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Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata przygotowana w Laboratorium Molekularnych
Podstaw Plastycznosci Synaptycznej Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego, w
zespole, ktéry od wielu lat zajmuje sie badaniami dotyczgcymi przekaznictwa nerwowego w warunkach
fizjologicznych i, co warto podkresli¢, w modelach ludzkich choréb dziedzicznych, w tym w zespole
tamliwego chromosomu X. Aktualnie dysponujemy coraz lepszymi metodami diagnostycznymi opartymi
0 techniki wysokoprzepustowe (m.in. sekwencjonowanie nastepnej generacji), ktére umoiliwiajg
identyfikacje przyczyny wystapienia choroby. Jednak to wtaénie badania podstawowe majace na celu
wyjasnienie mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za rozwdj okreslonej choroby, umoiliwiaja
rozwoj nowych terapii celowanych. Doktadne poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za rozwdj
uktadu nerwowego lub regulujgcych transdukcje sygnatu w komdrkach nerwowych, przekitada sie na
lepsze zrozumienie funkcjonowania uktadu nerwowego czy proceséw uczenia sie i pamieci, ktérych
zaburzenia obserwowane sg w szeroko pojetych chorobach neurorozwojowych. Pozwala takie na
identyfikacje ,,celéw” dla potencjalnych strategii terapeutycznych.

Zaburzenia ze spektrum autyzmu (ASD) s3 jednymi z czesciej wystepujacych zaburzen
neurorozwojowych. Spektrum zaburzen autystycznych jest szerokie, od postaci tagodnych takich jak
zespot Aspergera, do ciezkich, w ktérych zachowaniom autystycznym moze towarzyszyé znaczna
niepetnosprawnos¢ intelektualna (niewskazane jest uzywanie terminu ,upo$ledzenie umystowe”). U
pacjentow mogg wystepowac takie inne zaburzenia np. deficyty mowy, padaczka, zaburzenia
funkcjonowania uktadu pokarmowego czy cechy dysmorfii, takie jak wymienione w pracy wielkogtowie,
niewymienione matogtowie (mimo tego, ze cytowana jest praca podsumowujaca wyniki badan
pacjentow z ASD i mato-/wielkogtowiem), oraz inne specyficzne cechy kliniczne. W przypadku gdy ASD
towarzyszg dodatkowe cechy kliniczne méwimy o syndromicznych zaburzeniach ze spektrum autyzmu,
ktére w zaleznosci od obserwowanych zestawdw cech, mogg zosta¢ opisane jako zespoty chorobowe.
Zgodnie z bazg Human Phenotype Ontology (https://hpo.jax.org/app/), zaburzenia ze spektrum autyzmu
mogg wystgpi¢ w przebiegu ponad 500 réznych jednostek chorobowych, w tym choréb monogenowych i
zespotdw chromosomowych.

Jednym z fenotypow, w przebiegu ktorych obserwuje sie zaburzenia ze spektrum autyzmu jest zespot
tamliwego chromosomu X (FXS). Jest on opisywany jako najczestsza monogenowa przyczyna ASD —
szacuje sig, Ze zespot moze dotyczy¢ 1-6% pacjentdw z ASD. Jednoczesnie szacuje sie, ze okoto 46%
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mezczyzn i 16% kobiet z zespotem tamliwego chromosomu X ma zdiagnozowane iflub leczone
zaburzenia ze spektrum autyzmu. W znaczacej wiekszosci przypadkéw przyczyng FXS jest ekspansja (nie
amplifikacjal) trojki nukleotydowej CGG znajdujacej sie w regionie 5'UTR genu FMR1 do zakresu powyzej
200 powtdrzen. Nagromadzenie sekwencji CG prowadzi do hypermetylacji genu FMR1 i zahamowania
jego ekspresji, czego konsekwencjg jest brak biatka FMRP — wainego regulatora lokalnej syntezy biatek
w synapsie.

Mimo intensywnych badan mechanizmy molekularne lezagce u podstaw rozwoju zespotu tamliwego
chromosomu X, nie zostaty ostatecznie wyjasnione, za$ potencjalne terapie spersonalizowane oparte o
wyniki wczedniejszych prac, nie daly oczekiwanych rezultatow. Stad tez koniecznos$¢ dalszych badan,
ktore w przysztosci moga zostaé wykorzystane do opracowania nowych podejs¢ terapeutycznych.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest wtasnie przyktadem badan podstawowych, ktdre majg
pomdc w wyjasnieniu podtoza zaburzern rozwojowych / funkcjonalnych prowadzacych do wystgpienia
objawdw klinicznych obserwowanych w przebiegu zespotu famliwego chromosomu X.

Praca doktorska napisana jest w ukfadzie klasycznym. Na 186 stronach Doktorantka zawarta obszerny
wstep, zatozenia i cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje oraz wnioski. Podstawowe czesci pracy
uzupetnione sg o streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis skrotow (w ktdrym nastgpito
przesuniecie objasnienn wzgledem skrétéw) oraz spis tabel (11 pozycji) i rycin (55 pozycji). Czesci
teoretyczne zostaty przygotowane w oparciu o bogate pismiennictwo liczace ponad 300 (!) pozycji
literaturowych. Blisko 1/3 z nich to pozycje literaturowe opublikowane w ciggu ostatnich 5 lat.

Warto podkresli¢, ze wyniki przedstawione w pracy sg efektem badan naukowych prowadzonych w
ramach projektow badawczych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, w tym grantu
Preludium, ktérego kierownikiem byta doktorantka (2017/27/N/NZ1/01381). Czeéciowe wyniki zostaty
opublikowane w postaci artykutu naukowego pt. Neuroligin 1, 2, and 3 Regulation at the Synapse:
FMRP-Dependent Translation and Activity-Induced Proteolytic Cleavage (autorstwo: Chmielewska JJ,
Kuzniewska B, Milek J, Urbanska K, Dziembowska M) opublikowanego w Molecular Neurobiology w 2019
roku (IF=4,586) oraz byly prezentowane na konferencjach naukowych krajowych i zagranicznych.

Pierwsza czes¢ pracy to obszerny 40-stronicowy wstep omawiajgcy podstawy funkcjonowania komérek
nerwowych, biologie przekazywania impulsu nerwowego oraz procesy plastycznosci istotne dla rozwoju
uktadu nerwowego. Zawarta jest w nim takze szczegétowa charakterystyka struktury i funkcji biatek z
rodziny neuroligin, ktorych badania stanowia podstawe prezentowanej rozprawy doktorskiej.
Interesujgcy jest fakt opisania w genach kodujacych biatka neuroligin (NLGN1, NLGN2, NLGN3, NLGN4X)
wariantéw patogennych / potencjalnie patogennych stanowigcych przyczyne rozwoju zaburzer ze
spektrum autyzmu. Szczegétowo zostaty opisane wybrane warianty w genach NLGN3 i NLGN4X pod
katem ich wptywu na ekspresje biatka oraz przekaznictwo nerwowe. Zastrzezenie moze budzi¢ fakt nie
siegniecia przez doktorantke do bazy Human Gene Mutation Database, gdzie poza wariantami
opisanymi w pracy, znajduje sie informacja o kilkudziesieciu innych patogennych zmianach
zidentyfikowanych w genach NLGN i odpowiedzialnych za zaburzenia ze spektrum autyzmu lub
schizofrenie lub wigzanych z wyzszym ryzykiem ich rozwoju. Druga uwaga dotyczy wymienienia
sekwencjonowania eksomowego jako metody badawczej wykorzystanej do identyfikacji pierwszych
mutacji w genach NLGN3 i NLGN4X. Publikacje opisujgce te mutacje zostaly powstaty w latach 2003-
2004, zas pierwsze publikacje opisujace sekwencjonowanie nastepnej generacji jako metode
identyfikacji mutacji pojawity sie w roku 2012. W obu przypadkach wykorzystano sekwencjonowanie
metodg Sangera tzw. gendw kandydackich znajdujgcych sie w loci powigzanych wczesniej z chorobg za
pomocg analizy sprzezen lub po zidentyfikowaniu w nich rozlegtej delecji.

Rozwazania dotyczace zwigzku wariantow w genach NLGN i ASD sg punktem wyjscia do szerszego
omowienia zaburzen ze spektrum autyzmu, ze szczegdlnym uwzglednieniem zespotu tamliwego
chromosomu X. W tym kontekscie zostato takze szczegbétowo opisane biatko FMRP (budowa i funkcja)
oraz mysi model FXS, ktdry wykorzystywano do badan w prezentowanej rozprawie doktorskiej.
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Wstep napisany jest przystepnym jezykiem, zawiera liczne ryciny i tabele, ktore utatwiajg zrozumienie
tekstu. Moje gtéwne zastrzezenia dotyczg spraw edytorskich, a mianowicie zapisu nazw genéw mysich i
ludzkich. Zgodnie z Guidelines for Formatting Gene and Protein Names nazwy gendw ludzkich powinny
by¢ pisane duzymi literami kursywa, biatek ludzkich — duzymi literami prostym krojem czcionki, genéw
mysich — kursywa, z pierwszg literg duzg i pozostatymi matymi. Druga uwaga dotyczy zapisu mutacji,
ktéory  powinien  by¢ zgodny <z  wytycznymi  Human  Genome  Variation  Society
(https://varnomen.hgvs.org/). Wedtug tych zasad odeszlismy od nazewnictwa wariantow opartego o
nazwe genu i hazwe mutacji na podstawie same] sekwencji biatkowej podanej jako indeks gorny.
Prawidtowy zapis powinien uwzglednia¢ numer sekwencji referencyjnej, zapis na poziomie DNA i
ewentualnie zapis na poziomie biatka. Czyli zapis mutacji powinien wyglada¢ nastepujgco: NLGN3™31¢ —
NM_018977.4:c.1351C>T (p.Argd51Cys), NLGN4XP*®* . NM_020742.4:c.1185dup (p.Asp396Ter),
NLGN4XR7C - NM_020742.4:¢.2110C>T (p.Arg704Cys).

W kolejnym rozdziale Pani mgr Joanna Chmielewska prezentuje gtéwny cel pracy — zbadanie regulacji
ekspresji neuroligin w synapsie w warunkach fizjologicznych i w zespole tamliwego chromosomu X.
Osiggniecie tego celu mozliwe byto poprzez realizacje celdw szczegdtowych takich jak zbadanie wptywu
obecnosci biatka FMRP na proces translacji neuroligin, ich lokalizacje komdérkowg i procesy ciecia
proteolitycznego.

Kolejny rozdziat ,,Materiaty i metody” szczegétowo omawia procedury badawcze, w tym opracowane i
udoskonalone w Laboratorium Molekularnych Podstaw Plastycznosci Synaptycznej procesy izolacji
synaptoneurosomow, zaktadania pierwotnych hodowli neurondéw hipokampalnych, stymulacji
receptoréw NMDA w warunkach in vitro, wytrgcania RNA zwigzanego z biatkiem FMRP (wykorzystanie
przeciwcial anty-FMRP), fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ jako metody identyfikacji okreslonych
mRNA oraz metody analizy biatek powierzchniowych. W rozdziale ,Materialy i metody” pojawia sie
takze opis metod stosowanych do profilowania poziomu RNA zwigzanego z réznymi frakcjami
polirybosoméw i metody Click-iT, jednak nie znajdujg one odniesienia w rozdziale pt. Wyniki. Opis
wynikow z zastosowaniem tych technik pojawia sie dopiero w Dyskusji, zatem powstaje pytanie powinny
by¢ one omawiane w rozdziale 3.

Metody wykorzystane w pracy opisane sg szczegdtowo, w niektérych miejscach zamiast koricowych
stezeri poszczegdlnych czesci sktadowych mieszanin reakcyjnych pojawiajg sie objetosci dodawanych
roztworéw (np. podrozdziat 3.3). Mamy tez kilka powtorzen tych samych informacji dotyczacych
pomiaru i oceny jakosci izolowanego RNA, czy wykorzystania metody ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym. Wydaje mi sie takie, ze w podrozdziale analiza statystyczna powinny jednak zosta
wymienione stosowane testy, jak rowniez okreslony poziom istotnosci statystycznej.

To co nalezy podkresli¢ to fakt, ze stosowane techniki badawcze nie sg technikami ogdlnie dostepnymi,
za$ stosowane procedury wymagaja odpowiedniego doswiadczenia, zwtaszcza te prowadzone z
wykorzystaniem synaptoneurosoméw i pierwotnych hodowli neuronéw hipokampu. Jestem pod
wrazeniem (pozytywnym) obrazéw analiz wykonanych technikg Western blot. Zostata ona opanowana
przez doktorantke niemalze do perfekg;ji.

W rozdziale 4 przedstawione zostaty wyniki prac prowadzonych przez mgr Joanne Chmielewskg. Zostaty
one opisane w sposdb uporzadkowany i adekwatny do postawionych celéw szczegdtowych. Moje
zastrzezenia budzi fakt, ze w rozdziale poza omdéwieniem wynikow, dos¢ szczegétowo sg omodwione
procedury badawcze (np. opis pozyskania synaptoneurosomow — podrozdziat 4.1, metoda Western blot
~ podrozdziat 4.2.1, 4.2.2, metoda ilosciowego PCR — podrozdziat 4.3.2, stymulacja receptorow NMDA —
podrozdziat 4.4). Wedtug mnie opisy te powinny by¢ elementem rozdziatu 3. Niektore sformutowania
odnoszgce sie do wynikow innych grup badawczych raczej powinny stanowi¢ element dyskusji.
Dyskusyjne dla mnie jest rowniez oddzielne omawianie dla kazdej neuroliginy do$wiadczen dotyczgcych
ich lokalizacji w synapsie, jak rozumiem dla NLGN2 nie zostafo wykonane badanie wykorzystujgce
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sieciowanie biatek powierzchniowych w komodrkach wywodzacych sie z pierwotnych hodowli
hipokampalnych. By¢ moze wyniki te powinny zosta¢ podsumowane w postaci wspélnej tabeli.

Niezaleznie od tych uwag, w rozdziale 4 doktorantka konsekwentnie przedstawia uzyskane wyniki, ktére
majg odpowiedzie¢ na pytanie, w jaki sposob regulowana jest aktywnosc¢ biatek z rodziny neuroligin w
synapsie oraz jakie zaburzenia ich ekspresji/aktywnosci obserwowane sa w przypadku braku biatka
FMRP. W analizach wykorzystuje zaréwno badania laboratoryjne, jak réwniez analizy in silico do
predykcji miejsc wigzania biatka FMRP czy miejsc ciecia dla enzymdw proteolitycznych.

Doktorantka wykazata, ze:

1) poziom biatek NLGN1 i NLGN3 jest wyzszy w synaptoneurosomach oraz pierwotnych hodowlach
neuronalnych uzyskanych z komérek pobranych od myszy z delecjg genu Fmri; nie stwierdzono
réznic w poziomie biatka NLGN2. Zmiana poziomu hiatek nie zalezy od poziomu ekspresji gendw
Nignl i Nign3. Wskazuje to na fakt, ze biatko FMRP odgrywa role w regulacji lokalnej syntezy
biatek NLGN1 i NLGN3 w synapsie.

2) Biatko FMRP oddziatuje z mRNA Nlgnl, Nign2 i Nign3, na co wskazywaty badania in silico - w
sekwencjach transkryptow stwierdzono obecnos$¢ sekwencji, do ktérych moze wigzaé sie
domena RGG biatka FMRP. W badaniach laboratoryjnych prowadzonych z wykorzystaniem
synaptoneurosomow stwierdzono, ze wraz z biatkiem FMRP wytracaja sie czgsteczki mRNA dla
rodziny Nign (efektu nie obserwowano w przypadku preparatow uzyskanych od myszy z delecjg
genu Fmrl). W pierwotnych szczurzych hodowlach neuronalnych stwierdzono z kolei
kolokalizacje biatka FMRP i mRNA dla poszczegdlnych neuroligin (jest to pierwsza wizualizacja
tego zjawiska).

3} Brak biatka FMRP powoduje zwiekszenie poziomu powierzchniowej formy biatek NLGN1 i
NLGN3. Stymulacja receptora NMDA powoduje proteolityczne ciecie neuroligin
powierzchniowych, zmniejszeniu ulega takze wewnetrzny poziom tych biatek. Proces ten nie
jest zaburzony w przypadku braku biatka FMRP.

4) Proteazy zaangazowang w proces ciecia proteolitycznego neuroligin (zwtaszcza NLGN3) jest
enzym MMP-13, co wykazano prowadzac badania na synaptoneurosomach muszy z delecja
genu Mmp9 (proces ciecia neuroligin miat taki sam przebieg jak w przypadku myszy ze szczepu
dzikiego).

Na uznanie zastuguje zamieszczenie na koncu rozdziatu 4 podsumowania wynikow, w postaci krotkiego
omdwienia mechanizmow zwigzanych w regulacjg aktywnosci i lokalizacji neuroligin w warunkach
fizjologicznych i w zespole tamliwego chromosomu X. Ostatni akapit tego podrozdziatu wprowadza
dyskusje nad potencjalnym wykorzystaniem uzyskanych wynikdw w opracowaniu strategii
terapeutycznych dla FXS, zaburzen ze spektrum autyzmu czy innych choréb zwigzanych z dysfunkcja
choréb.

Dyskusja wynikéw poprowadzona jest poprawnie i odwotuje sie do dostepnego pismiennictwa
dotyczgcego aktywnosci i procesow, ktdrym podlegaja neuroliginy. Uzyskane wyniki zostaty dogtebnie
przeanalizowane, wigcznie z tym, ze w rozdziale pojawit sie opis dodatkowych doswiadczen wykonanych
za pomoca metody frakcjonowania polirybosoméw oraz metody Click-1T, potwierdzajgcych role biatka
FMRP w regulacji lokalnej translacji neuroligin. Wykazano, ze w przypadku myszy pozbawionych genu
Fmrl, synteza neuroligin jest wyzsza w warunkach braku stymulacji receptoréw NMDA i nie zmienia sie
znaczgco po podaniu czynnika indukujacego. W koncowej czesci zawarte jest krotkie podsumowanie,
zawierajgce sformutowanie dotyczace potencjalnej roli biatka FMRP w regulacji biatek kodowanych przez
geny, w ktorych zidentyfikowano mutacje odpowiedzialne za wystepowanie ASD. Autorka sugeruje, ze
uzyskane dane moga wskazywac sciezki do opracowania nowych strategii terapeutycznych w przysztosci.
Troche mi brakuje sugestii / hipotezy, jakie podejscia terapeutyczne mogtyby zosta¢ zastosowane na
podstawie uzyskanych wynikéw (inhibitory proteaz, selektywna blokada translacji NLGN?).
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Koricowq czes¢ pracy stanowig wnioski, ktére odpowiadajg celom szczegétowym zaprezentowanym w
rozdziale 2 i uzyskanym wynikom.

Dla mnie, jako osoby zajmujgcej sie w swojej codziennej pracy diagnostyka genetyczng i badaniem
genetycznych przyczyn wystepowania zaburzert rozwojowych, przedstawiona praca stanowi
uzupetnienie naszych prac diagnostycznych i przyczynia sie do wyjasnienia molekularnych mechanizméw
rozwoju choréb o podfozu genetycznym. Rozprawa stanowi istotny i oryginalny wktad w rozwéj wiedzy
dotyczgcy regulacji przekazywania sygnatu w komérkach nerwowych, jak réwniez roli biatka FMRP w ich
funkcjonowaniu, zwiaszcza w modulacji aktywnosci biatek z rodziny neuroligin. Ma to szczegdine
znaczenie dla poznania mechanizméw odpowiedzialnych za rozwéj zespotu famliwego chromosomu X
czy zaburzen ze spektrum autyzmu.

Catg pracg oceniam pozytywnie, mimo wymienionych wczeéniej uwag, probleméw ze sktadem tekstu
(zostawione puste przestrzenie na stronach) i obecnosci btedéw edytorskich wynikajacych z uzycia
sfownictwa Zzargonowego lub bezposredniego ttumaczenia z jezyka angielskiego, ktérych nie bede
doktadnie wymieniac.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Joanny Julii Chmielewskiej pt. ,Regulacja ekspresji neuroligin w
synapsie w warunkach fizjologicznych i w zespole tamliwego chromosomu X” spetnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).
Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie mgr Joanny Julii Chmielewskiej do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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