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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Joanny Julii Chmielewskiej zatytutowanej ,Regulacja
ekspresji neurolignin w synapsie w warunkach fizjologicznych i w zespole tamliwego
chromosomu X”

Niniejszg recenzje wykonatem jako osoba powotana do funkcji recenzenta przez Rade
Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Oceny dokonatem wedtug
obowiazujacych uregulowan prawnych na podstawie przekazanej mi rozprawy doktorskie;j.

Praca doktorska mgr Joanny Chmielewskiej zostata wykonana w Laboratorium Molekularnych
Podstaw Plastycznosci Synaptycznej, Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu Warszawskiego
pod opieka merytoryczng dr hab. Magdaleny Dziembowskiej, petnigcej funkcje promotora w
przewodzie doktorskim. W macierzystym zespole od wielu lat prowadzone s3g z duzym sukcesem
badania nad poznaniem wptywu biatek kluczowych dla funkcjonowania synaps w kontekscie
regulacji plastycznosci centralnego uktadu nerwowego, a szczegélnie w odniesieniu do patogenezy
relatywnie czestej choroby neurorozwojowej jakg jest zespdt tamliwego chromosomu X (FXS).
Oceniana praca doktorska wpisuje sie wtasnie w ten nurt badan.

Szczegdlnymi obiektami badan doktorantki byta klasa powierzchniowych biatek adhezyjnych
znajdujacych sige na synapsach i petnigcych kluczowa role w ich tworzeniu i stabilizacji. Sg nimi
lokalizujgce postsynaptycznie neuroligniny. Petnia one réwniez waing role w regulacji
przewodnictwa synaptycznego, a ich mutacje sg wigzane z wystepowaniem zaburzeri ze spektrum
autyzmu. Gtéwnym celem badan Doktorantki byto okreslenie molekularnych mechanizméw
stojagcych u podstaw regulacji poziomu neurolignin w synapsach zaréwno w warunkach
fizjologicznych jak i przy niedoborze biatka FMRP, czyli w warunkach patologicznych zwigzanych z
FXS.

Oceniana rozprawa doktorska sktada sie z trzech gtéwnych czesci. Pierwszg stanowi obszerny,
liczacy ponad 40 stron, wstep precyzyjnie omawiajacy istniejacy stan wiedzy w zakresie tematyki
projektu. Doktorantka doktadnie opisuje budowe neurolignin, ich oddziatywanie z paralogami i
innymi biatkami, regulacje ich stezenia w btonach komérek neuronalnych i glejowych, w tym na
drodze proteolizy. Z drugiej strony skupia sie réwniez na funkcji biatka FMRP, ktérego brak
wynikajgcy z obecnosci mutacji w genie FMR1 jest przyczyng FXS, w regulacji ekspresji gendw na
réznych etapach, w tym zwfaszcza w transporcie mRNA i lokalnej translacji w dendrytach. Czesé ta
napisana jest w sposéb bardzo kompetentny i informatywny, a przygotowane przez Doktorantke
ryciny bardzo utatwiaja zrozumienie nieraz ztozonych mechanizméw molekularnych. Moze jedynie
rozdziat 1.9 ,Transport mRNA i lokalna translacja w dendrytach” mégtby by¢ nieco szerzej opisany
poniewaz w petni nawigzuje do zasadniczego celu pracy. Tu wiekszos¢ prac, do ktérych znajdujemy
odwotanie to prace starsze.
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Drugg cze$¢ pracy stanowi bardzo konkretnie nakreslony cel badai. Trzecim,
najobszerniejszym elementem rozprawy jest drobiazgowy opis zasadniczej czesci pracy,
rozpoczynajagcy sie przedstawieniem metodyki badawczej, a koriczacy opisaniem i
przedyskutowaniem uzyskanych wynikéw prowadzonych badan. Jest to tradycyjny uktad rozprawy.
Na uwage zastuguje bardzo klarowny opis poszczegdlnych podrozdziatéw, w ktérych znajduje sie
krotkie wprowadzenie ukazujace celowo$¢ podjecia konkretnych zadan badawczych, a korczy
konkluzja nie wykraczajgca poza realny wynik przeprowadzonych eksperymentdw.

Celem pierwszej czesci badawczej pracy byto okreslenie réznic w poziomie ekspresji genéw
neurolognin w warunkach prawidtowych i przy braku biatka FMRP. Badania prowadzono z
wykorzystaniem synaptoneurosomoéw uzyskanych z myszy typu dzikiego i z myszy z nokautem Fmrl
(Fmr1 KO) oraz pierwotnych hodowli komérek neuronalnych izolowanych z hipokampu badanych
myszy. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty istotny udziat FMRP w regulacji lokalnej translacji
mRNA dla neurolignin 1 i 3 przy braku wptywu na poziom samych mRNA. Eksperymenty zostaty
prawidtowo zaplanowane z uwzglednieniem szeregu dobrze dobranych kontroli, a wyniki wiasciwie
zinterpretowane. Uzyskany wynik sktonit Doktorantke do zadania kolejnego pytania, jakim byta
mozliwos¢ bezposredniego oddziatywania FMRP z mRNA neurolignin. Aby odpowiedzieé¢ na to
pytanie zastosowata te same modele biologiczne. Korzystajgc z metod przewidywania in silico
wytypowata potencjalne miejsca w mRNA neurolignin tworzace kwadrupleksy G, a nastepnie
wykorzystujgc dobrze kontrolowany eksperyment immunostracania komplekséw FMRP z RNA
wykazata oddziatywanie mRNA dla wszystkich trzech neurolignin z badanym biatkiem. Wreszcie
stosujgc  zaawansowane metody mikroskopii  fluorescencyjnej pokazata czesSciowe
wspoétwystepowanie analizowanych mRNA (wizualizowanych przez sondy FISH) z FMRP
(wizualizowanym przez immunobarwienie).

Tu pojawia sie pytanie o wskazanie konkretnych miejsc w mRNA neurolignin bezposrednio
zaangazowanych w oddziatywanie z FMRP. Czy jest rdznica w oddziatywaniu réznych izoform mRNA
neurolignin z FMRP? Wszystkie trzy mRNA gendéw NLGN mogg byé wyposazone w rdznigce sie
znacznie dtugoscia sekwencje 3'UTR zaréwno u cztowieka jak i u myszy. Ogdlnie wiadomo, ze
dtugos¢ sekwencji 3’'UTR podlega regulacji w wielu typach komdrek, a szczegdlnie dtugie 3’UTR
znajdowane s3 w mRNA komérek nerwowych. Chciatbym prosié¢ o przedyskutowanie tej kwestii na
publicznej obronie, w kontekscie najnowszych publikacji, w tym pracy, w ktérej zastosowano analizy
catotranskryptomowe typu CLIP-seq. Ponadto chciatby spytaé, czy w przewidywaniu wystepowania
kwadruplekséw G w mRNA Nign byty uwzglednione izoformy mRNA z dtuzszymi i krotszymi 3’UTR
oraz czy przewidywane miejsca sg zakonserwowane ewolucyjnie? Czy byty podjete préby
eksperymentalnego potwierdzenia przewidywanych miejsc oddziatywania z FMRP? Jedli nie, to jakie
podejscia eksperymentalne mozna by zastosowaé w tym celu?

W dalszej czesci pracy Doktorantka zadata bardzo ambitne pytanie o wptyw aktywnosci
neuronéw na synaptyczng dystrybucje neurolignin, monitorowang ponownie dla warunkéw
fizjologicznych i zwigzanych z patologig FXS. Obserwowany we weczesniejszych eksperymentach
wzrost poziomu neurolignin przy braku FMRP mdgt bowiem dotyczy¢ zaréwno wnetrza synapsy jak i
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bfony postsynaptycznej. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie mgr Chmielewska zastosowata zaréwno
chemiczne sieciowanie jak i biotynylacje biatek powierzchniowych, co dodatkowo pozwolito na
ustalenie biatek tworzacych dimery. Stosujac obie, wzajemnie uzupetiajace sie metody
zaobserwowata wigksza efektywnos$¢ wbudowywania neurolignin 1 i 3 do btony postsynaptycznej
przy braku FMRP. Ponadto wykazata, ze proteoliza tych biatek zalezy od aktywnosci synaptycznej i
nastepuje w krétkim czasie po pobudzeniu neuronalnym zaréwno u myszy typu dzikiego jak i Fmr1
KO, co sugeruje, Zze proces ten nie jest zaburzony w warunkach patologicznych FXS. Ta czesé
uwazam za najwazniejsze odkrycie pracy, niosgce najwiekszy tadunek nowosci.

Trzecim celem badawczym postawionym w rozprawie doktorskim byto okreélenie
mechanizméw kontroli poziomu neurolignin w synapsie. W wyniku przeprowadzonej analizy in silico
potencjalnych miejsc cigcia proteolitycznego oraz wczeéniejszych doniesien literaturowych w
dalszych badaniach Doktorantka skupita sie na metaloproteinazie MMP-9 MMP-13. Wykonane
eksperymenty z zastosowaniem odpowiednich inhibitoréw oraz mutantéw mysich pozbawionych
ekspresji Mmp-9 sugeruja, ze MMP-13 uczestniczy w obrébce proteolitycznej neurolignin. Wyniki
tej czesci projektu sy dobra podstawg do podjecia dalszych badar w kierunku wyjaénienia
mechanizmdw stojacych u podstaw regulacji puli neurolignin na drodze ich proteolizy.

Zawartos¢ ocenianej pracy doktorskiej zostata juz w wiekszosci opublikowana w 2019 roku w
dobrym czasopismie z obszaru neurobiologii, jakim jest Molecular Neurobiology (IFaos 4,5)
(Chmielewska JJ et al. Mol Neurobiol, 56:2741-2759 (doi: 10.1007/s12035-018-1243-1). Mgr
Chmielewska jest pierwszym autorem tej pracy. Z czesci dyskusja ocenianej rozprawy mozna
zrozumie¢, ze wyniki przedstawione na rycinach 54 i 55 sg rezultatem badan prowadzonych przez
pozostatych wspétautoréw pracy. Cze$é¢ dysertacji zostata wiec juz wnikliwie oceniona przez
ekspertow z obszaru tematycznego projektu.

Czytajac prace zwrdcitem jednak uwage na kilka, raczej drobnych btedéw opisowych i
nieprawidtowosci nomenklaturowych, ktére powtarzaty sie kilkukrotnie w ocenianej pracy. Z
obowiazku recenzenta chciatbym zwrdécié uwage na kilka z nich:

1. Ekspresja jest wieloetapowym procesem wyrazania sie gendéw, zatem jest ekspresja genéw
ale nie ma ekspresji biatek, a tego wtasnie zwrotu wielokrotnie uzywata Doktorantka w
rozprawie. Moze byc biosynteza biatek, mozna tez bada¢ poziom czy aktywnosé biatek, ale
nie ich ekspresje. Moina réwniez méwi¢ o ekspresji gendw mierzonej poziomem
kodowanego mRNA lub biatka.

2. Nazwy genow ludzkich zapisujemy wielkimi literami, a nazwy genéw mysich z pierwsza
wielka litera a pozostatymi maty, zawsze kursywa. W pracy pojawity sie np. fmrl
(streszczenie, str. 57), co sugeruje raczej gen drozdzowy.

3. Powszechnie autorka stosuje okreslenia ,N-koficem” i ,C-koficem biatek”. Prawidtowy zapis
w j. polskim powinien brzmieé: koniec N biatka lub koniec aminowy i odpowiednio koniec C
lub koniec karboksylowy biatka.
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4. Zawarte na str. 118 sformufowanie ,,...okazato sig, ze poziom wewngtrzkomérkowej NLGN1
zmniejsza sig w 2,5 minuty po pobudzeniu neuronalnym, a nastepnie zwieksza sie ...” nie jest
do korica poprawne. Nie wiadomo ani kiedy ani z jaka dynamikg obniza sie ilo$¢ neuroligniny
1. Badane byly bowiem jedynie cztery punkty czasowe, a 2,5 minuty byly pierwszym
badanym punktem czasowym. Mozna sie spodziewaé, ze do obnizenia dochodzi znacznie
szybciej niz w 2,5 minuty, a moze nawet obnizenie przybiera znacznie wiekszg skale w
krétszym czasie od pobudzenia. Ponadto nie przedstawiono na wykresach (Ryc. 32) danych
statystycznych potwierdzajgcych wzrost w kolejnych punktach czasowych. To samo dotyczy
kilku innych sformutowan dotyczacych tego i podobnych eksperymentéw (np. na str. 122
”...nastepowat w ciggu 2,5 minuty po pobudzeniu...”).

5. W wielu miejscach pracy stosowane jest okreslenie izoformy neurolignin, przy czym jak
rozumiem chodzito najczesciej o paralogi 1, 2 i 3 neurolignin. Izoformy to alternatywne
warianty jakiej$ czasteczki, np. warianty mRNA czy biatka pochodzacego z tego samego
genu, a wynikajgce np. z alternatywnego splicingu lub obrébki potranslacyjnej. Zatem mogg
istnie¢ izoformy mRNA i biatka genu NLGN1. Z kolei paralogi to geny kodujace podobne
biatka, wystepujace w tym samym organizmie, powstajgce w procesie ewolucji na skutek
duplikacji (w odréznieniu od ortologéw, czyli geny biatek pokrewnych wystepujacych u
réznych organizméw). Przyktadem moie byé sformutowanie ,..dla kaidej izoformy
neurolignin...” na str. 130.

6. Trudno zrozumie¢ na czym polega alternatywny splicing izoform mRNA neurolignin
przedstawionych na Ryc. 5. Czym sg ssA i ssB? Podobna niejasnos$¢ pojawia sie na Ryc. 7.

7. Na Ryc. 9 zastosowano zbyt maty rozmiar czcionki.

8. Na Ryc. 4 nie jest wyjasnione czym s3 elementy zaznaczone kolorem fioletowym i jasno
niebieskim.

9. Czym jest kilobaza sekwencji transkryptu opisana na Ryc. 11? Czy chodzito o 1000
nukleotydow sekwencji RNA?

Z dogtebnej analizy wszystkich elementéw rozprawy doktorskiej jasno wynika, ze mgr
Chmielewska w sposéb dogtebny przestudiowata zagadnienia dotyczgce budowy i funkcji
neurolignin, regulacji ekspresji ich gendw i wptywu ich mutacji na fenotypy neurologiczne. Chcac jak
najlepiej zrealizowa¢ zatozone cele badawcze, Doktorantka zaplanowata logiczny ciag
poszczegdlnych etapdw badan. Pokazata, ze potrafi w sposéb kompetentny skorzystaé z rozmaitych
narzedzi badawczych, interpretujgc w sposdb wtasciwy uzyskane wyniki. Dyskusja obserwacji
eksperymentalnych przeprowadzona zostata w kompleksowy, a zarazem wywazony sposdb. Praca
doktorska jest solidna i odpowiada na kilka bardzo waznych pytan biologicznych. Wskazane powyzej
uchybienia i watpliwosci interpretacyjne nie wplywajg w istotny sposéb na mojg bardzo wysoka
ocene niniejszej rozprawy.
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Whioski koricowe

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa mgr Joanny Chmielewskiej
spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z pdzniejszymi
zmianami). Zapoznajac sie z rozprawg odczuwatem ogromng satysfakcje zetkniecia sie z rzetelnie i
kompleksowo prowadzonymi badaniami, ktére doprowadzity do sformutowania kilku wnioskéw
istotnych z poznawczego punktu widzenia. Swiadczy o tym nie tylko opinia recenzenta, ale réwniez
opinia recenzentdw i redaktora Molecular Neorobiology, w ktérym Doktorantka wspdlnie z
kolegami z zespotu opublikowata wyniki swoich badain. Mgr Chmielewska wykazata sie wiedza
teoretyczng z zakresu prowadzonych przez siebie badan. Udowodnita, ze potrafi rozwigzaé problem
naukowy poprzez odpowiednie zaplanowanie badan, wykonanie do$wiadczen oraz interpretacje ich
wynikow. Uzyskafa istotne wyniki, poprawnie je opisata i wyciggneta uprawnione wnioski. Dlatego
tez z catym przekonaniem zwracam sie do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Chmielewskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego i popieram wniosek o nadanie jej stopnia naukowego doktora.

Uwazam jednoczesnie, Zze oceniana praca ma ponadprzecietny charakter. Doktorantka
publikujac swoje wyniki w dobrym czasopismie naukowym dowiodta, ze przeprowadzone przez nig
badania majg duze znaczenie dla pogtebienia wiedzy w zakresie wielu aspektow potranskrypcyjne;j
regulacji ekspresji gendéw neurolignin, na poziomie translacji, tadowania biatka do bton
komorkowych oraz ich proteolizy, w tym gtéwnie roli biatka FMRP w lokalnej translacji tych mRNA
na synapsach oraz zwigzku z regulacjg tych proceséw z pobudzeniem synaptycznym. Zwracam sie
zatem o rozwazenie wyroznienia ocenianej pracy doktorskiej stosowng nagroda.

Krzysztof Sobczak
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