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Recenzja rozprawy na stopien naukowy doktora
magister Magdaleny Zygmunt
» Wplyw lekow psychotropowych na ekspresje alternatywnych transkryptow w mozgu”

Jako recenzent Rozprawy na Stopien Naukowy Doktora, autorstwa magister Magdaleny
Zygmunt, wykonanej w Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej Instytutu Farmakologii
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie, ktorej promotorem jest dr hab. Jan Rodriguez Parkitna,
przy udziale promotora pomocniczego dr Michat Korostynskiego, pragne podkresli¢ $miatos¢
i wage tematu podjetego przez Doktorantke. Techniki wielkoskalowego profilowania
transkryptomu, pozwalajac na pelne poznanie profilu ekspresji genow, przyniosty rewolucje w
naukach biomedycznych. Dzigki tym metodom, zamiast zawezania si¢ do analizy wybranych
transkryptow, stalo si¢ mozliwe niemal nieograniczone przeprowadzanie poszukiwan
naukowych, bez koniecznosci przyjecia wstepnych zalozen czy wybidrczych hipotez. Niestety,
mozliwo$¢ pelnej interpretacji wynikéw badan wielkoskalowych jest nadal ograniczona
koniecznos$cig przeprowadzenia analizy ogromu danych generowanych przez te techniki, co
powoduje konieczno$¢ poznania 1 umiejetnego wykorzystania catej baterii metod
bioinformatycznych. Wyzwaniem dla ,,systems biology”, ktérej celem jest integracja danych
pochodzacych z technik wielkoskalowego profilowania procesoOw biologicznych, jest wtasnie
zdolnos$¢ do polaczenia zaawansowanych technik bioinformatycznych i biostatystycznych z
kontekstem biologicznym badanego zjawiska. Z przyjemnoscia stwierdzam, iz przedstawiona
mi Rozprawa jest $wietnym przyktadem, jak nalezy podchodzi¢ do analizy danych
wielkoskalowych, oraz jak wiele informacji moga one przynies¢. Doktorantka w swoim
projekcie wykazala unikalng zdolno$¢ do pofaczenia roéznych metod badawczych, od
zawansowanej analizy bioinformatycznej, badan in silico, technik analizy ekspresji
indywidualnych genéw, az po badania proteonomiczne celem potwierdzenia obecno$ci
produktu biatkowego. Moge wigc $miato zaliczy¢ mgr Zygmunt do ekskluzywnego grona
naukowcow zdolnych do syntezy i translacji szerokiego typu technik i danych. Co wigce;,
Doktorantka podjeta si¢ opisania zmian tak skomplikowanego narzadu, jak mozg 1 tak
ztozonego procesu, jak dziatanie lekow psychotropowych. Dlatego szczegoélnie wysoko
oceniam podjeta w niniejszej Pracy Doktorskiej analiz¢ zmian RNA w moézgu pod wplywem
substancji psychotropowych i1 probe translacji funkcjonalnej uzyskanych wynikow.
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Rozprawa obejmuje tgcznie 129 stron tekstu i podzielona zostata na 6 gtdéwnych rozdziatow:
Wstep, Cel badan, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i wnioski. Rozprawa
zawiera 7 tabel, w tym 4 tabele dodatkowe. Tekst obejmuje tez 26 rycin, z ktorych wigkszo$¢
przedstawia wyniki oryginalne. Tabele i ryciny zostaly przedstawione bezposrednio przy
odpowiadajacym im tek$cie Rozprawy, a tabele dodatkowe, zawierajace rozlegle wyniki,
zostaly umieszczone na koncu tekstu. Taki sposob organizacji znacznie utatwia interpretacje
przedstawionych wynikéw. Pismiennictwo obejmuje 264 pozycji, w przewazajacej Czesci prac
oryginalnych i wytacznie pozycji anglojezycznych, utozonych wedtug kolejnosci pojawiania
si¢ w tekscie. Cytowane publikacje sg trafnie dobrane, co byto nietatwe, bo literatura dotyczaca
analizy transkryptomu, procesow ekspresji genu, jak i mechanizmow dziatania substancji
psychotropowych jest bardzo rozlegta. Wymienione pozycje piSmiennicze sg trafne i prezentuja
obecny stan wiedzy, co dowodzi, iz Doktorantka jest bardzo dobrze zorientowana w aktualnej
literaturze dotyczacej tematu Rozprawy.

Wstep Rozprawy dobrze ilustruje wage badan nad molekularnym ttem dziatania substancji
psychotropowych, oraz szczegélnej roli jaka moga odgrywaé w tym zakresie zmiany
transkryptomu. Nie mam zadnych watpliwosci, iz Doktorantka §wietnie orientuje si¢ w tej
tematyce. Rola i mechanizm dziatania lekow psychotropowych sg od przynajmniej kilkunastu
lat przedmiotem intensywnych badan, ze znaczacymi osiggni¢ciami w tym zakresie Instytutu
Farmakologii PAN w Krakowie. Ciagle jednak jestesmy dalecy od pelnego zrozumienia
wszystkich aspektow oddziatywania réznych lekéw psychotropowych. Doktorantka jest w
pelni Swiadoma tego faktu i bardzo dobrze przedstawia zaréwno uznane modele
funkcjonowania badanych przez siebie substancji, jak i nowe, nie zawsze zgodne z tym
obrazem dane. Caly Wstgp ma przejrzysty i logiczny uklad, stanowiac bardzo udane
wprowadzenie do dalszych czgsci rozprawy.

Zalozenia 1 cele pracy sg ambitne, adekwatne do aktualnego stanu wiedzy 1 stanowig bardzo
logiczng konsekwencj¢ wczesniejszych odkry¢ Zaktadu Neurofarmakologii Molekularnej. W
rozdziale ,,Materiaty i metody” Autorka zawarta opis probek materialu wykorzystanego w
badaniach, metodyki przeprowadzonych badan laboratoryjnych oraz list¢ 1 protokotly
szerokiego spektrum narzedzi bioinformatycznych wykorzystanych w  analizach
przeprowadzonych celem pelnego zrozumienia uzyskanych danych. Na szczegdlne
podkreslenie zastuguje fakt, iz wykorzystane metody zostaly opisane bardzo doktadnie, z
dbatoscig o szczegoty 1 niuanse techniczne, co dowodzi znakomitego warsztatu Doktorantki.
Analiza statystyczna zostata przeprowadzona rzetelnie 1 adekwatnie do zatozen badania.

Kolejny rozdziat, Wyniki, obejmuje opis rezultatow przeprowadzonych analiz. Doktorantka
uzyskata bardzo szeroki zakres danych dotyczacych zmian transkryptomu spowodowanych
podawanymi substancjami. Autorka umiejetnie postuzyla si¢ calym panelem programéw
bioinformatycznych, oraz analiz in silico, aby pozna¢ potencjalne znaczenie obserwowanego
wplywu zmian RNA jako mechanizmu dzialania podawanych lekéw. Wyniki badan z
wykorzystaniem technik wielkoskalowego profilowania transkryptomu bardzo skrupulatnie
potwierdzita wykorzystujac analizy ekspresji poszczegdlnych form najciekawszych
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transkryptow. Te wyniki zostaly rozwiniete w dalszej czesci Pracy, gdzie Doktorantka podjeta
siec ocena ekspresji alternatywnych transkryptow, w szczegolnosei genu Dclkl. Badania te
doprowadzity do identyfikacji nieznanego dotad produktu tego genu, transkryptu Delk1-m. Co
wiecej Autorka przeprowadzita analiz¢ proteonomiczng celem wykazania, iz transkrypt Dclk1-
m moze ulega¢ translacji prowadzac do wytworzenia swoistego produktu biatkowego. Mam
nastepujace pytania odnosnie rozdziatu ,,Wyniki™:

1. Doktorantka identyfikuje liczne alternatywne transkrypty charakteryzujace si¢ ,.retencja
intronu”, szczegdlnie w obrebie Grupy 3 opisywanych RNA. Wynik ten sugeruje mozliwos¢
globalnej zmiany procesu dojrzewania mRNA i promowania takich wlasnie form. Czy profil
Grupy 3 wskazuje na istnienie takiego zjawiska, a jesli tak, to czy pokazuje mozliwy
mechanizm (np. zmiany ,,spliceosomu”)?

2. Ekspresja Dclkl jest znanym markerem dla komorek kepkowych (,tuft cells”) w
przewodzie pokarmowym. Czy co$ wiadomo o wptywie mianseryny na te populacje komorek?

W rozdziale Dyskusja Autorka przeprowadzita analiz¢ uzyskanych wynikoéw. Na szczegolne
wyrdznienie zastuge swoboda Doktorantki w omawianiu wynikéw, pomimo rozlegtego zakresu
analizowanych zmian. Stwierdzenie pojawiania si¢ nowego, dotad nieopisanego transkryptu
genu Dclkl, czy obecno$¢ wariantow z ,,retencja intronu” stusznie zostaty wymienione przez
Autorke jako nowe zjawiska o nieznanym dotad znaczeniu dla funkcjonowania mézgu. Nie
mam watpliwosci, iz recenzowana Rozprawa ma charakter nowatorski i stanowi istotny wktad
w reprezentowang dziedzine nauki, a zidentyfikowanie nowych form ulegajacych znaczacej
zmianie w wyniku podawania substancji psychotropowych in vivo, stanowi istotne i znaczace
odkrycie. Rozdziat poswiecony Podsumowaniu i wnioskom jest rzetelnym odzwierciedleniem
uzyskanych wynikéw w kontekscie zatozen pracy. Wydzielenie Wykazu wybrany skrotow,
oraz spisow rycin i tabel ulatwiaja orientacj¢ w tekscie. Na wyr6znienie zastuguje schludnos¢,
klarowno$¢ i estetyka calej Rozprawy. Doktorantka ukazuje talent nie tylko w zakresie pracy
naukowej i laboratoryjnej, ale takze jako autor umiejacy przejrzyscie przekazac tematyke 1
wyniki swoich trudnych i rozlegtych badan.

W podsumowaniu recenzji mam przyjemnos¢ stwierdzi¢, iz rozprawa magister Magdaleny
Zygmunt spetnia wszystkie wymagania stawiane pracom na stopien doktora i stawiam wniosek
o dopuszczenie Autorki do dalszych etapow przewodu doktorskiego. J ednoczesnie, wnioskuje
o wyrdznienie tej Pracy Doktorskiej.
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