Instytut
Matki i Dziecka

Loklod Genetyki Medycznej
p. 0. Kierowniko Ioklode - Prof. dr haob. Jerzy Bal

Institute of Mether and Child
L'Institet de lo Mérs of de PEnfant

Warszawa, 17/11/2021r.

Recenzja rozprawy doktorskie] mgr Joanny Julll Chmielewsklej pt. Regulacja ekspresji neuroligin w
synapsie w warunkach fizjologicznych i w zespole lamliwego chromosomu X.

Promotor; dr hab, Magdalena Daiembowska

Priedstawiona do recenzji praca doktorska rostala przygotowana w Laboratorium Molekularych
Podstaw Plastycznodci Synaptycznej Centrum Mowych Technologil Uniwersytetu Warszawskiego, w
zespole, ktory od wielu lat zajmuje sie badaniami dotyczacymi przekaZnictwa nerwowego w warunkach
fizjologicanyeh i, co warto podkredlié, w modelach ludzkich chordb dziedzicenych, w tym w zespole
famliwego chromosomu X. Aktualnie dysponujemy coraz lepszymi metodami diagnostycznymi opartymi
0 techniki wysokoprzepustowe (m.n. sekwencjonowanie naslepne] generacji], ktdre umoiliwiajg
identyfikacje prryoryny wystgpienia choroby. Jednak to wiasnie badania podstawowe majace na celu
wyjasnienie mechanizmdw molekularnych odpowiedzialnych 1a rorwdj okredlonej choroby, umoiliwiajg
rozwdj nowych terapll celowanych. Dokladne poznanie mechaniimdw odpowiedzialnych za rozwdj
ukladu nerwowego lub regulujgcych transdukcje sygnalu w komdrkach nerwowych, przeklada sie na
lepsze zrozumienie funkcjonowania ukladu nerwowego cry procesdw uczenia sig | pamiecl, ktdrych
raburzenia obserwowane s3 w szeroko pojetych chorobach neurorozwojowych. Porwala takie na
identyfikacje .celéw” dla potencjalnych strategii terapeutycznych.

Zaburzenia ze spektrum autyzmu [ASD) s3 jednymi 2 czedciej wystepujacych  maburzen
neurorozwaojowych, Spektrum zaburzen autystycznych jest szerokie, od postaci fagodnych takich jak
zespal Aspergera, do cieikich, w ktdrych rachowaniom autystycinym mole towarzyszyé znaczna
nigpetnosprawnodt intelektualna (niewskazane jest uiywanie terminu ,uposledzenie umystowe”). U
pacjentow mogg wystepowal takie inne raburzenia np. deficyty mowy, padacrka, zaburzenia
funkcjonowania ukladu pokarmowego czy cechy dysmorfii, takie jak wymienione w pracy wielkoglowie,
niewymienione malogiowie {mimo tego, ie cytowana jest praca podsumowujgca wyniki badan
pacjentdw ¢ ASD i malo-/wielkoglowiem), oraz inne specyficzne cechy kliniczne. W przypadku gdy ASD
towarzyszg dodatkowe cechy kliniczne mdwimy o syndromiczmych zaburzeniach ze spektrum autyzmu,
ktdre w zaletnosci od obserwowanych zestawdw cech, mogg zostaé opisane jako zespoly chorobowe.
Zgodnie 2 bazg Human Phenotype Ontology (https://hpo.jax.org/app/), zaburzenia ze spektrum autyzmu
mogdq wystapic w przebiegu ponad 500 rdinych jednostek chorobowych, w tym chordb monogenowych i
zespoldw chromosomowych,

Jednym z fenotypéw, w przebiegu ktorych obserwuje sie zaburzenia ze spektrum autyzmu jest zespol
lamliwego chromosomu X (FXS), Jest on opisywany Jako najczestsza monogenowa priyczyna ASD -
szacuje sig, le zespdt mote dotyczyd 1-6% pacjentdw z ASD. lednoczednie szacuje sie, ie okolo 46%
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metcryzn | 16% kobiet z zespotem {amliwego chromosomu X ma zdiagnozowane iflub leczone
raburzenia ze spektrum autyzmu, W znaczqce] wiekszoscl praypadkdw prayczyng FXS jest ekspansja (nie
amplifikacjal) tréjki nukleotydowej CGG znajdujace] sie w regionie 5'UTR genu FMRI do zakresu powyiej
200 powtdrzen. Nagromadienie sekwencji OG prowadzi do hypermetylacil genu FMREI | zahamowania
jego ekspresji, czego konsekwencjg jest brak biatka FMRP = wainego regulatora lokalnej syntezy biatek
W Sy mApsee.

Mimo intensywnych badad mechanizmy molekularme leigce u podstaw rozwoju zespoly tamlnwego
chromosomu X, nie zostaly ostatecznie wyjadnione, zas potencjalne terapie spersonalizowane oparie o
wyniki wezedniejszych prac, nie daly oczekiwanych rezultatdw. Stad tei koniecinosc dalszych badan,
ktare w preysziosci mogg zostad wykorzystane do opracowania nowych podejsc terapeutycznych.
Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest wiadnie przvkiadem badad podstawowych, ktdre majg
pomdc w wyjasnieniu podioia zaburzen rozwojowych / funkcjonalnych prowadzacych do wystapienia
objawdw klinicznych obserwowanych w prrebiegu respotu tamliwego chromosomu X,

Praca doktorska napisana jest w ukfadzie klasycznym. Na 186 stronach Doktorantka zawarla obszerny
witep, zalokenia i cel pracy, materialy | metody, wyniki, dyskusje oraz wnioskl. Podstawowe crescl pracy
uzupetnione s§ o streszczenie w jezyku polskim | angielskim, spis skrotéw (w ktorym nastgpito
priesuniecie objainien wrgledem skrotow) orar spis tabel (11 porycii) | rycin (S5 pozycii). Crescl
teoretyczne zostaly przygotowane w oparciu o bogate pismiennictwo liczgce ponad 300 (1) pozvci
literaturowych. Blisko 1/3 z nich to pozycje literaturowe opublikowane w ciggu ostatnich 5 lat.

Warto podkreslié, e wiynik| prredstawione w pracy s efektem badar navkowych prowadzonych w
ramach projektow badawczych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, w tym grantu
Preludium, ktdrego kierownikiem byta doktorantka (2017/27/N/NZ1/01381). Czesciowe wyniki zostaty
opublikowane w postaci artykulu naukowego pt. Neurcligin 1, 2, and 3 Regulolion ot the Synopse:
FMIRP-Dependent Transiation and Activity-induced Proteolytic Oleavioge (autorstwo: Chmielewska 1),
Kuzniewska B, Milek J, Urbanska K, Dziembowska M) opublikowanego w Molecular Neurobiology w 2019
roku (IF=4,586) orar byly prezentowane na konferenciach naukowych krajowych i zagranicznych,

Pierwsza czesl pracy to obszerny 40-stronicowy wstep omawiajgcy podstawy funkcjonowania komdrek
nerwowych, biologie prrekazywania impulsu nerwowego oraz procesy plastycznosci istotne dla rozwoju
ukladu nerwowego. Zawarta jest w nim takze szcregotowa charakterystyka struktury i funkcji biatek z
rodzing  neuroligin, kitdrych badania stanowiy podstawe prezentowane] rozprawy doktorskiej,
Interesujacy jest fakt opisania w genach kodujgcych biatka neuroligin (NLGNI, NLGN2, NLGN3, NLGN4X)
warlantdw patogennych / potencjalnie patogennych stamowigcych preyczyne rozweju zaburzen ze
spektrum autyzmu. Szczegdlown zostaty opisane wybrane warianty w genach NLGN3Z | NLGNGX pod
kqtem ich wphpwu na ekspresje biatka oraz preekainictwo nerwowe. Zastrzelenie moze budzic fakt nie
siegniecia przez doktorantke do bary Human Gene Mutation Database, pdzie pora wariantami
opisanymi w pracy, majduje sie informacja o kilkudziesieciu inmych patogennych zmianach
ridentyfikowanych w penach NLGN i odpowiedzialnych za zaburzenia ze spektrum autyzmu lub
schizofrenie lub wigzanych z wyiszym ryzvkiem ich rogwoju. Druga uwaga dotyczy wymienienia
sekwencjonowania eksomowego jake metody badawcze] wykorzystane] do identyfikacji pierwszych
mutacjl w genach NLGNI | NLGNGX, Publikacje opisujgce te mutacje zostaly powstaty w latach 2003-
2004, zaf pierwsze publikacje opisujgce sekwencjonowanie nasteépne] generacjl jako metode
identyfikacji mutacji pojawity sie w roku 2012, W obu przypadkach wykorzystano sekwencjonowanie
metody Sangera trw. gendw kandydackich znajdujacych sie w loci powigzanych wczeiniej z chorobg za
pomaocy analizy sprzeien lub po ridentyfikowaniu w nich rozleglej delecji.

Rorwatania dotycrgoe rwigrku warlantdw w genach NLGN | ASD sg punktem wyjscla do srersiego
omdwienia zaburzen ze spektrum autyimu, ze szczegdinym uwwiglednieniem zespolu lamliwego
chromosomu X. W tym konteksicie zostato takie szczegdlowo opisane biatko FMRP (budowa i funkcja)
oraz mysi model FX5, ktory wykorzystywano do badan w prezentowanej rozprawie doktorskiej.
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Wstep napisany jest preystepnym jezykiem, zawiera liczne ryciny | tabele, ktdre ulatwiaja zrozumienie
tekstu. Maje gldwne zastrzeienia dotyczg spraw edytorskich, a mianowicie zapisu nazw gendw mysich i
ludzkich. Zgodnie z Guidelines for Formatting Gene and Protein Names nazwy gendw |ludzkich powinny
byt pisane duzymi literami kursywq, bialek ludzkich — duiymi literami prostym krojem czcionki, gendw
miysich = kursywa, z pierwszg literg duzg i pozostalymi matymi. Drugs uwaga dotyczy zapisu mutacji,
ktdry powinien by Igodny @ wylycznymi  Humanm  Genome  Variation — Society
(https:/fvarnomen hgvs.orgl). Wedtug tych zasad odeszlidmy od narewnictwa wariantdw opartégo o
narwe genu i nazwe mutacji na podstawie samej sekwencji biatkowe] podane] jako indeks gorny.
Prawidlowy zapis powinien uwizgledniaé numer sekwencji referencyjnej, zapis na poziomie DNA |
ewentualnie zapis na poziomie bialka. Cayli zapis mutacji powinien wyglagdaé nastgpujgco: NLGNI'™ -
MM_018977.4:c.1351C>T (p.Argd51Cys), NMLGNX™™ . NM_020742.4:c.1185dup (p.Asp396Ter),
NLGNAX™E - NM_020742.4:c.2110C>T (p.Arg704Cys).

W kolejnym rozdziale Pani mgr Joanna Chmielewska prezentuje gidwny cel pracy = zbadanie regulaciji
ekspresji neuroligin w synapsie w warunkach fizjologicznych | w zespole lamliwego chromosomu X.
Osiggniecie tego celu motliwe bylo poprzez realizacje celow szczegdlowych takich jak zbadanie wphywu
obecnoici bialka FMRP na proces translacji neuroligin, ich lokalizacje komdrkows | procesy cigcia
proteolitycznego.

Kolejny rozdzial ,Materiaty | metody” szczegdiowo omawia procedury badawcze, w tym opracowane |
udoskonalone w Laboratorium Molekularnych Podstaw Plastycznoscl Synaplyczne] procesy izolacji
synaptoneurosomow, zakiadania pierwotnych hodowli neurondw  hipokampalnych, stymulacji
receptordw MMDA w warunkach in witro, wytracania BMNA twigzanego 2 bialkiern FMRP (wykorzystanie
prreciwcial anty-FMRP), fluorescencyjne] hybrydyzacii in situ jako metody identyfikacji okredlanych
mRMA oraz metody analizy biatek powierzchniowych. W rozdziale  Materialy | metody” pojawia sie
takte opis metod stosowanych do profilowania poziomu RNA zwigzanego z roinymi frakcjami
polirybosomdw | metody Click-iT, jednak nie znajdujg one odniesienia w rozdziale pt. Wyniki. Opis
wynikdw z zastosowaniem tych technik pojawia sie dopiero w Dyskusji, zatem powstaje pytanie powinny
by one omawiane w rozdziale 3.

Metody wykorzystane w pracy opisane sj szczegdlowo, w niektdrych miejscach zamiast koncowych
stedert poszczegdlmych caesci skladowych mieszanin reakcyjnych pojawiajgy sie objetosci dodawanych
roztwordw (np. podrozdzial 3.3). Mamy tel kilka powidrzen tych samwch informac)i dotyczgoych
pomiary | oceny jakodci irolowanego RNA, cry wykorzystania metody iloiciowego PCR w crasie
rreczywistym. Wydaje mi sie takie, fe w podrozdrale analiza statystyczna powinny jednak zostac
wymienione stosowane testy, jak rdwniei okreslony poziom istotnosci statystycznej.

To co naleky podkreslié to fakt, e stosowane techniki badawcre nie 53 technikami ogolnie dostepnymi,
zaé stosowane procedury wymagajy odpowiedniego doswiadczenia, zwlaszcza te prowadzone @
wykorrystaniem synaptoneurosomow i pierwotnych hodowll neurondw hipokampu. lestem pod
wrateniem (pozytywnym) obrazdw analiz wykonanych technika Western blot. Zostala ona opanowana
przez doktorantke niemalie do perfekcji.

W rozdziale 4 przedstawione zostaly wyniki prac prowadzonych przez mgr Joanng Chmielewskq. Zostaby
one opitane w sposob uporzadkowany | adekwatny do postawionych celdw szczegdtowych. Moje
rastrzetenia budzi fakt, 7o w rozdziale poza omdwieniem wynikdw, dodd szcregblowo sj omowione
procedury badawcze (np. opis pozyskania synaptoneurosomow — podrozdziat 4.1, metoda Western biot
— podrozdziat 4.2.1, 4.2.2, metoda ilofciowego PCR = podrozdziat 4.3.2, stymulacja receptordw NMDA —
podrozdzial 4.4). Wedlug mnie opisy te powinny byd elementem rozdziatu 3. Niektare sformulowania
pdnoszgce sie do wynikdw innych grup badawczych raczej powinny stanowic element dyskusji,
Dyskusyjne dla mnie jest rowniet oddzielne omawlanie dla kaidej neuroliginy dodwiadczen dotyczacych
ich lokalizacji w synapsie, jak rozumiem dla NLGN2 nie rostalo wykonane badanie wykorrystujgce
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sieciowanie bialek powlerzchmiowych w komorkach wywodzgcych sie @ pierwolnych  hodowli
hipokampalnych. By moie wyniki te powinny zostaé podsumowane w postaci wspdlne| tabeli,

Miezaletnie od tych uwag, w rozdziale 4 doktorantka konsekwentnie przedstawia uzyskane wyniki, ktdre
majg odpowiedzied na pylanie, w jaki sposdb regulowana jest akbywnotd biatek z redziny neurcligin w
synapsie oraz jakie raburzenia ich ekspresji/aktywnosci obserwowane sg w przypadku braku biatka
FMRP. W analizach wykorzystuje zardwno badamia laboratoryjne, jak rdwnie: analizy in siico do
predykcji miejsc wigzania biatka FMRP czy miejsc ciecia dia enzymaw proteclitycznych,

Doktorantka wykazala, be:

1) poziom biatek NLGN1 i NLGN3 jest wyiszy w synaptoneurosomach oraz pierwotnych hoedowlach
neuranalnych uzyskanych @ komdrek pobranych od myszy z delecjg genu Frarl; nie stwierdzono
rainic w poziomie biatka NLGNZ. Zmiana poriomu biatek nie zaledy od poziomu eksprasji gendw
Nignl i Nign3. Wskazuje to na fakt, ie bialko FMRP odgrywa role w regulacji lokalne] syntezy
biatek NLGN1 | NLGN3 w synapsie,

2] Bialko FMRP oddzizluje z mRNA Nignl, Nign2 i Nign3, na co wskarywaly badania in silico - w
sekwencjach transkryptdw stwierdzono obecnodd sekwencji, do ktdrych moke wigzad sie
domena RGG biatka FMRP. W badamiach laboratoryjnych prowadzonych 7 wykorzystaniem
synaptoneurosomow sbwierdzono, de wraz z bialklem FMRBP wytracajg sie czgsteczki mRNA dla
rodziny Mign (efektu nie obserwowano w przypadku preparatdw uzyskanych od myszy 7 delecjq
genu Fmrll. W pierwotnych szciurzyeh hodowlach neuronalnych stwierdzono 2 kolei
kolokalizacje biatka FMRP | mRNA dia poszczegdinych neurcligin (jest to pierwsza wizualizacja
tego jawiska),

3} Brak biatka FMRP powoduje wigkszenie poziomu powierzchniowej formy biatek MLGMN1 |
MLGN3. Stymulacja receptora NMDA powoduje proteolityczne ciecle neuroligin
powlerzchniowych, amniejszeniu ulega takie wewnetrzny poziom tych bialek. Proces tem nie
jest zaburzony w przypadku braku bialka FMRP.

4) Protears raangaZowang w proces ciecia proteclitycznego neuroligin [zwiaszcza NLGN3) jest
enzym MMP-13, co wykazano prowadzgc badania na synaptoneurosomach muszy z delecjy
genu Mmp% [proces ciecia neuroligin mial taki sam przebieg jak w preypadku myszy 1e szczepu
dzikiego).

Ma uznanie zastuguje ramieszczenie na koncu rordzialu 4 podsumiowania wynikow, w postaci krotkiego
omowienia mechanizmow zwigzanych w regulacjy aktywnosci | lokalizacji neuroligin w warunkach
fizjologicznyeh | w zespole tamlinwego chromosomu X, Ostatni akapit tego podrozdzialu wprowadza
dyskusje nad potencialnym wykorrystaniem uzyskanych wynikdw w  opracowaniu - strategii
terapeutycznych dla FX5, zaburzed ze spekirum autyzmu czy innych chordb zwiazanyeh 2 dysfunkeja
chardb.

Dyskusja wynlkdw poprowadzona jest poprawnie | odwoluje sie do dostepnego piSmiennictwa
dotyczacego aktywnosci | procesdw, ktdrym podlegaja neuroliging. Uzyskane wyniki zostaly dogtebnie
przeanalizowane, wigcznie z tym, ke w rozdziale pojawil sie opis dodatkowych dofwiadczed wykonamych
za pomocg metody frakcjonowania polirgbosomow oraz metody Click-IT, potwierdzajacych role bialka
FRMRP w regulacji lokalnej translacji neurcligin, Wykazano, e w preypadku myssy pozbawionych genu
Fmrl, synteza neuroligin jest wyisza w warunkach braku stymulacji receptordw NMDA i nie zmienia sie
tnacigco po podaniu czynnika indukujgcego. W kodcowe| credcl zawarte jest krotkie podsumowanie,
rawierajgce sformulowanie dotyczace potencjalne] roli biatka FMRP w regulaci bialek kodowanych preez
geny, w ktonych zidentyfikowano mutacie odpowiedzialng za wystepowanie ASD. Autorka sugeruje, e
uryskane dane mogy wskarywad scieiki do opracowania nowych strategii terapeutycznych w przysziosci.
Troche mi brakuje sugestii / hipotezy, jakie podejicia terapeutyczne moglyby zostad zastosowane na
podstawle uryskanych wynikdw (inhibitory proteaz, selektywna blokada translacji NLGN 7).
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Koncowsg czgsd pracy stanowiy wnioski, ktdre odpowiadajg celom szczegdfowym zaprezentowanym w
rozdziale 2 i uzyskanym wynikom,

Dla mnie, jako osoby zajmujacej sie w swojej codzienne| pracy diagnostyky penetyczng i badaniem
genetycznych priyczyn  wystgpowania raburzen rozwojowych, przedstawiona praca  stanowi
urupeinienie naszych prac diagnostycznych i przyczynia sie do wyjasnienia molekularnych mechanizméw
rozwoju chorob o podiotu genetycznym. Rozprawa stanowi istotny i oryginalny wkiad w rozwdj wiedzy
dotyczacy regulacji przekazywania sygnatu w komdrkach nerwowych, jak rdwniei roli biatka FMRP w ich
funkcjonowaniu, rwilaszeza w modulac)i aktywnosci bialek z rodzing neuroligin. Ma to sxczegdine
maczenie dla poznania mechanizméw odpowledzialnych za rozwdj zespotu famliwego chromosomu X
czy raburzer 2e spekirum autyzmu,

Calg prace oceniam pozytywnie, mimo wymienionych wezedniej uwag, problemow ze skladem tekstu
(zostawione puste przestrzenie na stronach) i obecnodci bleddw edytorskich wynikajgoych z uiycia
stownictwa iargonowego lub bezpodredniego tlumaczenia z jezyka angielskiego, ktdrych nie bede
doktadnie wymieniad.

Uwazam, ie rozprawa doktorska mgr Joanny Julii Chmielewskiej pt. Regulacja ekspres)i neuroligin w
synapsie w warunkach fizjologicznych i w zespole famliwego chromosomu X" spelnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy 7 dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668).
Wnoszg zatem do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o
dopuszczenie mgr Joanny Julii Chmielewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

dr hab. Monika wos,Prof. IMID
Zaklad Genetyki Medycznej
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