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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgra Michata Zalasa

pt.: ,Ocena fenotypowa myszy niosacych mutacje punktowg genu alfa-ll spektryny jako modelu
zwierzecego dla zespotu ataktycznych spektrynopatii neuronalnych”

wykonanej w Laboratorium Immunologii Nowotworéw
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
pod kierunkiem prof. dra hab. Arkadiusza Migzka

1. OCENA MERYTORTCZNA PRACY
A. Temat pracy, trafnosc podjetej problematyki badawczej i jej oryginalno$é

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi warto$ciowe wyniki o charakterze podstawowym
stanowigcym obiecujacy potencjat aplikacyjny. Przedstawione wyniki uzyskano dzieki kontynuowaniu badan
zespotunaukowego promotora pracy prof. dra hab. Arkadiusza Migzka w dziedzinie badania funkcji spektryny
w modelu zwierzgcym. Badania te wpisujg sie w wieloletnie poszukiwania w swiecie nauki odpowiednich
modeli badawczych do analizy mechanizméw odpowiedzialnych za neuropatie spektrynozalezne i moze
przyczynic sie do testowania nowych terapii tych schorzen.

Spektryny jako wieIofunkcyjne biatka podbtonowe zaangazowane sg w regulacje morfologii i wtasciwosci
mechanicznych komorek, stanowig rowniez strukturalng platforme do stabilizacji i aktywacji mikrodomen
bfonowych. Biatka te biorg udziat w cyklu komoérkowym i naprawie DNA, kontrolujg aktywacje biatek
transbtonowych, oddziatujg z biatkami uczestniczagcymi w ruchu wewnatrzkomoérkowym oraz wraz z aktyng
uczestniczg w adhezji i rozprzestrzenianiu sie komorek. Opisane w literaturze spektrynopatie moga by¢
zwigzane z powaznymi chorobami neurodegenarycyjnymi takimi jak ataksja moézdzkowa typu 1, ataksja
rdzeniowo-mézdzkowa typu 5, wczesnodziecieca encefalopatia padaczkowa typu 5 czy syndrom Westa oraz
powainymi zaburzeniami serca, takimi jak wrodzone zaburzenia rytmu, niewydolno$¢ serca i
prawdopodobnie nagta Smier¢ sercowa. W ogromnej wiekszosci przypadkow spektrynopatie pozostajg
oporne na zastosowane leczenie farmakologiczne.

Zatozeniem prezentowanej rozprawy stato sie stwierdzenie, ze patomechanizmy zwigzane z
mutacjami spektryn lezgce u podstaw spazmoéw.niemowlecych sg wcigz stabo poznane ze wzgledu na brak
odpowiednich zwierzecych modeli badawczych. Ztozonos¢ objawéw spektrynopatii, powazny stan kliniczny
pacjentéw a szczegolnie czgsto krotki czas zycia wynoszgcy ponizej jednego miesigca stanowi istotng
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trudnos¢ kompleksowego badania roli spektryn w ich patogenezie Z tego wzgledu niezwykle potrzebne jest
poszukiwanie nowych modeli badawczych pozwalajgcych na dogtebne poznanie funkcji spektryn, znaczenie
ich braku w organizmach i w konsekwencji skuteczniejsze leczenie spektrynopatii co stanowi niezwykle
aktualne zadanie dla badan biomedycznych.

Rozprawa doktorska mgra Michata Zalasa jest przyktadem prac zespotu prof. dra hab. Arkadiusza Migzka
zajmujacego sie analizg modelu zmutowanej myszy, ktéry moze pretendowac do badania funkcji spektryny
w warunkach prawidtowego funkcjonowania i danej patologii, co w konsekwencji pozwoli na poznanie
mechanizmdw uszkodzenia tego biatka i moze sugerowac¢ rozwéj metod skutecznej terapii. Wyprowadzony
model badawczy zmutowanych myszy Spna2 R1098Q zostat wczesniej szczegétowo scharakteryzowany pod
katem obecnej mutacji punktowej w genie kodujagcym izoforme all spektryny w pozycji Sptani
€.3293G>A:p.R1098Q, co skutkuje obnizeniem powinowactwa spektryny do kalmoduliny oraz znaczgco
wzmacnia wrazliwosc tego biatka na proteolize kalpainowq. Myszy posiadajace te mutacje charakteryzowaty
sie niestabilnym chodem, co juz na wstepie badan pretendowato je jako potencjalny model do badan nad
ataksja z drzeniem.

Wykorzystujac model myszy Spna2 R1098Q Doktorant, jak mozna wnioskowac¢ z tytutu przedstawionej
rozprawy doktorskiej, postawit sobie jako gtdéwny cel pracy opis fenotypowy myszy posiadajgcej mutacje
punktowa genu a-ll spektryny jako modelu dla wielu spektrynozaleznych ataksji mézdzkowych.

Cele te zamierzat osiggng¢ poprzez szereg szczeg6towych analiz jakimi byty:

1. analiza morfotyczna myszy

2. ocena behawioralno-pamieciowa

3. ocena czestotliwosci wystepowania i czasu trwania napaddw padaczkowych

4. analiza morfologii krwi myszy oraz odpowiedzi immunologicznej myszy na immunizacje
owoalbuming

5. analiza poziomu wydzielania niektérych czynnikéw proangiogennych i cyklu komérkowego
fibroblastow ptodowych zmutowanych myszy.

B. Uzyskane rezultaty i ich znaczenie dla nauki i praktyki

W pierwszej czesci badan, Doktorant doktadnie przeanalizowat cechy morfometryczne
heterozygotycznych myszy Spna2R1098Q w réznym wieku, badajac ich mase, dtugos¢ (catkowitg, tutowia i
ogona) oraz wage i mase $ledziony i poréwnywat je do myszy typu dzikiego nieniosgcych mutacji w genie
kodujacym a-Il spektryne.

Nastepnie Doktorant przeprowadza szereg testdw behawioralnych sprawnosci motorycznej i sity
miesniowej populacji myszy z mutacjg Spna2R1098Q. W tej czesci badan, mimo przeprowadzenia wielu
wartosciowych testéw (Testu obracajgcego sie watka, testu koordynacji chodu na siatce z réwnolegtych
pretéw, testu analizy chodu, testu sity miesniowej ,wire-hang”) i zaobserwowania wielu odchylen od kontroli
brak jest szczegdtowych wnioskow. Autor te cze$¢ badan podsumowuje ogélnym stwierdzeniem, ze fenotyp
zmutowanych myszy dobrze odwzorowuje spektrum kliniczne zaburzen motorycznych, pamieciowych oraz
rozwojowych wystepujacych u pacjentéw z dominujagcymi mutacjami w genie kodujacym o-Il spektryne.

W toku dalszych badari Doktorant identyfikowat anomalia morfologiczne krwi i sprawdzat, czy
wplywajg na funkcje uktadu odpornosci wrodzonej (mierzonej skutecznoscig fagocytozy bakterii) i nabytej
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(mierzong swoista odpowiedzia humoralng i komdrkowg wobec immunizacji owoalbuming).
Przeprowadzone testy doprowadzity go do wniosku, ze odstepstwa w zmniejszonej ilosci leukocytow i
limfocytoéw jak i wielkosci Sledziony nie maja znaczgcego wptywu zaréwno na uktad odpornosci wrodzonej
jak i nabytej.

W kolejnej czesci prezentowanych wynikéw Doktorant analizujgc poziom sekrecji czynnikéw
proangiogennych miedzy innymi takich jak: amfireguliny, cyr61, fraktaliny, proliferyny, osteopontyny, serpiny
E1i czynnika ptytkowego 4 i cyklu komdrkowego fibroblastow ptodowych zmutowanych myszy stwierdza, ze
wykazane zmiany poziomu wydzielania tych czynnikdw przez pierwotne fibroblasty ptodowe myszy mogg by¢
zwigzane z wystepujacymi w rozwoju zarodkowym homozygotycznych myszy Spna2R1098Q krwotokdéw
$rodczaszkowych. Ten fenotyp Autor wigze réwniez z obserwowanymi przez niego zmianami w cyklu
komérkowym w fazie Go/G; i w fazie G/M.

Podsumowujgc wyniki przedstawione w swojej dysertacji Autor wysuwa 3 wnioski:

1. fenotyp myszy Spna2R1098Q dobrze odwzorowuje spektrum kliniczne zaburzen motorycznych,
pamieciowych oraz rozwojowych wystepujgcych u pacjentéw z dominujgcymi mutacjami genu o-ll
spektryny (SPTAN1).

2. Zidentyfikowana anomalia wielkosci $ledziony oraz ubytek liczby leukocytéw i limfocytow we krwi
obwodowej myszy Spna2R1098Q nie wptywa znaczaco na funkcje uktadu odpornosci wrodzonej
(mierzonej skutecznoscia fagocytozy bakterii) i nabytej (mierzong swoistg odpowiedzig humoralng i
komérkowa wobec immunizacji owoalbuming).

3. Wpykazane zmiany w poziome wydzielania niektdrych czynnikéw proangiogennych przez pierwotne
fibroblasty ptodowe Spna2R1098Q oraz czesciowy blok cyklu komorkowego w fazie Go/Gy i
obnizenia odsetka komdrek w fazie Go/M stanowig wazne przestanki do interpretacji
obserwowanych w rozwoju zarodkowym homozygot myszy Spna2R1098Q krwotokdow
$rodczaszkowych.

C. Poprawnosc formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna

Dysertacja ma ukfad typowy i liczy 149 stron: Praca napisana jest poprawnym jezykiem naukowym i przy
uzyciu fachowej terminologii z dziedziny. Edycja pracy jest prawidtowa. Niestety w pracy wystepujg liczne
btedy stylistycznie, interpunkcyjne oraz literowe, pomytki w podpisach rycin czy zapozyczenia z zargonu
laboratoryjnego. Dodatkowo, czytanie pracy utrudnia jej uktad, w ktérym brak jest jasno przedstawionej na
wstepie hipotezy oraz celu/-6w.

2. OCENA METODOLOGICZNA PRACY
A. Dobdr literatury, umiejetnos¢ wykorzystania zrodet

W swojej dysertacji Doktorant zacytowat 119 publikacji, powotujac sie 3- krotnie na wyniki zespotu, w
ktérym pracowat. Cytowane prace dobrane sg prawidfowo i przedstawiajg najnowsze odkrycia w wiekszosci
z ostatnich 10-15 lat z zakresu prezentowanego tematu.
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B. Poprawnos¢ formutowania problemoéw i hipotez

W pracy brak jest na wstepie jasno sformutowanych hipotez badawczych oraz celu pracy. Sformutowanie
gtéwnego zatozenia pracy pojawia sie w czesci dyskusyjnej pracy co bardzo utrudnia czytanie i recenzje
dysertacji. Dopiero na 126 stronie swojej rozprawy Autor stwierdza, ze ,gtdwnym zatozeniem pracy
doktorskiej byty opis i ocena fenotypowa myszy niosgcych mutacje genu spektryny nieerytrocytarnej
(Spna2R1098Q) jako zwierzecego modelu badawczego dla zespotu spektynozaleznych ataksji mézdzkowych

(spektrynopatii neuronalnych) diagnozowanych u pacjentéw jako zesp6t West'a, wczesne niemowlece
encefalopatie padaczkowe, ciezkie rozwojowe encefalopatie padaczkowe, spazmy niemowlece, dziedziczne
neuropatie ruchowe, dziedziczne paraplegie spastyczne lub dziedziczne ataksje, a w przypadku wystgpienia
mikrodelecji obejmujacej gen a-Il spektryny rozpoznano dodatkowo wystepowanie zespotu Ohtahara’y i
wczesnej encefalopatii mioklonicznej”’. Ze wzgledu na stylistyke jezykowg tej hipotezy trudno jg jasno
zinterpretowac.

W wyniku przeprowadzonych licznych badan Doktorant sformutowat 3 ogdlne wnioski, ktore przedstawit
na koricu dysertacji. W zwigzku z brakiem jasno postawionego celu pracy, trudno jednoznacznie oceni¢ czy
sg to whasciwe odpowiedszi.

C. Trafnosc doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosc ich zastosowania

Modelem uzytym w badaniach byty myszy oznaczone jako Spna2R1098Q, ktére powstaty w wyniku
spontanicznej mutacji punktowej myszy klonu C57BL/6J skutkujacej zmiang sensu genu Spna2 (mysiego
ortologu ludzkiego genu SPTAN1, kodujgcego all spektryne). Zmiana ta prowadzi do tranzycji guaniny na
adenine w pozycji 3293 w sekwencji nukleotydowej, co skutkuje zamiang wysoce konserwatywnej reszty
argininowej na glutaminowa w pozycji 1098 sekwencji reszt aminokwasowych 10 tego powtdrzenia
spektrynowego all spektryny. To powtdrzenie spektrynowe zawiera miejsca ciecia dla kalpainy oraz kaspaz
oraz miejsce wigzania kalmomoduliny. Myszy posiadajgce te mutacje charakteryzowaty sie niestabilnym
chodem, co na wstepie badan pretendowato je jako potencjalny model do badan nad ataksjg z drzeniem.

Istotnym elementem doéwiadczeri na tym etapie badar byt wiaéciwy dobér testéw dostosowany do
analizowanego problemu. Tu na szczegblng uwage zastugujg prowadzone przez Doktoranta badania
behawioralno- pamieciowe jakimi byty testy sprawnosci motorycznej i sity miesniowej, chodu zwierzat oraz
rozpoznawania nowych obiektéw i ich lokalizacji. Testy zostaty przeprowadzone catosciowo, zakonczone
odpowiednig analizg statystyczng i dobrze zilustrowane graficznie.

Autor dysertacji przedstawit rowniez swoje badania z zakresu biologii komorki czy testdw immunizacji
myszy. Poziom ekspresji badanych biatek okreslat technikg Western blotting po rozdziale elektroforetycznym.
Autor na stronie 115 dysertacji rycine 26 podpisuje réwniez jako Western blotting mimo, ze technika ta w
istocie jest testem immunoenzymatycznym na macierzach przeciwciat. Opisujgc te technike w rozdziale
Materiaty i metody Autor wspomina réwniez o rozdziale biatek z medium hodowlanego w zelu
poliakrylamidowym a nastepnie barwienie ich srebrem. Nie znalaztam jednak w prezentowanej pracy
wynikéw tego doswiadczenia. Ocene wptywu mutacji na cykl komdrkowy wykonat wykorzystujgc cytometrie
przeptywowga. W testach oceny odpowiedzi immunologiczej na immunizacje myszy owoalbuming zbadat
komodrkowosc¢ éledzion testem ELISPOT (brak doktadnej procedury) oraz odpowiedz humoralng i komoérkowa
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(technika ELISA). Przedstawione metody zostaty dobrane prawidtowo i stanowig standardowe, nowoczesne
techniki stosowane w tego typu analizach.

Przeprowadzone badania byty wykonywane za zgodg Komisji Bioetycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzetach we Wroctawiu nr 78/2018 i 70/2021.

D. Prawidtowos¢ uktadu pracy i struktury podziatu tresci

Ukfad rozprawy doktorskiej Pana Michata Zalasa jest zgodny z normami przyjetymi do tego typu
opracowan.

Recenzowana rozprawa sktada sie z kilku rozdziatéw: Streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
Wprowadzenia, Materiatéw i Metod, Wynikéw, Dyskusji, Wnioskéw oraz Spisu rycin i tabel i Literatury. Brak
jest w rozprawie jasnej hipotezy oraz przedstawienia celu gtéwnego i celow szczegétowych badan.

Rozdziat zawierajgcy wprowadzenie jest bardzo obszerny (46 stron). Trudno$¢ w czytaniu sprawia
jednak fakt, ze nie zawiera on zadnej ilustracji przedstawianych zagadniern w formie rycin lub tabel. Rozdziat
przedstawiajgcy wyniki jest dobrze przygotowany, zawierajg wiasciwie przygotowang do tego typu wynikéw
dokumentacje graficzng i tabelaryczng. Zdarzajg sie jednak btedy w podpisach rycin lub zbyt niejasne
wprowadzenia w przedstawienie wynikdw np. w analize biatka GFAP (strona 92). Koricowym, bardzo
interesujgcym rozdziatem rozprawy jest Dyskusja, ktérg Autor przedstawit w bardzo syntetyczny i
merytoryczny sposdb, zestawiajgc otrzymane wyniki z najnowszymi doniesieniami naukowymi w dziedzinie.
Ten bardzo dobrze przygotowany rozdziat stanowi doskonata baze do poszerzenia wnioskow gtéwnych o
szczegbtowe wnioski korcowe.

Ponadto, Autor nie umiescit w swojej rozprawie kopii Uchwat Komisji Bioetycznej Komisji Bioetycznej do
Spraw Doswiadczen na Zwierzetach we Wroctawiu nr 78/2018 i 70/2021 wyrazajacej zgode na prowadzenie
badan.

Dane uzyskane w toku realizacji projektu doktorskiego zostaty wczesniej czesciowo opublikowane w
dwdch pracach doswiadczalnych (w 2021 i 2023 roku). Obie prace zostaty opublikowane w czasopismach z
listy JCR o wysokim wspoétczynniku wptywu IF oraz duzej lisci punktéw MNiSW. Pierwsza praca do$wiadczalna
opublikowana zostata w 2021 roku w czasopi$mie Scientific Reports (IF — 4,6; 140 pkt MNiSW) w ktérej mgr
Michat Zalas jest drugim autorem a kolejna w 2023 roku w Brain Sciences (IF — 3,33 i 100 pkt MNiSW). W tej
pracy Doktorant jest pierwszym autorem. Wedtug informacji zawartych w publikacjach Doktorant byt w nich
odpowiedzialny odpowiednio, w pierwszej: za testy koordynacji oraz wyniki Western blot, a w drugiej za
metodologig, walidacje, przeprowadzenie analiz, wizualizacje oraz napisanie manuskryptu.

E. Uwagii propozycje

Prace doktorskg mgra Michata Zalasa uwazam za bardzo dobrg i interesujgcy. Przedstawiony cykl
badan jest dobrze zaplanowanym zadaniem badawczym pozwalajgcym na ocene fenotypowa myszy
Spna2R1098Q jako modelu dobrze odwzorowujacego spektrum kliniczne zaburzen motorycznych,
pamieciowych oraz rozwojowych wystepujacych u pacjentdw z dominujgcymi mutacjami genu o1l spektryny
(SPTAN1).
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Doktorant przygotowujgc swojg dysertacje nie ustrzegt sie jednak bteddéw i niescistosci.

1. Podstawowa uwagq do przedstawionej rozprawy doktorskiej jest brak jasno sprecyzowanej hipotezy
badawczej oraz celu/éw badan. Bardzo prosze Doktoranta o jasne ich przedstawienie w czasie swojej
prezentacji podczas obrony pracy doktorskiej.

2. Z przedstawionych wynikéw, bardzo ciekawie przedyskutowanych w ostatnim rozdziale rozprawy
mozna wysnuc¢ szereg wnioskow szczegdtowych. Bardzo prosze o przedstawienie ich réwniez podczas
obrony pracy doktorskiej.

3. Prosze Autora o korekte i uzupetnienie podpiséw pod rycing 5, 6, 15, oraz 26.

4. Metody badawcze uzyte w rozprawie doktorskiej zostaty opisane w rozdziale Materiaty i metody.
Brak jest jednak wynikéow dotyczacych rozdziatu biatek z medium hodowlanego w zelu
poliakrylamidowym a nastepnie barwienie ich srebrem. Prosze o wyjasnienie lub przedstawienie tego
wyniku.

Ponadto, po lekturze przedstawionej dysertacji pojawito sie zagadnienie, ktére chciatabym poddac dyskusji
w trakcie wystgpienia:

Autor twierdzi we wniosku koncowym, ze ,wykazane zmiany w poziome wydzielania niektorych
czynnikdw proangiogennych przez pierwotne fibroblasty ptodowe Spna2R1098Q oraz czesciowy blok
cyklu komoérkowego w fazie Go/Gi i obnizenie odsetka komdrek w fazie G,/M stanowig wazne przestanki
do interpretacji obserwowanych w rozwoju zarodkowym homozygot myszy Spna2R1098Q krwotokdéw
$rédczaszkowych”. Bardzo prosze o taka interpretacje, bo niestety nie znalaztam jej w czesci dyskusyjnej
rozprawy.

Analizujgc wyniki badan Doktoranta, ich zakres jak rowniez znaczenie dla badan podstawowych nad
funkcja spektryn oraz terapig spektrynopatii neuronalnych, stwierdzam ze praca doktorska pod tytutem
»0cena fenotypowa myszy niosqgcych mutacje punktowq genu alfa-1l spektryny jako modelu zwierzecego dla
zespotu ataktycznych spektrynopatii neuronalnych” Pana mgra Michata Zalasa spetnia warunki okreslone w
ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce - (Dz. U. z 2018
r., poz. 1668 z pdin. zm.).

W zwiagzku z powyiszym whnioskuje o dopuszczenie mgra Michata Zalasa do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Instytutu Nauk Biologicznych
qrhab/' Beata Machnicka, prof. UZ

Kierownik Katedry Biotechnologii



