
oraz wplywu miRNA na t¢ regulacj¢ i na c-Fos-zalezng neuroplastyczno$é podwzgorza oraz
potwierdzajg umiejgtnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej prze doktorantke.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z
pozn. zm.). W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej o depuszezenie mgr Joanny Przybys do dalszych etapéw postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora.

;{—-C"(' (,(.;-( S (,L"(&
Katarzyna Dorota Raczynska
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Prof. dr hab. Maciej Figiel, Poznan, 25.03.25

Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
ul. Z. Noskowskiego 12/14

61-704 Poznan

tel.:+48618528503 wew. 1150

e-mail: mfigiel@ibch.poznan.pl

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Przybys pt.:

Rola genu c-fos w rozwoju fenotypu otytosci w mysim modelu z
neurospecyficznym i indukowalnym usunieciem genu Dicerl

Rozprawa doktorska w formie manuskryptu zostata wykonana w Pracowni Modeli
Zwierzecych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Praca ma uktad zgodny
ze standardami pracy naukowej i zawiera najwazniejsze sekcje, takie jak wstep, cel pracy,

materiaty i metody, wyniki oraz dyskusje.

Wprowadzenie do pracy obejmuje 45 stron i stanowi solidng dawke wiedzy
wspomagajgcej zrozumienie tematyki pracy doktorskiej. Doktorantka omawia problematyke
metabolizmu energetycznego organizmu oraz skomplikowany system jego regulacji,
integrujacy sygnaty z tkanek peryferycznych (np. tkanek ttuszczowych, jelit, miesni), oraz
mechanizmy regulacji, ktére sg wynikiem wspétdziatania sygnatéw peryferycznych i
sterowania przez uktad nerwowy z udziatem réznego typu neuronéw. Doktorantka wyjasnia
mechanizmy regulowania gtodu i sytosci, omawia peptydy i ich receptory oraz sciezki
przekazywania sygnatéw na poziomie komdrkowym. Dowiadujemy sie wiele na temat
regiondw mozgu (jadro tukowate, hypothalamus) odpowiedzialnych za regulacje wraz ze
szczegblnymi typami neurondw anoreksygenicznych i oreksygenicznych, plastycznosci w

aspekcie regulacji gtodu i sytosci.

We wprowadzeniu oméwiono mechanizmy zwigzane z aktywacjg genu c-fos, ktérego
transkrypcja jest wywofana przez bardzo wiele réznych mechanizméw. Caty wstep jest
napisany bardzo przejrzyscie, niezwykle zrozumiale, z dbatoscia o wtasciwe zarzadzanie
skrotami, literaturg. Wstepowi towarzyszy duza liczba rycin, prostych, dobrze

skomponowanych, a jednoczesnie bardzo estetycznych i zachecajagcych do przyswajania
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wiedzy. Natomiast, w mojej ocenie, we wstepie zabrakto istotnego opisu modelu Dicer cKO
(wytworzonego przez Matthiasa Merkenschlagera), ktéry wzbogacitby wprowadzenie do
tematyki. W spisie bibliografii nie uwzgledniono réwniez pozycji ,,Cobb et al., 2005”, ktéra

zostata zacytowana w tekscie.

We wstepie nie znalaztem réwniez bardziej szczegétowego omodwienia wynikdéw
dotychczasowych badan zespotu (Winnikéw i in., 2014), a takze (Foremna i Barco, 2016) i
(Mang i in., 2015). Cel pracy podsumowuje te publikacje, ale jednak brakuje ich we wstepie.
Dowiadujemy sie, ze ,,Dotychczasowe badania poczynity znaczacy krok w kierunku okreslenia
mechanizmu odpowiedzialnego za obserwowany fenotyp...”. Dalszy tekst nie zawiera
informacji, na czym polegat éw znaczacy krok oraz w jakim zakresie przyczynit sie on do

okreslenia wspomnianego fenotypu i mechanizmu.

Celem pracy byta charakterystyka metaboliczna myszy DicerCaMKIllaCreERT2 (Dicer
cKO), ale w ten sposdb nazwa modelu zostata wprowadzona dopiero w Materiatach i
Metodach. We wstepie nie zawarto informacji, czy istniejg juz badania, ktére mogg wyjasniac
pewne cechy metabolizmu u myszy DicerCaMKIllaCreERT2 i ktdre niewyjasnione aspekty

charakterystyki metabolicznej nalezy jak najpilniej uzupetnié.

Drugi cel pracy, polegat na wyjasnieniu wptywu usuniecia miRNA w neuronach na ich
plastycznos¢ regulujgcg mechanizm taknienia w jadrze tukowatym podwzgdérza (ARC). Z
pomocg barwied immunocytochemicznych badano, jak c-fos aktywuje sie w sposdb
niekanoniczny w neuronach oreksygenicznych i anoreksygenicznych w odpowiedzi na
gtodzenie i podanie pokarmu. Narzedziem badawczym do zbadania bezposredniej aktywacji
c-fos byta tutaj miedzy innymi optogenetyczna regulacja genu c-fos w ARC, wytaczenia genu
c-fos bez i z wytgczeniem genu DICER z pomocg celowanej indukowanej ekspresji CRISPR/Cas9

razem z dostarczeniem gRNA z pomocg AAV.

Eksperymenty w pracy wyrdzniajg sie bardzo efektownym i solidnym podejsciem,
jednakze przedstawiajg duzy poziom ztozonosci, dlatego ich zrozumienie moze stanowic spore
wyzwanie. Praca zawiera co prawda ryciny takie jak 1.11 i 3.6 oraz wiele innych bardzo
informatywnych i potrzebnych schematéw, jednakze mogg byé one niewystarczajgce.
Sugeruje to potrzebe zawarcia w pracy catosciowego ideowego schematu poszczegdlnych

etapow pracy, czego zabrakto.



Co do celu pracy zwigzanego z genem c-fos i jego rolg w neuronach AgRP, to niejako
automatycznie nasuwajg sie pewne watpliwosci ze wzgledu na szeroko rozpowszechniony i
wielotorowy charakter indukcji ekspresji tego genu. Wielofunkcyjny charakter c-fos sprawia,
ze uzyskanie precyzyjnych odpowiedzi na pytania badawcze z udziatem c-fos jako

jednoczynnikowego sygnatu moze by¢ trudne.

W pracy opisano krzyzowanie odpowiednich transgenicznych szczepdw myszy w celu
uzyskania inaktywacji genu Dicer w neuronach pobudzajgcych przodomodzgowia,
charakteryzujacych sie ekspresjg biatka CaMKlla. W tym celu linie myszy CreERT2 (indukowang
tamoksifenem) pod promotorem CaMKlla krzyzowano ze szczepem myszy Dicerflox/flox,
Jednakze, wydaje sie, ze system ten jest do$¢ mato selektywny w przypadku badania
podwzgdrza oraz neurondw oreksygenicznych i anoreksygenicznych. Co wiecej, CaMKlla jest
gtownie eksprymowany w pobudzajgcych neuronach glutaminergicznych, jednakze réwniez
posiada znaczacy poziom ekspresji w neuronach GABA (scRNAseq). Istotne bytoby bardziej
szczegdtowe omoéwienie specyficznosci zastosowanego systemu pod wzgledem typow
neurondéw i obszarow przodomodzgowia oraz jednoznacznosci obserwacji wptywu delecji Dicer
na metabolizm w okreslonych neuronach. Jednakze wspomniano, ze charakterystyka
metaboliczna celujgca w neurony zlokalizowane w ARC, a w szczegdlnos$ci w neuronach AgRP,

zostata zbadana w innej pracy doktorskie;.

Co do metodologii pomiaréw metabolicznych nalezy podkredli¢ ich wszechstronny
dobdr. W pracy wykorzystano test tolerancji glukozy i insuliny, rozwdj insulinoopornosci,
wchtanianie glukozy, monitorowanie tych parametréw w czasie. Do monitorowania
metabolizmu uzyto klatki metaboliczne Phenomaster z sensorami. Uzyto tez pomp
osmotycznych do podawania hormonéw. Z kolei do badania roli c-fos w neuronach
przodomodzgowia wygenerowano takze kolejne szczepy myszy. Podwdjnie transgeniczne
szczepy pozwalajgce na indukcje neurondw oreksygenicznych kanatem wapniowym opsyna z

pomocg Swiatta oraz dla wywotania ekspresji c-fos najpewniej przez jony wapnia.

Sposdb analizy statystycznej zostat rowniez opisany w metodach, a podpisy pod kazda
z rycin w wynikach zawierajg odpowiadajgce wynikom wartosci p. Statystyka jest wykonana
naprawde solidnie. Tak wykonana statystyka, w mojej opinii, bardzo dobrze sankcjonuje
przyjeta interpretacje wynikdw. Co do zastosowania poszczegdlnych testéw statystycznych,

zauwazalne sg drobne niekonsekwencje dotyczace doboru testéow post hoc. Kiedy mamy do
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czynienia wtasciwie wytacznie z poréwnaniem dwdch grup, zastosowano test Sidak (wszystko
ze wszystkim), ktéry w mojej ocenie mégt zostac zastgpiony testem Tukeya. Znowu w innym
miejscu jest zastosowany Tukey, gdzie w moim odczuciu powinien by¢ Sidak, a w innym, gdzie
jest Sidak, moim zdaniem bardziej odpowiednim powinien by¢ Dunnet. Jednakze, w mojej
ocenie, nie sg to jednoznaczne bfedy. Liczba zwierzat n jest wyraznie i starannie przytoczona

w opisie poszczegoélnych eksperymentéw dla kazdej grupy badawczej.

Sekcja wynikéw bardzo starannie opisuje przeprowadzone eksperymenty i obrazuje
ogromny naktad pracy wtozony w caty doktorat. Poszczegdlne subsekcje wynikéw przewaznie
zawierajg na poczatku zdania dotyczgce celu danego eksperymentu, a na koncu sekcji
podsumowanie opisanego eksperymentu. W moim przekonaniu, taki uktad jest bardzo dobry
i pozwala podazac za watkami, ktérych jest niemato w pracy. W catej pracy i co najwazniejsze,
w opisie wynikdw znajdujg sie prawidtowe i czeste odwotania do rycin, przez co analiza

wynikow jest bardziej przyjazna dla czytajacego.

Pierwsza cze$s¢ wynikdw to charakterystyka metaboliczna zwierzat Dicer cKO z
indukowanym usunietym genem Dicer w neuronach przodomédzgowia CaMKllo+. W
przesztosci udokumentowano, ze myszy takiej linii wykazujg zaburzenia metabolizmu,
zwiekszony pobdr pokarmu i tycie (40% tkanki ttuszczowej). Doktorantka pokazata, ze
zwiekszony wydatek energetyczny (dostep zwierzat do kotowrotka) tylko po czesci
kompensuje ten fenotyp i jest zalezny od ptci. U samcédw w warunkach dostepu do kotowrotka
nastepuje utrata masy ciata. Natomiast, samice chudng w grupie z dostepem, jak i bez
kotowrotka i pobierajg mniej pokarmu, co wskazuje na jakis molekularno-metaboliczny lub
neuroplastyczny mechanizm kompensacyjny. Wyniki ogdlnie wskazujg na pierwszy okres
indukcji mutacji obejmujacy 6 tygodni, w ktérym dziejg sie zmiany metaboliczne, a nastepnie
zmiany te normalizujg sie w nastepnych tygodniach. Podobnie dzieje sie tez z RER. Rodzi sie
pytanie o zakres specyficznos¢ obserwowanych efektéw, ktére wystepujg w pierwszych
tygodniach eliminacji genu Dicer. Zaindukowanie tamoksyfenem linii myszy Dicer cKO
prowadzi zapewne do stopniowanej w czasie eliminacji genu Dicer i stopniowej eliminacji
wielu miRNA w trybie, ktory nie jest jednakowo szybki we wszystkich zaindukowanych
neuronach podwzgdrza. Na taki stan organizm moze reagowac¢ dos¢ nietypowo. Badania
metaboliczne w pracy ograniczajg sie do 9 tygodnia, dlatego nasuwa sie pytanie o mozliwo$é

przeprowadzenia dtugoterminowej charakterystyki metabolicznej tych zwierzat. Zadziwiajgce



jest to, ze adaptacja nastepuje dosc¢ szybko, a wiec do 9 tygodnia. Czy w pracy doktorskiej, w
ktérej badano fenotyp usuniecia Dicer selektywnie w neuronach AgRP, réwniez badano
podobne parametry i obserwowano ten sam 6-9 tygodniowy wzor zaburzenia metabolizmu i
kompensacji efektu. Prosze o spekulacje i powotanie sie na dowody z literatury, jakie
mechanizmy mogga by¢ odpowiedzialne za takg kompensacje. W pracy podawano myszom
leptyne, ktéra doprowadzata do czesciowego tagodzenia fenotypu. Czy mechanizm zwigzany

z leptyng moze grac role w mechanizmie kompensacji?

Druga cze$¢ wynikdéw dotyczy badania roli genu c-fos, skojarzonej z nim plastycznosci
(gdzie swoja role maja takze miRNA) i jego wptywie na fenotyp metaboliczny przy usunieciu
Dicer. Doktorantka wspomina, ze publikacja T. Liu pokazuje, ze podczas gtoddéwki, a wiec w
stanie negatywnego statusu energetycznego, dochodzi do wzmozonej ekspresji genu c-fos -
markera neuropatycznosci i jest to pewna korelacja wystepowania dwéch czynnikow. Na
podstawie tej korelacji Doktorantka stawia dos¢ odwazng i skomplikowang hipoteze: ,,w Dicer
cKO dochodzi do zaburzenia programu ekspresji gendw regulujgcych taknienie
kontrolowanych przez IEG i ze c-fos odgrywa role w rearanzacji sieci neuronalnych
kontrolujgcych bilans energetyczny w odpowiedzi na deficyt kaloryczny” w warunkach braku
Dicer (i braku miRNA). Natomiast, w dyskusji odnajdujemy wczes$niejsze badania grupy
badawczej z 2014 wraz z rezultatami, ktére pokazujg, ze brak réznic w ekspresji miRNA —
potencjalnych regulatoréw c-fos w linii Dicer-cKO. Sugeruje to, ze hipoteza ta moze mie¢ swoje
ograniczenia. Dyskusja wspomina jednak, ze w myszy tej mogto jednak dojsé do ekspres;ji
miRNA w innych otaczajacych komérkach, gdzie usuniecia Dicer nie byto. Doktorantka w
swojej hipotezie wspomina o ,,zaburzeniu programu ekspresji genéw regulujgcych faknienie”.
Czy bezposrednio zbadano juz taki program regulowany przez IEG i c-fos, a pdzniej czy zbadano

go w jakis$ sposéb przy braku Dicer?

Najwazniejszym jednak rezultatem w pracy jest, w mojej ocenie, pokazanie, ze c-fos
zachowuje sie w sposdb niekanoniczny podczas glodzenia, kiedy jego ekspresja jest
aktywowana w neuronach oreksygenicznych oraz po podaniu pokarmu, kiedy ekspresja ta
wygasza sie w tych neuronach i aktywuje w innym rejonie ARC w neuronach
anoreksygenicznych w odpowiedzi na syto$¢. Natomiast, zachowuje sie w sposdb kanoniczny
po optogenetycznej stymulacji neurondw oreksygenicznych, gdzie ekspresja wygasza sie, czyli

podobnie jak po stymulacji faktorami wzrostu itp. Natomiast, pewnym problemem w tym



eksperymencie jest to, ze ARC jest relatywnie silnie potgczone z wieloma osrodkami w mdzgu,
ktére moga by¢ odpowiedzialne za wtgczanie i wytgczanie genu c-fos, np. przesytanie bodzcéw
stresowych doprowadzajgcych do wzrostu taknienia (zabranie pokarmu i gtodéwka) albo
uktadu nagrody (kiedy pokarm zostaje myszy przywrdcony). Dlatego precyzyjna interpretacja
ekspresji genu c-fos w jadrze ARC moze by¢ utrudniona ze wzgledu na potencjalng
interferencje z sygnatami ptyngcymi do ARC z innych osrodkéw w modzgu. Podsumowujac
wyniki dotyczace roli c-fos, nie udato sie jednoznacznie wykazaé, ze mechanizmy zwigzane z

tym genem odgrywajg kluczowa role w kontroli masy ciata i pobieraniu pokarmu.

Mimo mojej naukowej krytyki, do ktorej jestem zobligowany przygotowaniem recenzji,
chce podkresli¢, ze uwazam przedstawione mi do oceny wyniki za naukowo wazne, wysoce
ciekawe, oryginalne, bardzo starannie wykonane i pieczotowicie udokumentowane. Réwniez
dyskusja do pracy jest napisana z wielkg doktadnoscig, przytacza wiele mozliwych w $wietle
literatury alternatywnych wyjasniern obserwowanych wynikéw i wskazuje konkretne kierunki
badan. Dyskusja, mimo ze wielowgtkowa, bardzo pomogta mi zrozumie¢ catos¢ wynikéw i cata

prace doktorskg. Moje uwagi do pracy majg charakter pytan do dyskusji podczas obrony.
Whioski koncowe

Rozprawa doktorska spetnia 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.). W zwigzku z
powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie
pani mgr Joanny Przybys do dalszych etapdéw postepowania w sprawie nadania stopnia
doktora. Rozprawa zostata wykonana wysokim naktadem pracy, niezwykle starannie pod
wzgledem eksperymentalnym, z podjeciem waznego problemu badawczego, wykorzystuje
ogromny zaséb innowacyjnych metod badawczych in vivo. Zostata napisana z niezwyktg
dbatoscig o szczegdty i estetyke przekazu. Dlatego z przekonaniem wnioskuje do Rady

Naukowej Instytutu o wyrdznienie pracy pani mgr Joanny Przybys.

Prof. dr hab. Maciej Figiel
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Recenzja pracy doktorskiej mgr Joanny Przybys pt.
“Rola genu c-fos w rozwoju fenotypu otylosci w mysim modelu z neurospecyficznym i

indukowalnym usunie¢ciem genu Dicerl”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Joanny Przybys zostata wykonana pod
kierunkiem dr hab. Witolda Konopki w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego w Warszawie.

W ostatnich latach obserwujemy niezwykty rozw¢j lekéw pozwalajacych na
kontrolowanie sygnatéw sytosci, opracowanych z wykorzystaniem analogéw naturalnych
polipeptydow takich jak np. GLP-1 (stynny semaglutyd) produkowany przez komorki jelita po
positku. Tym bardziej istotne wydaje si¢ zrozumienie molekularnych podstaw homeostazy
energetycznej naszego organizmu, ktora jest kontrolowana w mézgu przez specyficzny obszar
podwzgdrza zwany jadrem tukowatym.

W swojej pracy doktorskiej mgr Joanna Przybys$ kontynuuje badania prowadzone w
Pracowni Modeli Zwierzecych IBD im. M. Nenckiego, ktore doprowadzity do odkrycia, ze
specyficzne usunigcie ekspres;ji biatka Dicerl, powodujace deplecj¢ dojrzaltych microRNA w
populacji neurondw AgRP podwzgérza prowadzi do wzrostu masy ciata spowodowanej
zwiekszonym spozyciem pokarmu. Autorka przedstawionej do oceny pracy doktorskiej
przeprowadzita szereg doswiadczen oceniajgcych stopien zmian metabolicznych myszy

Dicerl cKO w tym z wykorzystaniem klatek metabolicznych, ktore pozwolily na wyciagnigcie



wniosku, ze myszy Dicerl cKO cechuje obnizony wydatek energetyczny. W drugiej czesci
pracy Autorka badata zwigzek aktywacji genu c-fos z rozwojem fenotypu otylosci u myszy
Dicerl cKO. Pani mgr Joanna Przybys$ zaobserwowata, ze podczas gtodowki ekspresja genu
c-fos, ktéry jest genem odpowiedzi wczesnej aktywowanym przejsciowo, jest dtugotrwale
podwyzszona w neuronach AgRP/NPY co jest prawdopodobnie zwigzane ze stale

naplywajacymi peryferyjnymi sygnatami gtodu, ktore wzmacniajg pobudliwos¢ tych komorek.

Praca ma klasyczng budowe i sklada si¢ ze Wstepu, rozdziatu opisujacego Materiaty i
Metody, Wynikéw oraz z Dyskusji. Bibliografia zawiera 340 cytowania. Praca jest napisana,
jasnym, zrozumiatym jezykiem.

Obszerny 1 bardzo ciekawie napisany Wstep wprowadza czytelnika w tematyke pracy
opisujac homeostaze energetyczng organizmu, role peptydow sygnatowych, trzustki, tkanki
thuszczowej 1 wreszcie osrodkowa regulacje mechanizmu glodu i sytoSci przez specyficzne
osrodki znajdujace si¢ w podwzgorzu, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli jadra tukowatego
i zlokalizowanych tam neuronéw AgRP/NPY i POMC. Dalsza czgs¢ Wstepu poswiecona jest
opisowi roli mikroRNA w regulacji metabolizmu na poznanych do tej pory przyktadach oraz
biogenezie microRNA w komorce. Autorka opisujac ztozone procesy molekularne i
komoérkowe zachodzace w neuronach podwzgdrza nie uniknela skrotow myslowych, ktore
czynig niektore fragmenty tekstu trudnymi do zrozumienia, jak np. na stronie 43 gdzie opisuje
role mitochondrialnego biatka rozprzegajacego UCP2 czytamy ,,mitochondrialne biatko UCP2
obecne na zakonczeniach aksonow w komorkach zaangazowanych w homeostaze energetyczng
wphywa na efektywnos¢ procesow metabolicznych, autonomicznych i endokrynnych
zachodzgcych w komorkach podwzgorza. Neurony c-Fos-pozytywne po manipulacjach takich
jak gltodowka Ilub ekspozycja na zimno wykazujg masywne unerwienie przez zakonczenia
aksonow zawierajgce UCP2”. Autorka pisze tez, ze wzmozona aktywno§¢ UCP2 | stanowi
sygnat do proliferacji mitochondriow”. Termin proliferacja jest zarezerwowany raczej dla
komorek, podczas gdy mitochondria ulegaja w komorkach podzialom 1 fuzji (ang.
fission/fusion), a nie proliferacji. Zaktadam, ze w tej czgsci Wstepu chodzito Autorce o
zasygnalizowanie potencjalnej roli mitochondriow w plastycznosci synaptycznej neuronow
jadra tukowatego.

W dalszej czesci Wstepu Autorka pracy charakteryzuje geny odpowiedzi wczesnej ze
szczegolnym uwzglednieniem roli genu c-fos w plastycznosci neuronalnej indukowanej w

réznych sytuacjach fizjologicznych i patologicznych.



Ostatnig cze$¢ Wstepu stanowi omowienie narzedzi 1 metod wykorzystywanych do
konstrukcji zwierzat modyfikowanych genetycznie w tym systemu Cre-loxP, CRISPR/Cas9
oraz rekombinowanych wektoréow wirusowych AAV (adeno-asociated viruses).

Ogodlnie uwazam, ze Wstep w sposdb wystarczajagcy wprowadza czytelnika do

zagadnien opisanych w wynikach, zawiera wiele pomocnych, dobrze dobranych schematow.

Sekcja Materiaty i Metody jest dostatecznie wyczerpujaca i nie mam do niej uwag
krytycznych. Doktorantka szczegoétowo opisata wszystkie wykorzystane linie myszy
doswiadczalnych oraz warunki ich genotypowania. Szczegdtowo opisala tez testy oceniajace
parametry metaboliczne badanej linii Dicerl cKO, takie jak test tolerancji glukozy czy test
tolerancji insuliny, analizy wydatku energetycznego 1 wspotczynnika oddechowego
prowadzone w klatkach metabolicznych. Autorka pracy musiata podczas jej realizacji wykazaé
si¢ sprawnoscig w pracy ze zwierzetami eksperymentalnymi, gdyz samodzielnie wykonywata
szereg bardzo trudnych procedur takich jak podskérne wprowadzanie pomp osmotycznych w
celu infuzji leptyny, pobieranie krwi myszy oraz implantacja Swiattowodu do optogenetyczne;j
stymulacji jadra tukowatego. Obszerny rozdzial poswigcono doktadnemu opisowi wyciszenia
ekspresji genu c-fos przy uzyciu technologii CRISPR-Cas9 i wektorow wirusowych AAV.
Praca jest bogata metodycznie i jestem pod duzym wrazeniem ilo$ci metod jakie Pani mgr
Joanna Przyby$ musiata opanowac¢ w trakcie jej realizacji. Wymieniajac tylko kilka byta to
praca ze zwierzgtami doswiadczalnymi, zaawansowane procedury takie jak domoéozgowe
podawanie wektorow AAV, przygotowanie tkanek do analiz, immunofluorescencja i
obrazowanie w mikroskopie konfokalnym, a takze metody biologii molekularnej 1

komorkowe;.

Wyniki sg opisane w sposob klarowny a ryciny przygotowano bardzo starannie. W
pierwszej czgsci tego rozdzialu Doktorantka opisuje model do$wiadczalny, mysz z
indukowanym usunigciem genu Dierl w neuronach przodomdézgowia, oraz bada wptyw
wysitku fizycznego na masg ciala myszy i pobor pokarmu. Nastepnie Pani mgr Joanna Przybys
przeprowadzita szczegblowa analiz¢ parametréw metabolicznych myszy Dicerl cKO z
wykorzystaniem klatek metabolicznych.

W drugiej czgéci pracy Autorka podjeta sie okreslenia roli genu c-fos w rozwoju
otylo$ci indukowanej delecjg Dicerl w neuronach przodomoézgowia. C-fos jest genem
odpowiedzi wczesnej indukowanym przez plastyczno$¢ synaptycznag, ktora w tym przypadku

byta indukowana gltodzeniem w neuronach ARC. Bardzo ciekawy wydaje mi si¢ wynik
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wskazujacy na dtugotrwalg i nie indukowalng ekspresj¢ c-Fos w oreksygenicznych neuronach
NPY przy utrzymujacej si¢ glodowce. Nasuwa si¢ tutaj pytanie czy inne struktury mézgu tez
ulegaja stymulacji przy negatywnym bilansie metabolicznym i mozna w nich zaobserwowac
wzrost ekspresji genu c-Fos? Czy moze Doktorantka wykonujac barwienia zaobserwowata
takg prawidtowos$¢?

Ogolnie eksperymenty zostaty poprawnie zaplanowane i przeprowadzone z dbatoscig
o odpowiednig ilo§¢ powtdrzen biologicznych i kontroli. Tym bardziej zadziwiajacy jest
pojedynczy shupek na wykresie Ryciny 4.16 C, ktory reprezentuje pobdr pokarmu w gramach.
Czy nie powinien si¢ tam znalez¢ (dla porownania), takze stupek reprezentujacy np. dobowe
Srednie spozycie pokarmu przez myszy niegtodzone?

Ciekawym aspektem, ktory przewija si¢ w badaniach jest podejrzewany wptyw mutacji
na regulacj¢ cyklu okotodobowego myszy. Na Rycinie 4.18 przedstawione sa wyniki
wskazujace na istotnie zwigkszony w porownaniu do kontroli poziom ekspresji c-Fos w jadrze
tukowatym myszy DicerlcKO w fazie jasnej, czyli nieaktywnej dla myszy. Efekt jest
obserwowany tylko 4 i 6 tygodniu po indukcji mutacji i wydaje si¢ korelowac ze zwigkszonym
przyjmowaniem pokarmu przez myszy Dicerl cKO w 6 tygodniu po indukcji mutacji rowniez
w fazie jasnej (Rycina 4.5). Wyniki te wydaja si¢ bardzo interesujace i jestem ciekawa czy
zdaniem Autorki pracy indukcja mutacji mogtaby w jaki$ sposob wptyna¢ na regulacj¢ genow
zegara biologicznego 1 czy obserwowany efekt dla 4 1 6 tygodni moze mie¢ np. zwigzek z
wiekiem/dojrzatoscig myszy?

Mam jeszcze pytanie dotyczace wyniku przedstawionego na Rycinie 4.18 D, czy przy
wiekszej iloSci powtorzen biologicznych datoby sie zaobserwowac spadek ilosci komorek c-
Fos pozytywnych w jadrze tukowatym w 10 tygodniu od indukcji mutacji u gtodzonych myszy
Dicerl cKO?

Obszerna Dyskusja, ktéra liczy 33 strony jest sprawnie napisana i $wiadczy o
dojrzato$ci naukowej Autorki. Zawiera miedzy innymi bardzo ciekawy rozdzial ,,Zalezne od
ptci mechanizmy regulujace metabolizm”, z ktérego moglam si¢ dowiedzie¢, ze wbrew
powszechnemu twierdzeniu, ze badania na samicach myszy sg obarczone wicksza zmiennos$cia
spowodowang dziataniem hormondw plciowych, to w rzeczywisto$ci u samcoOw obserwowana
jest wieksza wariancja. Analiza 1 dyskusja uzyskanych wynikow dowodza, ze Doktorantka
potrafi nie tylko wtasciwie zaplanowac eksperymenty i zastosowa¢ odpowiednie techniki do

ich wykonania, ale takze prawidlowo zinterpretowa¢ dane eksperymentalne, poréwnaé z



wynikami uzyskanymi przez innych oraz zaproponowac¢ prawdopodobny mechanizm

badanych zjawisk. Dyskusj¢ uwazam za wyczerpujaca.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska mgr
Joanny Przybys prezentuje ogélna wiedze teoretyczna osoby ubiegajacej si¢ 0 nadanie
stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne. Uzyskane przez Autorke pracy wyniki sa
oryginalne i wskazuja na istotng role miRNA w neuronach jadra lukowatego w regulacji
metabolizmu 1 utrzymaniu homeostazy energetycznej organizmu. W zwigzku z tym w mojej
ocenie przedstawiona rozprawa doktorska spelnia kryterium oryginalnego rozwigzania
problemu naukowego. Ponadto na podstawie zaprezentowanych w rozprawie wynikow
badan moge stwierdzi¢, ze Doktorantka wykazuje umiejetno$¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowe;j.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny praca doktorska mgr Joanny
Przybys spetnia wszystkie warunki okre§lone 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 Joanny Przyby$ do dalszych etapéw postgpowania w sprawie nadania

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

dr hab. Magdalena Dziembowska, prof. ucz
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