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

Praca zostala wykonana pod kierunkiem Pam dr. hab, Magdaleny Dziembowskie)
w Pracowni Molekularnyeh Podstaw Plastyeznoser Synaptvezne) w Centrum Nowyeh Technologn

Uniwersytetu Warszawskiego.

Synapsa jest to miejsce, w ktorych nastgpuje komunikacja pomigdzy blong aksonu jednej
komorki, zwang crgdcia presynaptyezng, a  dendryvtem  drogiej komdrki  zwang  cagdecin
postsynaptyceng. Utrzymanie prawidlowych polaczen synaptycznych zaledy migdzy innym od
obecnosci bialek adhezyjnych, laczacyeh fizyceznie obie czeSel synapsy. Neuroliginy (NLGN) to
crasteczki adhezyne zlokalizowane po postsynapivezne) stronie synapsy, ktore oddziahujg ze swoimi
presynaptycznymi partnerami neurcksynami w celu utrzymania polaczenia transsynaptycznego.
Laburzemia w poziomie bialek NLGN koreluja 2 wystepowaniem zaburzen ze spekirum aulyvzmu.
Podjccic badan zmierzajacych do lepszego poznania molekulamych mechanizméw regulujacyeh
poziom neuroligin na synapsic w mozgu w warunkach fizjologicanych oraz w zwierzgeym models
syndromicinyeh zaburzen ze spektrum autyemu, jakim jest zespol lamliwego chromosomua X (FXS),

jest w pelni uzasadnione.

Praca ma typowa strukturg prac doktorskich. Sklada sig ze Watgpu, Mateniatow i Metod,
Wynikow oraz krotkie) Dyskus)i. Jako osobne rozdzial zostaly wydzielone Zalodenia i cel pracy oraz
Wmioski. Praca zawiera wymagane stresrczenie w jezyku angielskim 1 polskim. Bibhiograhia skiada
si¢ z ponad 300 pozycji. Praca jest ogdlnie dobrze napisana. dlatego czyvtelnik nie ma problemu z jej

gledzenicm.

Wstep stanowi najobsremie)szg credd pracy (41 stron). Zawiera on podstawowe informacje

o budowie neurondw i synaps oraz omdwienie roli bialek neuroligin. Ponadto szezegdlowo opisano
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charakterystyke zaburzen ze spektrum autyzmu, w tym takze zespolu famliwego chromosomu X.
Catos¢ stanowi dobry material do zrozumienia zatozen i celu pracy. Jednak nie jest zrozumiale,
dlaczego we wstepie znajduje si¢ opis dotyczacy udziatu proteolitycznych fragmentéw biatek
neuroligin w rozwoju nowotworow, skoro watek rozwoju nowotworéw nie byt badany w pracy

doktorskie;j.

Czeg$¢ Materialy i Metody jest zwigzlym spisem zastosowanych metod badawczych oraz
uzytych materiatéw. W czesci o hybrydyzacji in situ, nie podano dtugosci uzytych sond. Informacja
ta pojawia si¢ dopiero w rozdziale Wyniki. W czeSci Analiza Statystyczna jest stwierdzenie
»Wszystkie dane na wykresach podano jako wartosci srednie +/- blgd 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¢ biad edytorski?

Wyniki s3 dobrze opisane, a do§wiadczenia starannie zaplanowane. W pracy zastosowano dwa
modele badawcze: biochemiczne preparaty synaptoneurosoméw izolowane z mozgu myszy zwane
LwSynapsami in vitro” oraz pierwotne hodowle neurondéw hipokampalnych. W pierwszej czgsci pracy
doktorskiej Autorka weryfikowata hipoteze, ze biatko FMRP, reguluje lokalng translacj¢ neuroligin.
Uzywajac preparatow synaponeurosomow izolowanych z hipokampa i fragmentu kory mézgowej (tu
brak informacji jaki rodzaj kory byl badany) myszy o fenotypie dzikim 1 mutantéw pozbawionych
biatka FMRP (Fmrl KO), pokazala wzrost poziomu biatka dla NLG1 1 NGL3 przy braku ekspres;i
FMRP. Poréwnanie poziomu ekspresji neroligin doktorantka przeprowadzila takze w pierwotnych
hodowlach neuronéw, potwierdzajac wzrost ekspresji NLG1 1 NGL3, a nie NLG2 w komorkach
pochodzacych z myszy Fmrl KO. Autorka zbadata rowniez poziom mRNA Nignl, Nign2, Nign3 we
frakcji synaptoneurosomow, potwierdzajac, ze obserwowane zmiany w poziomie bialek s3
prawdopodobnie wynikiem zwigkszonej translacji w neuronach pozbawionych FMRP, a nie
podywzszonej transkrypcji gendéw. W kolejnym etapie badan doktorantka badata oddzialywania
biatka FMRP z mRNA mRNA Nignl, Nign2 i Nign3 przy uzyciu metody wspotwytragcania RNA
z biatkami. Uzywajac frakcji synaptoneurosomow pokazata, ze biatkko FMRP oddziatuje z mRNA
Nignl, Nign2 i Nign3. Dodatkowo uzywajac metody fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH)

1 immunodetekcji autorka pokazata czgsciowe 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 byl 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 1 myszy Fmrl KO oraz hodowli pierwotnych stosujac metody
sieciowania. Otrzymane wyniki wskazuja, ze poziom biatka NLGI1 i NGL3, a nie NLG2 jest
podwyzszony w stanie podstawowym na powierzchni neuronéw pochodzacych ze zwierzat
pozbawionych biatka FMRP. Jest to wynik zgodny z tym co autorka przedstawita w pierwszej czgsci
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
zauwazyla, ze krotka, 2,5 minutowa, stymulacja synaptyczna powoduje znaczny spadek poziomu
biatek powierzchniowych neuroligin, i pojawienie si¢ C-koncowego produktu cigcia proteolitycznego
dla wszystkich form neuroligin NLGN1 (26 kDa), NLGN2 (20 kDa) i NLGN3 (26kDa). Aby
zidentyfikowa¢ proteazy odpowiedzialne za cigcie neuroligin, Autorka uzyta znanych inhibitorow
proteaz zewnatrzkomorkowych, takich jak GM6001 (ogoélny inhibitor metaloproteinaz) i Inh. I
(inhibitor MMP-9/131) 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 1 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 NLGN2 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 udziat w cigciu 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 cze$¢ doswiadczen przedstawiona w pracy nie byta
poddana analizie densytometrycznej i statystycznej, mimo iz na rycinach jest informacja, ze
przedstawione sg przyktadowe skany z kilku ,, niezaleznie przeprowadzonych eksperymentow”. Brak

ten, utrudnia ocen¢ przedstawionych wynikéw 1 ich interpretacje, gdyz obserwowane zmiany s3
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czesto subtelne. Uwaga moja dotyezy wynikdw przedstawionyvch na rycinach: 30, 46, 49, 51 i 52.

Mimo zamieszczenia kilku uwag krytveznyeh w recenzji, prace doswiadczalng oceniam pozytywnic.

Dryskusja pracy jest krotka i zaczyna si¢ od informacj, ktore byly opisane przez doktorantkg
we watgpie. Moim zdaniem podrozdzial 2 Wynikow (4.6, Podsumowanie uzyskanych wynikiow)
powinien rozpoczyna¢ rozdzial Dyskusja. W ogolne) ocenie merytoryczne] pracy cheialabym
podkresheé, ze doktorantka potrafi whasciwie zaplanowaé ekspenvmenty 1 zastosowad odpowiednie
techniki do ich wykonama, Ponadto unmie prawidlowo sinterpretowac dane ekspervmentalne,
porownal ¢ wymkami weyskanymu preex innych badaczy, oraz zaproponowal prawdopodobny
mechanizm badanych zjawisk.

Podsumowujac stwierdzam, Zzc preedlozona mi do oceny praca mgr Joanny Chmiclewskic)
spetnia wszystkie warunki okreslone w oart. 13 Ustawy 2z dnia 14 marca 2003 r. z poprawkami
wprowadzonymi Ustawg z dnia 1% marca 2011 r. o stopniach naukowych i fyfule naukowym oraz
o stopniach 1 tytule w zakresie sztuki (Dz. U, z 20016 r. poz.882). Dlatego te z calym preekonaniem
swracam si¢ do Rady Dwsevpling Nauk Medyeanveh WUM w Warszawie o dopusaczenie mgr
Joanny Chmielewskig) do dalszych etapdw przewodu doktorskiego i popieram wniosek o nadanie je

stopnia naukowego doktora.

Dr. hab, Katarzvna Kalita-Bykowska

Instytut Menckiego PAN



