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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Joanny Chmielewskiej pt. ,,Regulacja ekspresji
neuroligin w synapsie w warunkach fizjologicznych i w zespole lamliwego
chromosomu X”

Praca zostata wykonana pod kierunkiem Pani dr. hab. Magdaleny Dziembowskiej
w Pracowni Molekularnych Podstaw Plastycznosci Synaptycznej w Centrum Nowych Technologii

Uniwersytetu Warszawskiego.

Synapsa jest to miejsce, w ktorych nastgpuje komunikacja pomigdzy btong aksonu jednej
komoérki, zwang czg$cig presynaptyczng, a dendrytem drugiej komoérki zwang czegScig
postsynaptyczng. Utrzymanie prawidtowych potaczen synaptycznych zalezy migdzy innymi od
obecnosci biatek adhezyjnych, taczacych fizycznie obie czesci synapsy. Neuroliginy (NLGN) to
czgsteczki adhezyjne zlokalizowane po postsynaptycznej stronie synapsy, ktore oddziatujg ze swoimi
presynaptycznymi partnerami neureksynami w celu utrzymania potaczenia transsynaptycznego.
Zaburzenia w poziomie biatlek NLGN korelujg z wystepowaniem zaburzen ze spektrum autyzmu.
Podjecie badan zmierzajacych do lepszego poznania molekularnych mechanizméw regulujacych
poziom neuroligin na synapsie w mézgu w warunkach fizjologicznych oraz w zwierzecym modelu
syndromicznych zaburzen ze spektrum autyzmu, jakim jest zesp6t tamliwego chromosomu X (FXS),

jest w pelni uzasadnione.

Praca ma typowa struktur¢ prac doktorskich. Sktada si¢ ze Wstepu, Materiatow i Metod,
Wynikow oraz krotkiej Dyskusji. Jako osobne rozdziat zostaty wydzielone Zatozenia i cel pracy oraz
Whioski. Praca zawiera wymagane streszczenie w jezyku angielskim i polskim. Bibliografia sktada
sie¢ z ponad 300 pozycji. Praca jest ogolnie dobrze napisana, dlatego czytelnik nie ma problemu z jej

§ledzeniem.

Wstep stanowi najobszerniejszg cze$¢ pracy (41 stron). Zawiera on podstawowe informacje

0 budowie neurondw i synaps oraz oméowienie roli biatek neuroligin. Ponadto szczegbétowo opisano
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charakterystyke zaburzen ze spektrum autyzmu, w tym takze zespotu tfamliwego chromosomu X.
Catos¢ stanowi dobry materiat do zrozumienia zatozen i celu pracy. Jednak nie jest zrozumiate,
dlaczego we wstepie znajduje si¢ opis dotyczacy udzialu proteolitycznych fragmentdéw biatek
neuroligin w rozwoju nowotworow, skoro watek rozwoju nowotworow nie byl badany w pracy

doktorskiej.

Czg$¢ Materialy i Metody jest zwieztym spisem zastosowanych metod badawczych oraz
uzytych materiatlow. W czesci o hybrydyzacji in situ, nie podano dtugosci uzytych sond. Informacja
ta pojawia si¢ dopiero w rozdziale Wyniki. W cze$ci Analiza Statystyczna jest stwierdzenie
»Wszystkie dane na wykresach podano jako wartosci srednie +/- blqd standardowy sredniej (SEM)
Z technicznych powtorzen niezaleznych eksperymentow lub myszy”. Bardzo prosze o wyjasnienie
pojecia ,technicznych”. Do analiz statystycznych powinny by¢ brane powtorzenia biologiczne. Czy

w opisie wkradt si¢ blad edytorski?

Wyniki sg dobrze opisane, a doSwiadczenia starannie zaplanowane. W pracy zastosowano dwa
modele badawcze: biochemiczne preparaty synaptoneurosoméw izolowane z mozgu myszy zwane
,,Synapsami in vitro” oraz pierwotne hodowle neuronéw hipokampalnych. W pierwszej czgsci pracy
doktorskiej Autorka weryfikowata hipoteze, ze biatko FMRP, reguluje lokalng translacj¢ neuroligin.
Uzywajgc preparatow synaponeurosomow izolowanych z hipokampa i fragmentu kory mézgowej (tu
brak informacji jaki rodzaj kory byt badany) myszy o fenotypie dzikim i mutantow pozbawionych
biatka FMRP (Fmrl KO), pokazata wzrost poziomu biatka dla NLG1 i NGL3 przy braku ekspresji
FMRP. Poréwnanie poziomu ekspresji neroligin doktorantka przeprowadzita takze w pierwotnych
hodowlach neuronéw, potwierdzajac wzrost ekspresji NLG1 i NGL3, a nie NLG2 w komorkach
pochodzacych z myszy Fmrl KO. Autorka zbadata rowniez poziom mRNA Nlgnl, Nign2, NIgn3 we
frakcji synaptoneurosoméw, potwierdzajac, ze oObserwowane zmiany w poziomie biatek sg
prawdopodobnie wynikiem zwigkszonej translacji w neuronach pozbawionych FMRP, a nie
podywzszonej transkrypcji genow. W kolejnym etapie badan doktorantka badata oddziatywania
biatka FMRP z mRNA mRNA Nlgnl, Nign2 i NIgn3 przy uzyciu metody wspotwytracania RNA
z biatkami. Uzywajac frakcji synaptoneurosomow pokazata, ze biatko FMRP oddzialuje z mRNA
Nlgnl, Nign2 i Nlgn3. Dodatkowo uzywajac metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH)

I immunodetekcji autorka pokazata czesciowe wspotwystepowanie granul RNA z biatkiem FMRP.
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W pracy brakuje jednak ilosciowego przedstawienia procentu kolokoalizacji obu sygnaléw. Nie

znalaztam takze informacji, ile razy ten eksperyment byt powtarzany.

W drugiej czesci pracy Autorka badata zmiany poziomu powierzchniowych biatek neuroligin
po stymulacji NMDA lub glutaminianem. Analizy prowadzita uzywajac frakcji synatoneurosomow
izolowanych z myszy kontrolnych i myszy Fmrl KO oraz hodowli pierwotnych stosujgc metody
sieciowania. Otrzymane wyniki wskazuja, ze poziom biatka NLG1 i NGL3, a nie NLG2 jest
podwyzszony w stanie podstawowym na powierzchni neurondw pochodzacych ze zwierzat
pozbawionych biatka FMRP. Jest to wynik zgodny z tym co autorka przedstawita w pierwszej czesci
rozprawy. Wzrost poziomu biatka NLG1 i NGL3 w synaptoneurosomach koreluje zatem ze wzrostem
ich poziomu na synapsach w neuronach pochodzacych od myszy Fmrl KO. Co cickawe autorka takze
zauwazyta, ze krotka, 2,5 minutowa, stymulacja synaptyczna powoduje znaczny spadek poziomu
biatek powierzchniowych neuroligin, i pojawienie si¢ C-koncowego produktu ciecia proteolitycznego
dla wszystkich form neuroligin NLGN1 (26 kDa), NLGN2 (20 kDa) i NLGN3 (26kDa). Aby
zidentyfikowaé proteazy odpowiedzialne za cigcie neuroligin, Autorka uzyta znanych inhibitorow
proteaz zewnatrzkomodrkowych, takich jak GM6001 (ogdlny inhibitor metaloproteinaz) i Inh. |
(inhibitor MMP-9/13i) oraz zwierzat pozbawionych ekspresji proteinazy MMP-9 (Mmp-9 KO).
Otrzymane wyniki wskazuja, ze proteolityczne cigcie neuroligin jest hamowane w obecnosci
inhibitora MMP-9/13. Nie wykazano jednak r6znic w poziomie cigcia NLGN1, NLGN2 i NGLN3
w synaptoneurosomach z myszy Mmp-9 KO, co moze oznacza¢ udziat MMP-13, a nie MMP-9
w obserwowanej po stymulacji neuronalnej proteolizie. W pracy nie znalaztam informacji, dlaczego
hamowanie cigcia NLGN1 i NLGNZ2 testowano tylko w obecnosci Inh. I, a nie GM6001. Nie jasne
jest rowniez zdanie ze strony 139 ,,Na podstawie otrzymanych wynikow mozna niejednoznacznie
stwierdzié, ze proteaza MMP-9 i/lub MMP-13 ma udzial w cieciu wszystkich izoform neuroligin....”,
oraz stwierdzenie zen strony 140 ,,Ten wynik sugeruje, Ze w obrobce proteolitycznej neuroligin poza
enzymem MMP-9 bierze udzial inna proteaza”. Przedstwione w rozprawie wynik wskazuja, ze

MMP-9, nie bierze udzialu w cigciu proteolitycznym neuroligin.

Chcialabym takze zwrdci¢ uwage, ze czes¢ doswiadczen przedstawiona w pracy nie byla
poddana analizie densytometrycznej i statystycznej, mimo iz na rycinach jest informacja, ze
przedstawione sa przyktadowe skany z kilku ,, niezaleznie przeprowadzonych eksperymentow . Brak

ten, utrudnia ocen¢ przedstawionych wynikow 1 ich interpretacj¢, gdyz obserwowane zmiany sg
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czesto subtelne. Uwaga moja dotyczy wynikow przedstawionych na rycinach: 30, 46, 49, 51 i 52.

Mimo zamieszczenia kilku uwag krytycznych w recenzji, prace doswiadczalng oceniam pozytywnie.

Dyskusja pracy jest krotka i zaczyna si¢ od informacji, ktore byty opisane przez doktorantke
we wstepie. Moim zdaniem podrozdzial z Wynikow (4.6. Podsumowanie uzyskanych wynikow)
powinien rozpoczyna¢ rozdzial Dyskusja. W ogolnej ocenie merytorycznej pracy chciatabym
podkresli¢, ze doktorantka potrafi wiasciwie zaplanowac eksperymenty i zastosowaé odpowiednie
techniki do ich wykonania. Ponadto umie prawidtowo zinterpretowa¢ dane eksperymentalne,
porowna¢ z wynikami uzyskanymi przez innych badaczy, oraz zaproponowaé prawdopodobny

mechanizm badanych zjawisk.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny praca mgr Joanny Chmielewskiej
spelnia wszystkie warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. z poprawkami
wprowadzonymi Ustawg z dnia 18 marca 2011 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
0 stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz.882). Dlatego tez z catym przekonaniem
zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM w Warszawie 0 dopuszczenie mgr
Joanny Chmielewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i popieram wniosek o nadanie jej

stopnia naukowego doktora.
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