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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Michata Zalasa

pod tytultem
“Ocena fenotypowa myszy niosacych mutacje punktowa genu alfa-II spektryny
jako modelu zwierzecego dla zespotu ataktycznych spektrynopatii
neuronalnych”

zrealizowanej w Laboratorium Immunologii Nowotworéow Instytut Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk

pod kierunkiem Promotora prof. dr. hab. Arkadiusza Miazka

Chociaz od chwili odkrycia spektryn jako biatek budujacych tzw. szkielet blonowy mineto
ponad po6f wieku, wiedza na temat ich roli w réznych procesach fizjologicznych wcigz jest
niepetna. Powszechnie wystepujacy w komodrkach zwierzecych szkielet spektrynowy
obecnie postrzegany jest jako centralny element taczacy btony komérkowe ze strukturami
cytoplazmatycznymi poprzez jednoczesne wigzanie integralnych biatek btonowych oraz
lipidéw, jak réwniez innych biatek wewnatrzkomérkowych, bezposrednio badz za
posrednictwem biatek adaptorowych. Spektryny tworzg swoiste rusztowanie dla
komplekséw btonowych, wewnatrzkomérkowych czasteczek sygnatowych, pecherzykéow
wydzielniczych oraz elementéw cytoszkieletu definiujac strukture mozaikowq
rébwnomiernie utozonych elementéw sktadowych. Za sprawg inherentnej elastycznosci
strukturalnej i funkcjonalnej spektryn owa mozaika moze tworzy¢ w btonie dynamiczne
klastery receptorowe czy tez struktury mikrodomenowe. Szczegdlnie sugestywne w tym
kontekscie sq obserwacje dotyczace oddziatywania spektryny z tzw. tratwami lipidowymi
bton réznego rodzaju komérek, przy czym rola fizjologiczna tego typu interakcji wcigz

pozostaje kwestig nie do kofnca wyjasniong. Zidentyfikowano wiele przypadkéw neuropatii
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spektrynozaleznych, gdzie mutacje w genie SPTAN1 kodujacym alfa-II spektryne
skorelowano z wystepowaniem m.in. wczesnych niemowlecych encefalopatii
padaczkowych, zespotu Westa oraz dziedzicznych neuropatii ruchowych. Znamienne, iz w
ogromnej wiekszoséci przypadkéw spektrynopatie pozostajg oporne na leczenie
farmakologiczne. Odmiana tego stanu rzeczy jest obecnie znaczgco utrudniona ze wzgledu
na ograniczone mozliwosci kompleksowej oceny roli alfa-II spektryny w patogenezie
spektrynopatii i testowania nowych terapii w modelach zwierzecych ze wzgledu na
niedobér modeli reprezentujacych kolejne stadia zycia osobniczego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska znaczaco rozszerza horyzonty badawcze w
tym zakresie. Jej Autor zmierzyl sie z zadaniem polegajacym na opisie fenotypowym
myszy niosacych mutacje punktowg genu SPTANI1 skutkujaca substytucjag R1098Q w
sekwencji aminokwasowej alfa-II spektryny. Zwierzeta te rozwazane byty jako model
spektrynozaleznych ataksji moézdzkowych, ktéry moégiby postuzyé do badan nad
mechanizmami odpowiedzialnymi za spektrynozalezne neuropatie przez caty okres zycia
osobniczego i dodatkowo pozwolitby rozwija¢ nowe podejscia terapeutyczne. W
macierzystym zespole juz wczesniej zainicjowano badania, ktérych wyniki wskazywaty, ze
myszy obarczone wspomniang mutacjg moga by¢ unikalnym modelem zwierzecym
przejawiajacym fenotyp napadéw spazmoéw oraz zaburzen motorycznych i pamieciowych,
nalezacych do spektrum objawdéw klinicznych pacjentéw cierpigcych na neuropatie
spektrynozalezne. Badania przeprowadzone w ramach projektu doktorskiego pozwolity na
doglebne scharakteryzowanie tego modelu i wykazanie wystepowania deficytow
motorycznych i pamieciowych oraz opis innych zmian morfometrycznych i fizjologicznych.
Chociaz zatozenia i cele pracy wynikajq z tresci dysertacji to jednak szkoda, ze nie zostaty
one bardziej precyzyjnie sformutowane w postaci osobnego rozdziatu lub akapitu.
Pozwolitoby to czytelnikowi odpowiednio ulokowac opisane w pracy badania w kontekscie
szerszej charakterystyki wspomnianego mutanta dokonanej przez innych cztionkéw
macierzystej grupy badawczej. Niemniej, podjete przez Doktoranta prace
eksperymentalne bardzo dobrze wpisuja sie w ten kontekst, a przebieg tych prac
wytyczony zostat w spos6b bardzo racjonalny i konsekwentny. To pozwolito uzyskac
interesujgce i wartosciowe wyniki, ktére znaczaco przyczyniajg sie do zbudowania
petniejszego obrazu wspomnianego modelu zwierzecego i potwierdzenia jego uzytecznosci

w dalszych badaniach.
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Mgr Michat Zalas przedstawit swoje osiggniecia naukowe w formie rozprawy doktorskiej
o klasycznym uktadzie. Nalezy jednak podkresli¢, ze duza cze$¢ przedstawionej w niej
wynikéw zostata juz wczesniej ujawniona w postaci dwéch publikacji w czasopismach
naukowych o miedzynarodowym zasiegu oraz wysokim wspétczynniku oddziatywania, co
zostato odnotowane na s. 3 dysertacji. W szczegdlnosci druga z wymienionych prac
(opublikowana w Brain Sciences w 2023 roku) obfituje w wyniki, ktére odnalezé mozna
takze w pracy doktorskiej. Nieco zaskakujacy jest fakt, iz odnosnik do tej publikacji
pojawia sie tylko raz w tekscie dysertacji. Dorobek publikacyjny Doktoranta obejmuje
takze  wspofautorstwo  innego  $cisSle  powigzanego  tematycznie  artykutu
eksperymentalnego, ktéry zostat opublikowany na tamach Biochemical and Biophysical
Research Communications (DOI: 10.1016/j.bbrc.2021.10.021). Pomimo krétkiego czasu
od ukazania sie tych prac zostaty one juz zauwazone w $rodowisku naukowym, na co
wskazuje sumaryczna ilos¢ cytowan wynoszaca 8 (wg bazy Scopus bez autocytowan na

dzien sporzadzenia recenzji).

Meritum rozprawy doktorskiej w sposob jednoznaczny ma odzwierciedlenie w tytule, a
zaprezentowane zostato w jezyku polskim na przestrzeni pieciu gtdbwnych rozdziatéw. Na
niespetna 150 stronach dysertacji odnalezé mozna logicznie zorganizowane tresci
obejmujace takze streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotéw, spis rycin i
tabel jak réwniez zestawienie zrédet literaturowych zawierajagce w sumie 119 pozycji.
Uktad pracy jest przejrzysty, co utatwia odbiér i ptynne przechodzenie od informacji
ogdlnych do tych bardziej szczegétowych.

Pierwszg z gtéwnych czesci pracy doktorskiej jest ,wprowadzenie”. Stanowi ona
przyktad dos¢ obszernego podsumowania zgromadzonej dotychczas wiedzy, co sprzyja
zrozumieniu catosci pracy i umiejscowieniu prezentowanych w dalszych czesciach wynikéw
w odpowiednim kontekscie. Bardzo trafnym posunieciem byto rozdzielenie tego fragmentu
na cztery podrozdzialty, w ktérych kolejno przedstawione sa zagadnienia dotyczace
struktury i funkcji spektryn, ludzkich spektrynopatii oraz modeli zwierzecych
odzwierciedlajacych ludzkie spektrynopatie, w szczegdlnoéci tych dotyczacych alfa-II
spektryny. Generalnie, wstep jest napisany w sposoéb rzeczowy i interesujacy, chociaz site
przekazu mozna byto zwielokrotni¢ poprzez wzbogacenie tekstu rycinami. Catkowita
rezygnacja Autora z tej formy przekazu w pierwszej czesci dysertacji jest nieco
zaskakujaca. Rozdziat ten na ogét cechuje konsekwencja i dyscyplina, ale w niektérych
miejscach pojawiajq sie wyjatki polegajace na zbytnim odbieganiu od meritum (np. trzy
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ostatnie akapity r. 1.2.5, ostatni akapit na s.64 w kontekscie catego r. 1.4, itp.). Na
przestrzeni tej czesci dysertacji mozna odnalez¢ takze kilka drobnych, aczkolwiek
istotnych niedcistoéci takich jak btedne zdefiniowanie rejonéw spektryn alfa i beta
odpowiedzialnych za heterodimeryzacje (s. 20), btedne zakwalifikowanie MPP-1 do biatek
transmembranowych (s. 32) oraz kilka nie do konca trafnych sformutowan jak na przyktad
,SPTAN1 jest obecny w OHC” (co jest oczywiste, by¢ moze Autorowi chodzito o ekspresje
tego genu; s.27) czy tez ,geny chorobotwércze” (s. 47; geny, szczegdlnie w odniesieniu
do wiasnych genéw gospodarza, nie wywotujg choroby). Recenzent uwaza takze za
zasadne rozréznienie funkcjonalne i strukturalne cytoszkieletu (zbudowanego gtéwnie z
mikrofilamentéw, mikrotubul i filamentéw posrednich) od szkieletu btonowego
(tworzonego m.in. przez spektryny) (por. s. 25).

Nastepna cze$¢ dotyczy juz badan przeprowadzonych przez Doktoranta, a otwiera jg
opis uzytych materiatéw i metod. Ten fragment przygotowany jest w sposéb przejrzysty i
logiczny, przy czym uwage zwraca dbalo$¢ o zachowanie szczegétowosci niezbednej do
zagwarantowania petnej odtwarzalnosci opisywanych procedur eksperymentalnych. Kilka
kwestii wymaga jednak dodatkowych wyjasnien. Przyktadowo, w tabeli 2 nie zamieszczono
wartosci pH niektérych buforéw. Nie jest tez jasne czym rozni sie ,H20 MQ" od ,H20 dest”.
Nie przedstawiono tez szczegoétéw procedury ,wysrebrzania” zeli poliakrylamidowych
wspomnianej w r. 2.2.12.

Punktem kulminacyjnym rozprawy doktorskiej jest obszerna cze$¢ obejmujaca opis
uzyskanych wynikéw. W pierwszej kolejnosci Autor skoncentrowat si¢ na zdefiniowaniu
sposobu dziedziczenia mutacji R1098Q, opisie fenotypowym myszy oraz szczegétowej
charakterystyce morfometrycznej myszy heterozygotycznych wzgledem wspomnianej
mutacji. Wyniki jednoznacznie wskazujg na istotne statystycznie réznice w poréwnaniu do
myszy o genotypie dzikim. W odniesieniu do analizy morfometrycznej pewne watpliwosci
wzbudza jedynie sposéb prezentowania stosunku masy $ledziony do wagi myszy (s. 91-
92 i ryc. 14B) ze wzgledu na bardzo wysokie wartosci uzyskanych wspétczynnikéw. W
toku dalszych badarn Doktorant oszacowat poziom alfa-II i beta-III spektryny i biatka GFAP
w lizatach mézdzkowych myszy obarczonych mutacjg. Szkoda, ze zasadnos¢ analizy
ostatniego z wymienionych biatek nie zostata przedstawiona bezposrednio przy opisie
eksperymentu (podobnie jak w przypadku beta-III spektryny), a dopiero w nastgpnym
rozdziale. Najcenniejsza czesciq wynikowa wydaja sie by¢ dane uzyskane na drodze

szeregu rozbudowanych eksperymentéw, ktére doprowadzity do wskazania wystgpowania
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deficytéw motorycznych i pamieciowych u badanych zwierzat. Doktorant trafnie
konkluduje, ze fenotyp myszy obarczonych wspomniang mutacjg w duzym stopniu
odwzorowuje spektrum kliniczne zaburzen motorycznych, pamieciowych i rozwojowych
wystepujacych u pacjentobw z dominujgcymi mutacjami genu kodujacego alfa-II
spektryne. Dalsze badania pozwolity takze ustali¢, ze zidentyfikowane anomalie wielkosci
Sledziony oraz ubytek liczby leukocytéw i limfocytéw krwi obwodowej badanych myszy nie
wptywa znaczaco na funkcje uktadu odpornosci wrodzonej i nabytej. Co wiecej, zmiany w
poziomie wydzielania niektérych czynnikéw proangiogennych przez pierwotne fibroblasty
ptodowe myszy obarczonych mutacjg oraz czesciowe zahamowanie cyklu komoérkowego w
fazie GO/G1 i obnizenie ilosci komérek w fazie G2/M mogg by¢ skorelowane z
wystepowaniem krwotokdéw obserwowanych w rozwoju zarodkowym. Wszystkie te
konkluzje oparte sg o dobrze udokumentowane i na ogét wiasciwie opracowane wyniki
czastkowe. Jedynie w przypadku danych przedstawionych na ryc. 27 brakuje jasnosci co
do ilosci powtérzen biologicznych eksperymentu, a przy interpretacji wptywu mutacji na
cykl komérkowy pomocna bytaby prezentacja surowych danych cytometrycznych.

W rozdziale zatytulowanym ,Dyskusja” znajduje sie dalsza ocena analizowanego w
pracy modelu mysiego wzbogacona wnikliwg eksploracjq dostepnej literatury. Proby
wyjasnienia zwigzku przyczynowo-skutkowego pomigdzy cechami fenotypowymi myszy
obarczonych mutacjg R1098Q a potencjalnym podtozem molekularnym tych zmian s tu
konfrontowane z potencjatem proponowanego modelu zaréwno w badaniach poznawczych
jak i aplikacyjnych. Ta cze$¢ wraz z przedstawionymi w ostatnim rozdziale wnioskami
bardzo dobrze wspoétgra z poprzednimi rozdziatami i sprawia, ze cato$¢ dysertacji staje sie
kompletna. Jest to w duzej mierze takze zastuga spéjnosci logicznej i umiejetnosci
prawidiowego komponowania wywodu naukowego. Pozwala to na bardzo dobrg ocene
wagi poczynionych obserwacji i utwierdza w przekonaniu, ze dokonania Doktoranta majag
znaczacy wptyw na rozwdj reprezentowanej dziedziny naukowej. Niemniej, analiza
opisanych w dysertacji dokonan sktania do sformutowania kilku pytan, ktére zastuguja na
dogtebng dyskusije.

1. Czy Doktorant bylby sklonny wysnu¢ alternatywne hipotezy odnoszace sie do
obserwowanego spadku liczby leukocytow i limfocytéw we krwi obwodowej,
pokrywajacego sie z tendencjg obserwowang w $ledzionach badanych myszy, lecz nie
odzwierciedlonego w zmianach funkcji uktadu odpornosci wrodzonej i nabytej? Poznanie

mechanizmoéw molekularnych lezacych u podstaw tych obserwacji z pewnosciag wymaga
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dalszych badan, w oczywisty spos6b wykraczajacych poza ramy pojedynczego projektu
doktorskiego, ale by¢ moze Doktorant ma juz pewne pomysty na rozwigzanie tej zagadki?

2. W jaki sposéb mutacja R1098Q mogtaby wptywaé na stabilnos¢ strukturalng alfa-II
spektryny? W publikacji z 2021 zespdt, ktérego czescig byt Doktorant opisuje wyniki
symulacji dynamiki molekularnej wskazujace na zwiekszong elastycznos¢ czasteczki
obarczonej mutacjgq oraz jej zwiekszong podatno$¢ na proteolize za posrednictwem
kalpainy przy ostabionej zdolnosci wigzania kalmoduliny. Czy istniejq dodatkowe dane
dotyczace wptywu mutacji na parametry strukturalne alfa-II spektryny?

3. W rozdziale czwartym Doktorant postuluje, ze ubytek beta-III spektryny w lizatach
moézdzkowych heterozygotycznych myszy niosgcych wspomniang mutacje w genie
kodujacym alfa-1I spektryne wynika z zaburzenia oddziatywan odpowiedzialnych za
formowanie heterotetramerdéw spektrynowych. Jak wyttumaczy¢ to zjawisko w
perspektywie duzej odlegtoséci miejsca mutacji od domen uznawanych za odpowiedzialne
za heterodimeryzacje oraz znacznie wigkszego ubytku beta-III spektryny w poréwnaniu
do stosunkowo niewielkiego obnizenia poziomu alfa-II spektryny?

Od strony formalnej praca wywiera na og6t dobre wrazenie zaréwno pod wzgledem stylu
wypowiedzi, poprawnoséci gramatycznej i merytorycznej jak i edycji tekstu, ilustracji oraz
tabel. Niedociggniecia maja raczej charakter sporadyczny (np. btedy typograficzne i
edytorskie takie jak brak skali na ryc. 7; brak podpiséw paneli na ryc. 22 oraz osi Y na
ryc. 25; niedokonczone zdanie w tytule r. 2.2.4.2; btedy sktadniowe, jak na przyktad w
drugim zdaniu r. 2.2.4.3 oraz punkcie 2 na s. 49; uzycie niosaqcej znamiona tautologii
formuty ,i/lub”, niekonsekwentne stosowanie kursywy dla nazw gendéw, niekompletny
wykaz skrétéw, itp.) jednak niektoére z nich, cho¢ stosunkowo nieliczne, moga u czytelnika
wywotaé nieco wieksza konsternacje. Przyktadowo, brak konsekwencji i spdjnosci w
nazewnictwie spektryn (w pracy spotyka sie zaréwno ,a-II spektyne”, ,alfa spektryne”,
,a-11 spektryne” jak i ,fodryne” i ,ELF") oraz w oznaczaniu reszt aminokwasowych (czasem
stosowane sg skréty jednoliterowe, a czasem trzyliterowe) wywotuje niepotrzebne
zamieszanie, podobnie jak niepetne podpisy pod rycinami (np. ryc. 5). Sformutowanie
.ekspresja biatka” (jak np. ryc. 16) nie do konca jest poprawne (chociaz spotykane w
literaturze anglojezycznej), gdyz ekspresji ulegajg geny. W kilku miejscach (np. s. 31 i
33) mozna odczué niedobdr odnosnikow literaturowych. Tego typu btedoéw jest wiecej, ale
nie ma potrzeby by je szczeg6towo opisywacé w recenzji. Niemniej, pragne podkresli¢, ze
wszelkie drobne niedociagniecia nie majq wiekszego wptywu na bardzo pozytywny odbiér

pracy, ktéra z pewnoscig stanowi dopracowane i kompletne dzieto naukowe.
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W moim przekonaniu przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Michata
Zalasa spetnia wszystkie warunki i wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018r., poz.
1668 z pézn. zm.). Rozprawa ta stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz
poswiadcza nabycie przez Doktoranta ogélnej wiedzy teoretycznej w reprezentowanej
dyscyplinie naukowej oraz umiejetno$s¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.
Biorac pod uwage mojg jednoznacznie pozytywng ocene wnosze o0 dopuszczenie mgr.
Michata Zalasa do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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