Covk s Eﬂ_:-:(jtgat'“‘é\r_ﬁfzuw,fpologii

4 4add
Wk GRS S

7
L 7] O
G+ S %

Gdansk 27.12.2023

Prof. dr hab. med. Maria Mazurkiewicz-Betdziriska
Klinika Neurologii Rozwojowej

Katedra Neurologii

Gdanski Uniwersytet Medyczny

Recenzja pracy doktorskiej mgr Michata Zalasa ,,Ocena fenotypowa myszy
niosacych mutacje punktowa genu alfa-ll spektryny jako modelu zwierzecego
dla zespotu ataktycznych spektrynopatii neuronalnych”

Spektryny sg biatkami cytoszkieletu, ktére ulegajg ekspresji w uktadzie
nerwowym ssakéw. Patogenne warianty SPTAN1, SPTBN1, SPTBN2 i SPTBN4,
czterech z szesciu genéw kodujgcych spektryny neuronalne, powodujg zaburzenia
neurologiczne. Pomimo ich podobienstwa strukturalnego i wspoélnej roli jako
organizatorow molekularnych w btonie komoérkowej, spektryny réznig sie ekspresja,
lokalizacja i specjalizacjg w neuronach, a ta zmienno$¢ czes$ciowo lezy u podstaw

nienaktadajgcych sie na siebie objawoéw chorobowych w spektrynopatiach.

Spektryny biorg udziat w takich procesach jak: rozwéj uktadu nerwowego
mielinizacja, ksztattowanie aksonéw i dendrytéw, przekazywanie sygnatéw przez
zewnetrzng btong komérkowa, wewnatrzkomérkowy transport biatek i pecherzykow,
fagocytoza, ksztattowanie odpowiedzi immunologicznej, regulacja  cyklu
komoérkowego, angiogeneza. Z punktu widzenia neurologa dzieciecego istotna
wydaje sie mutacja w genie all-spektryny, SPTAN1 (OMIM 182810), ktory koduje
biatko cytoszkieletu , ktére odgrywa wazng role w utrzymaniu integralnosci

mielinizowanych aksonéw, rozwoju aksondéw i synaptogenezie. Heterozygotyczne



warianty patogenetyczne SPTAN1 byly opisywane jako zwigzane z wystepowaniem
encefalopatii padaczkowych (DEE- developmental epileptic encephalopathy) i
opdznienie rozwoju (DD — developmental delay) , rzadziej z dziedziczng neuropatig
ruchowg i autosomalng recesywna dziedziczng paraplegig spastyczng (HSP -
hereditary spastic paraplegia).

Celem recenzowanej pracy doktorskiej byt opis fenotypowy myszy
Spna2R1098Q, posiadajgcej mutacje punktowa genu o- Il spektryny, jako modelu dla
wielu spektrynozaleznych ataksji mézdzkowych, ktéry mogtby postuzyé do badan nad
mechanizmami odpowiedzialnymi za spektrynozalezne neuropatie przez caty okres
zycia osobniczego i dodatkowo pozwolityby testowacé nowe terapie tych schorzen. Co
ciekawe myszy Spna2R1098Q sag jedynym modelem zwierzecym, ktéry przejawia
fenotyp napadoéw zgieciowych oraz zaburzen ruchowych i poznawczych, nalezgcych
do spektrum objawéw kliniczych pacjentow cierpigcych na  neuropatie

spektrynozalezne.

Ocena pracy doktorskiej obejmowata cze$¢ merytoryczng i metodologiczna
pracy oraz wyniki, dyskusje i i wnioski koncowe. Praca, ktorg przedstawiono mi do
recenzji ma typowy, poprawny uktad rozprawy doktorskiej. Przygotowana zostata na
149 stronach maszynopisu, zawiera 34 ryciny, 14 tabel oraz 119 pozydj
pismiennictwa gtéwnie zagranicznego przedstawionego w kolejnosci alfabetyczne;.
Wstep stanowi szczegdtowe i rzetelne omowienie poruszanych zagadnien, w
oparciu o szerokg i aktualng literature i pozwala czytelnikowi na zapoznanie sie z
problemami, na ktérych doktorant skupia sie w swojej pracy badawczej.
Przedstawiona wnikliwa analiza aktualnej literatury nie pozostawia watpliwosci, ze
decyzja doktoranta o kierunku prowadzonych badan jest w petni uzasadniona
zakresem obecnej wiedzy, zardwno z naukowego, jak i klinicznego punktu widzenia.
We wstepie autor szczegdtowo przedstawia charakterystyke i role spektryn ich
budowe, wybrane funkcje konczac wstep przeglgdem ludzkich spektrynopatii. Ta
czesS¢ wstepu jest szczegdlnie warto$ciowa pod wzgledem edukacyjnym. Sposrdd
uwag do tej czesci pracy, ktére nie wplywaja na warto§¢ merytoryczng wymienie
uzywanie przez autora poje¢ spazmoéw dzieciecych w odniesieniu do napadow
zgieciowych, zamieniania poje¢ padaczka ogniskowa czotowo lub miokloniczna (str
48) padaczka ogniskowa oczywi$cie moze by¢ pochodzenia czolowego ale padaczka

miokloniczna to juz raczej napady uogdinione a rzadziej ogniskowe. Sugerowatabym



uproszczenie stwierdzenia i podanie, ze moga wystepowaé zaréwno napady
zgieciowe, ogniskowe i uogélnione. Nieuzasadnione jest tez uzywanie nieaktualnej
juz klasyfikacji napadéw padaczkowych jako ogniskowe dyskognitywne. Dodatkowo
na stronie 49 autor opisujgc spektrum fenotypowe u pacjentéw ze zdiagnozowana
mutacjg w genie SPTAN1 opisuje , ze w wiekszosci przypadkdéw obserwuje sie ,,
ciezkie gtebokie lub powazne zaburzenia rozwojowe (niejasny jest dla mnie ten
podziaf) zwtaszcza , w kolejnych wersach autor stwierdza Ze u chorych moze
wystepowac gtebokie uposledzenie umystowe, giebokie zaburzenia intelektualne lub
ciezki niedorozw6j umystowy oraz brak postepow w rozwoju a wrecz stagnacje
rozwoju psychoruchowego,. Cze$¢ z tych stwierdzen to synonimy i warto bytoby tez
uprosci¢ to stwierdzenie . Nie uzywa sie tez raczej stwierdzenia normalny rozwdj
tylko prawidtowy rozwéj — réwniez w odniesieniu do wynikéw badania np. prawidtowy
zapis EEG, prawidiowy wynik badania MRI itd. . Tak jak wspominatam wczeéniej
niespojna jest nomenklatura dot rodzajow napaddw padaczkowych (pkt 3 str 49) i ten
punkt wymagatby uporzadkowania zgodnie z obowiazujgcy klasyfikacjg napadow.
Zaznaczam rowniez, ze opistotonus to nie jest rodzaj napadu padaczkowego.

W punkcie 6 str 51 wystarczytloby opisa¢ objawy zgodnie z obowiazujgca
nomenklatura a nie uzywa¢ pojeé niemedycznych takich jak paraliz lub stwierdzen,
ze hipotonia czyli brak odpowiedniego napiecia miesniowego zwigzana jest z
wystepowaniem szybkich lub gtebokich odruchéw sciegnistych jest nieprawdziwe.
Punkt 6 wymagatby przeredagowania jest tam kilka ww merytorycznych niescistosci,
rozumiem jednak, Ze autor nie jest lekarzem-neurologiem i takie skomplkowane
fenotypy neurologiczne moga byé¢ dla Niego trudne do opisania.

Autor w dalszej cze$ci stusznie rozwaza kryteria, ktére powinny by¢ spethione przed
opracowaniem modelu zwierzecego napadow zgieciowych. Niestety przez cata czas
uzywa pojecie ,spazmy i napady” tak jakby spazmy nie byly napadami.

W dalszej czesci wstepu bardzo wnikliwie opisane sa dostepne modele mysie i

szczurze dot napadéw zgigciowych i encefalopatii padaczkowych.

W rozdziatach dotyczacych materiatdw i metod bardzo doktadnie z ogromna
znajomoscig warsztatu badawczego dokonano opisu stosowanych materiatéw i
metod. Badania uzyskaty zgode Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na
Zwierzegtach we Wroctawiu wedtug zezwolen o numerze 78/2018 i 70/2021.



Wyniki zawierajg cze$¢ dotyczaca sposobu dziedziczenia, opisu fenotypowego
myszy R1098Q, opis stosowanych testow motorycznych i poznawczych, wyniki
badan laboratoryjnych oraz ocena czestosci i czasu trwania napadow padaczkowych.
Kolejnym rozdziatem jest dyskusja obszernie opisujgca stosowany model i
porébwnujaca go z badaniami dostepnymi w literaturze. Doktorant umiejetnie
wykazuje na bazie piSmiennictwa trudnosci w prowadzeniu tego typu badan.
Krytycznie odnosi sie do ograniczen modelu . Badania przeprowadzone w ramach
projektu doktorskiego pozwolity na scharakteryzowanie modelu myszy i wykazanie
wystepowania deficytow ruchowych i poznawczych . Potwierdzono, iz zaburzenia w
a- Il spektrynie prowadzg do wtérnej utraty B-lll spektryny. Stwierdzono takze
negatywny wptyw mutacji Spna2R1098Q a- Il spektryny na cechy morfometryczne, w
tym na wielkos¢ sledzion. Nie zaobserwowano réznic w funkcji uktadu opornosci
wrodzonej i nabytej myszy Spna2R1098Q pomimo odnotowanego spadku liczby
leukocytow i limfocytéw we krwi obwodowej. Autor sformutowat trzy wnioski brakuje
mi jasno sformutowanych celéw pracy — te najlepiej sprecyzowane sg w streszczeniu

pracy

Dodatkowo na podkre$lenie zastuguje fakt, ze dane uzyskane w toku realizacji
pracy doktorskiej zostaty opublikowane w dwoch publikacjach z  duzym

wspotczynnikiem oddziatywania, z drugiego i trzeciego kwartyla. .

Mimo kilku uwag, rozprawe dokiorskg mgr Michata Zalasa oceniam bardzo
wysoko analiza zagadnien objetych tematem pracy doktorskiej zostata

przeprowadzona poprawnie z duzym nakfadem pracy .

Whniosek koncowy

W opiniowanej rozprawie doktorskiej mgr Michat Zalas wykazat sie szerokg
wiedza i znajomoscig zagadnien dotyczacych modeli zwierzecych spektrynopatii, w
prezentowanej pracy wiedze te w sposob twérczy rozwinat uzyskujac wyniki wazne
zarowno z naukowego jak i praktycznego punktu widzenia. Wykazat sie réowniez

umiejetnoscig organizowania i samodzielnego prowadzenia badan naukowych.



Poziom naukowy przedstawionej pracy jest bardzo wysoki.. Uwazam Ze praca
mgr Michata Zalasa stanowi duzy wktad w zrozumienie roli spektryn w patogenezie
chordb neurologicznych. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187
ust.1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2018 poz.1668 z p6ézn.

zm. dlatego stawiam wniosek o dopuszczenie pracy mgr Michata Zalasa do dalszych
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etapow przewodu doktorskiego.



