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Ocena rozprawy doktorskie] mgr Joanny Julii Chmielewskiej zatytulowanej ,Regulacja
ekspresji neurclignin w synapsie w warunkach fizjologicznych | w zespole tamliwego
chromosomu X*

Niniejszg recenzje wykonaterm jako osoba powotana do funkcji recenzenta przez Rade
Dyscypliny Mauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Oceny dokonatem wediug
obowigzujacych uregulowan prawnych na podstawie przekazanej mi rozprawy doktorskiej,

Praca doktorska mgr Joanny Chmielewskiej zostata wykonana w Laboratorium Molekularnych
Podstaw Plastycznoscl Synaptyczne], Centrum Nowych Technologil Uniwersytetu Warszawskiego
pod opieka merytoryczng dr hab. Magdaleny Dziembowskiej, pefnigcej funkcje promotora w
przewodzie doktorskim. W macierzystym zespole od wielu lat prowadzone s3 z duiym sukcesem
badania nad poznaniem wplywu blatek kluczowych dla funkcjonowania synaps w kontekicie
regulacji plastycznosci centralnego uktadu nerwowego, a szczegdlnie w odniesieniu do patogenezy
relatywnie czgstej choroby neurorozwojowe] jakg jest zespot tamliwego chromosomu X (FXS).
Oceniana praca doktorska wpisuje sig wtasnie w ten nurt badan.

Srczegoinymi obiektami badan doktorantki byta klasa powierzchniowych biatek adhezyjnych
znajdujacych sle na synapsach | pelnigoych kluczows role w ich tworzeniu | stabilizacjl. 5a nimi
lokalizujgce postsynaptycznie neuroligniny, Pelniy one rdwnie: waing role w regulac)i
przewodnictwa synaptycznego, a ich mutacje s3 wigzane z wystepowaniem zaburzen ze spektrum
autyzmu. Glownym celem badan Doktorantkl bylo okredlenie molekularnych mechanizméw
stojacych u podstaw regulacii poziomu neurolignin w synapsach zardwno w warunkach
fizjologicznych jak | przy niedoborze bialka FMRP, czyll w warunkach patologicznych rwiazanych z
FXS5.

Oceniana rozprawa doktorska skfada sie z trzech gléwnych cresci. Pierwsza stanowi obszerny,
liczacy ponad 40 stron, wstep precyzyjnie omawiajacy istniejacy stan wiedzy w zakresie tematyk
prejektu. Doktorantka doktadnie oplsuje budoweg neurolignin, ich oddzialywanie z paralogami |
innymi biatkami, regulacje ich stgienia w blonach komdrek neuronalnych i glejowych, w tym na
drodze proteolizy. Z drugie] strony skupla sie réwnlet na funkc)l biatka FMRP, ktdrego brak
wynikajacy z obecnosc mutacji w genie FMRI jest przyczyng FXS, w regulacji ekspresji gendw na
ratnych etapach, w tym zwfaszcza w transporcie mRNA i lokalnej translacji w dendrytach. Czeds ta
napisana jest w sposdb bardzo kompetentny | informatywny, a przygotowane przez Doktorantke
ryciny bardzo utatwiaja zrozumienie nieraz zlozonych mechanizmow molekularnych. Moie jedynie
rozdzial 1.9 .Transport mRNA | lokalna translacja w dendrytach” magtby by nleco srerzej oplsany
poniewai w petni nawigzuje do rasadniczego celu pracy. Tu wigkszodé prac, do ktdrych znajdujemy
odwolanie to prace starsze.
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Drugy czesl pracy stanowi bardzo konkretnie nakreslony cel badan. Trzecim,
najobszerniejszym elementem rozprawy jest drobiazgowy opis zasadnicze] czgéci pracy,
rozpoczynajgcy sie przedstawieniem metodyki badawczej, a korczacy oplsaniem i
przedyskutowaniem uzyskanych wynikéw prowadzonych badan. Jest to tradycyjny ukdad rozprawy,
Na uwage zastuguje bardro klarowny opis poszczegdlnych podrozdziatéw, w ktdrych znajduje sie
krotkie wprowadzenie ukazujgce celowosd podjecia konkretnych zadan badawczych, a kodczy
konk|uzja nie wykraczajaca poza realny wynik przeprowadzonych eksperymentdw.

Celem pierwszej czgéci badawczej pracy bylo okredlenie réinic w poziomie ekspresji gendw
neurnlognin w warunkach prawidiowych | przy braku biatka FMRP. Badania prowadzono z
wykorzystaniem synaptoneurosomow uzyskanych @ mysy typu dzikiego | 2 myszy 2 nokautem Fmrl
{Fmrl KO) oraz pierwotnych hodowli komdrek neuronalnych izolowanych z hipekampu badanych
myszy. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty istotny udzial FMRP w regulacji lokalne] translacji
mRNA dla neurolignin 1 i 3 przy braku wplywu na poriom samych mRNA. Eksperymenty zostaty
prawidiowo zaplanowane 1 uwzglednieniem szeregu dobrze dobranych kontroli, 2 wyniki wlascwie
tinterpretowane. Uzyskany wynik sklonit Doktorantke do zadania kolejnego pytania, jakim byta
moiliwosc bezposredniego oddziatywania FMRP 2 mRMNA neurolignin. Aby odpowiedzieé na to
pytanie zastosowala te same modele biologiczne. Korzystajgc z metod przewidywania in silico
wytypowata potencjalne miejsca w mRNA neurolignin tworzgce kwadrupleksy G, a nastepnie
wykorzystujac dobrze kontrolowany eksperyment immunostrgcania komplekséw FMRP z RNA
wykazata oddzialywanie mRNA dla wszystkich trzech neurolignin z badanym bialkiem. Wreszcie
stosujgc  zaawansowane —metody  mikroskopii fluorescencyjne] pokarata czedciowe
wipohwystepowanie analirowanych mRNA (wizuallzowanych przez sondy FISH) @ FMRP
(wizualizowanym przez immunobarwienie).

Tu pojawia sig pytanie o wskazanie konkretnych miejsc w mRNA neurolignin bezpodrednio
raangatowanych w oddzialywanie z FMRP. Czy [est réinica w oddzialywaniu réénych izoform mRNA
neurclignin z FMRP? Wszystkie trzy mRNA gendw NLGN moga byé wyposatone w rdinigce sig
znacznie diugosciy sekwencje 3'UTR zardwno u criowieka jak | u myszy. Ogdinie wiadomo, le
diugoéé sekwencji 3'UTR podlega regulacii w wielu typach komdrek, a szczegdinie diugie 3'UTR
znajdowane 53 w mRNA komorek nerwowych. Cheiatbym prosié o przedyskutowanie tej kwestii na
publicznej obronie, w kontekécie najnowszych publikacyi, w tym pracy, w ktdrej zastosowano analizy
calotranskryptomowe typu CLIP-seq. Ponadto cheiatby spytal, czy w prrewidywaniu wystepowania
kwadrupleksow G w mRNA Nign byly uwzglednione izoformy mRNA z dtuiszymi i krdtszymi 3'UTR
oraz cry priewidywane miejsca s3 zakonserwowane ewolucyjnie? Cry byly podjete proby
eksperymentalnego potwierdzenia przewidywanych miejsc oddziatywania z FMRP? Jesli nie, to jakie
podejica eksperymentalne moina by zastosowad w tym celu?

W dalsze) czesci pracy Doktorantka zadata bardzo ambitne pytanie o wplyw aktywnodcl
neuronow na synaptycing dystrybucje neurolignin, monitorowang ponownie dia warunkow
fizjologicznych | rwigzanych z patologla FXS. Obserwowany we wczedniejszych eksparymentach
wrrost poziomu neurolignin przy braku FMRP mogt bowiem dotyczye zardwno wnetrza synapsy jak |
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blony postsynaptycznej. Aby odpowiedzied na to pytanie mgr Chmielewska zastosowata zardwno
chemiczne sieciowanie jak | biotynylacje biatek powierzchniowyeh, co dodatkowo porwolilo na
ustalenie biatek tworzacych dimery. Stosujac obie, wrzajemnie uzupemiajace sie metody
zaobserwowata wigkszy efektywnosc wbudowywania neurolignin 1 | 3 do blony postsynaptyczne]
przy braku FMRP. Ponadto wykazata, ie proteoliza tych biatek zaley od aktywnodci synaptycznej |
nastgpuje w krotkim czasie po pobudzeniu neuronalnym zaréwno u myszy typu dzikiego jak | Fmrl
KO, co sugeruje, ie proces ten nie jest zaburzony w warunkach patologicznych FXS, T3 credéd
uwazam za najwainlejsre odkrycie pracy, niosgce najwiekszy tadunek nowodéc.

Trzecim celem badawczym postawionym w rozprawie doktorskim bylo okreslenie
mechanizmow kontroli poziomu neurolignin w synapsie. W wyniku przeprowadzone| analizy in silico
potencjalnych miejsc cigda proteolitycznego oraz weredniejszych doniesien literaturowych w
dalszych badaniach Doktorantka skupita sie¢ na metaloproteinazie MMP-9 MMP-13. Wykonane
eksperymenty z zastosowaniem odpowiednich inhibitoréw oraz mutantdw mysich pozbawionych
ekspresji Mmp-9 sugerujg, ze MMP-13 uczestniczy w obrdbce proteolitycznej neurolignin. Wyniki
tej czgsci projektu s3 dobry podstawy do podjgcia dalszych badan w kierunku wyjadnienia
mechanizmow stojacych u podstaw regulacji puli neurclignin na drodze ich proteolizy.

Zawartosc oceniane] pracy doktorskiej zostata jui w wiekszodci opublikowana w 2019 roku w
dobrym czasoplémie z obszaru neurcbiologi, jakim jest Molecular Neurobiology (IFam 4.5)
(Chmielewska JJ et al. Mol Neurobiol, 56:2741-2759 (doi: 10.1007/5s12035-018-1243-1). Mgr
Chmielewska jest plerwszym autorem tej pracy. Z czeécl dyskusja ocenianej rozprawy moina
zrozumiec, e wyniki przedstawione na rycinach 54 i 55 sq rezultatern badan prowadzonych prrez
pozostatych wspotautorow pracy. Credé dysertacii zostata wiec juz wnikliwie oceniona przez
ekspertdw z obszaru tematycznego projektu.

Crytajac pracg rwricilem jednak uwage na kilka, racze] drobaych bledéw opisowych |
nieprawidtowosci nomenklaturowych, ktdre powtarzaty sie kilkukrotnie w ocenianej pracy. Z
obowlazku recenzenta cheialbym zwrdclé uwage na kilka z nich:

1. Ekspresja jest wieloetapowym procesem wyralania sig gendw, zatem jest ekspresja gendw
ale nie ma ekspresji bialek, a tego wiadnie zwrotu wielokrotnie uiywata Doktorantka w
rozprawie. Mote by biosynteza biatek, motna tet badaé poziom czy aktywnosé biatek, ale
nie ich ekspresjie. Moina rowniei méwié o ekspresji gendw mierzonej poziomem
kodowanego mRNA lub biatka.

2. Nazwy gendw ludzkich zapisujemy wielkimi literami, a nazwy gendw mysich z pherwszg
wielky litery a pozostalymi maty, zawsze kursywq. W pracy pojawily sig np. fmrl
(streszczenie, str. 57), co sugeruje raczej gen droidiowy.

3. Powszechnie autorka stosuje okredlenia N-koricem” | .C-korficem biatek”. Prawidiowy zapis
w |. polskim powinien brzmieé: koniec N biatka lub koniec aminowy | odpowiednio koniec C
lub koniec karboksylowy biatka.
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4. ZIawarte na str. 118 sformulowanie ,..okazato sie, ie poziom wewnatrzkomdrkowej NLGN1
imniejsia sig w 2,5 minuty po pobudzeniu neuronalnym, a nastgpnie rwigksza sig .." nle jest
do korica poprawne. Nie wiadomo ani kiedy ani z jaka dynamika obnita sie lloé€ neuroligniny
1. Badane byly bowiem jedynle crtery punkty czasowe, a 2,5 minuty byly plerwszym
badanym punktem czasowym. Moina sig spodziewaé, te do obnitenia dochodzi znacznie
szybciej nizZ w 2,5 minuty, a mode nawet obnitenie przybiera znacznie wieksza skale w
krdtsrym czasie od pobudzenia. Ponadto nie prredstawiono na wykresach (Ryc. 32) danych
statystycznych potwierdzajgoych warost w kelejnych punktach czasowych. To samo dotyczy
kilku innych sformulowan dotyczacych tego | podobnych eksperymentdw (np. na str. 122
“..nastgpowal w ciggu 2.5 minuty po pobudzeniu...”).

5. W wielu miejscach pracy stosowane jest okreflenie izoformy neurclignin, przy cym jak
rozumiem chodzito najczesce] o paralogl 1, 2 | 3 neurolignin. Izoformy to alternatywne
warianty jakiejd czasteczki, np. warlanty mRNA czy biatka pochodzacego z tego samego
genu, a wynikajgce np. z alternatywnego splicingu lub cbrobki potranslacyjne]. Zatem moga
istniec izoformy mRNA | biatka genu NLGNI. Z kolei paralogl to geny kodujace podobne
biatka, wystepujgce w tym samym organizmie, powstajace w procesie ewolucji na skutek
duplikacfi (w odroinieniu od ortologdw, czyli geny bialek pokrewnych wystepujacych u
roinych organizmow). Przykladem mote byé sformulowanie .. .dla kaidej izoformy
neurolignin...” na str. 130.

6. Trudno rrozumiec na czym polega alternatywny splicing izoform mRNA neurolignin
przedstawionych na Ryc. 5. Czrym 53 ssA i ssB7? Podobna niejasnosé pojawia sie na Ryc. 7.

7. Na Ryc. 9 rastosowano byt maly rozmiar czcionki.

8. Na Ryc. 4 nie jest wyjasdnione czym 53 elementy zaznaczone kolorem fioletowym | jasno
niebieskim.

9, Czym |est kilobaza sekwencji transkryptu opisana na Ryc, 117 Czy chodzito o 1000
nukleotydow selowencji RNA?

I doglebne] analizy wszystkich elementdw rozprawy doktorskiej jasno wynika, ie mgr
Chmielewska w sposob doglgbny prrestudiowala zagadnienia dotyczace budowy | funkeji
neurclignin, regulacji ekspresji ich gendw | wplywu ich mutacji na fenotypy neurclogiczne, Cheac jak
najlepiej zrealizowad zaloione cele badawcze, Doktorantka raplanowala logiczny cigg
posiczegolnych etapow badan. Pokazata, ie potrafl w sposdb kompetentny skorzystad z rozmaitych
narzedzi badawczych, interpretujac w sposéb whaiciwy uzyskane wyniki. Dyskusja obserwacji
eksperymentalnych przeprowadzona zostata w kompleksowy, a rarazem wywatony sposéb. Praca
doktorska jest solidna | odpowiada na kilka bardzo wainych pytan biologicznych, Wskazane powyiej
uchybienia | watpliwosci Interpretacyjne nie wplywaja w istotny sposdéb na moja bardzo wysoka
CCENE NINIBjsIe) rozprawy.
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Whiloski koncowe

Podsumowujac stwierdzam, ze przediotona mi do oceny rozprawa mgr Jloanny Chmielewskiej
spetnia wsrystkie warunki okreslone w art. 187 ust. 11 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo ©
szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z pdiniejszymi
rmianaml). Zapozrnajgc si¢ 2 rozprawg odczuwalem ogromng satysfakcje zetkniecia sie 2 rzetelnie |
kompleksowo prowadzonymi badaniami, ktére doprowadzity do sformulowania kilku wnioskdw
istotnych z poznawczego punkiu widzenia. Swiadczy o tym nie tylko opinia recenzenta, ale réwniez
opinia recenzentow i redaktora Molecular Neoroblology, w ktdrym Doktorantka wspdlnie 2
kolegami z zespolu opublikowata wyniki swoich badan. Mgr Chmielewska wykazata sie wiedzg
teoretyczng r zakresu prowadzonych przez siebie badan. Udowodnila, 2e potrafi rozwigzad problem
naukowy poprzez odpowiednie zaplanowanie badan, wykonanie dodwiadcren oraz interpretacje ich
wynikow. Uzyskala istotne wyniki, poprawnie je opisata | wyciggneta uprawnione wnioski. Dlatego
tet z calym priekonaniern zwracam sig do Wysokie] Rady Dyscyplingy MNauk Medycznych
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Chmielewskiej do dalszych etapdw
przewodu doktorskiego | popleram wniosek o nadanie jej stopnia naukowego doktora.

Uwaiam jednoczesnie, e oceniana praca ma ponadprzecietny charakter. Doktorantka
publikujgc swoje wyniki w dobrym czasopidmie naukowym dowlodfa, te przeprowadzone przez nig
badania majg duie znaczenie dia pogiebienia wiedzy w zakresie wielu aspektéw potranskrypcyjnej
regulacji ekspresji gendw neurolignin, na poziomie translacji, ladowania bialka do blon
komdrkowych oraz Ich proteolizy, w tym gldwnie roli biatka FMRP w lokalnej translacji tych mRNA
na synapsach oraz zwigzku z regulacja tych procesow z pobudzeniem synaptycznym. Zwracam sie
ratem o rozwatenie wyrdinienia oceniane) pracy doktorskie] stosowng nagrods.

Krzysrtof Sobczak
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