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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Skrzymowskiej
pt. ,Ocena biochemiczna | czynnosciowa efektéw mutacji punktowej
Arg1098Gin tancucha alfa Il spektryny w modelach in vitro i in vivo”
wykonanej w Laboratorium Immunologii Nowotworéw
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we

Wroctawiu

Praca doktorska pani mgr inz. Joanny Skrzymowskiej pt. ,Ocena biochemiczna |
czynnos$ciowa efektow mutacji punktowej Arg1098Gin taricucha alfa Il spektryny w modelach
in vitro i in vivo" zostata wykonana w Laboratorium Immunologii Nowotworow Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk, pod
opiekg naukowg pana prof. dr hab. Arkadiusza Migzka w ramach grantu OPUS NCN.
Rozprawa doktorska dotyczy analizy wptywu podstawienia mutacyjnego Arg1098Gin taricucha
alfa Il spektryny na wybrane wtasciwosci tego biatka w uktadzie in vitro: strukture i stabilnos¢,
agregacje, oddziatywanie z biatkami partnerskimi, fosforylacje i stabilnos¢ proteolityczng oraz
w mysim uktadzie in vivo. Niniejsza praca doktorska dotyczy ciekawego i istotnego naukowo
problemu badawczego, mianowicie zidentyfikowanej wczesniej mutacji Arg1098GIn w
tanicuchu alfa Il spektryny, ktéra w do tej pory nieznany sposdb, moze prowadzi¢ do
spektrynopatii.

Rozprawa doktorska przygotowana zostata w jezyku polskim w formie klasycznej pracy
doktorskiej, o strukturze i sktadzie zgodnym z uznanym kanonem. Cze$¢ z zaprezentowanych
w pracy doktorskiej wynikbw zostata opublikowana w 2021 roku w czasopismach: Scientific
Reports [IFs.eni=4,6; doktorantka jest trzecig autorkg] oraz Biochemical Biophysical Research
Communications [IF=3,1; doktorantka jest pierwszg autorkg] i w 2023 roku w czasopismie
Brain Sciences [IF=3,3; doktorantka jest trzecig autorkg]. Rozprawa doktorska napisana jest
technicznie poprawnie, poszczegoélne sekcje przedstawione zostaty na odpowiednim stopniu
szczegobtowosci i w odpowiednich proporcjach. Praca doktorska bazuje na eksperymentach z
zakresu biochemii i biofizyki (m.in. izolacja biatek rekombinowanych, pomiary oddziatywan

miedzyczgsteczkowych, pomiary stabilnosci biatek, réznorodne testy biochemiczne) oraz
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testow przeprowadzanych na myszach ekspresjonujgcych badany wariant mutacyjny
spektryny.

Cze$¢ wstepna pracy doktorskiej wprowadza stopniowo do tematyki spektryny jako
biatka cytoszkieletu komérkowego kluczowego dla wielu komérkowych procesoéw. Doktorantka
od ogolnej czesci wstepnej dotyczacej spektryny przechodzi do opisu obecnego stanu wiedzy
dotyczacego budowy i funkcji poszczegdinych domen spektryny, roli interakcji spektryny z
wybranymi biatkami partnerskimi oraz do regulacji spektryny przez proteolizg. Nastgpnie
doktorantka przedstawia spontaniczne mutacje pojawiajgce sie¢ w spektrynie, ktore prowadza
do zaburzenia stabilno$ci powtorzen spektrynowych oraz opisuje fizjologiczne konsekwencje
takich zmian. Na koricu czesci wstepnej Doktorantka wprowadza mysie modele uzywane do
badania spektrynopatii. Jednoznacznie uwazam, ze zarbwno sktad czesci wstgpnej pracy
doktorskiej, jak i jej zawarto$¢ zostaty przygotowane niemal w sposob wzorowy i zostaty
doskonale dopasowane do dalszych czesci pracy, umozliwiajgc zrozumienie kazdej jej czgsci.

Cel praéy zostat jasno sprecyzowany. Cze$¢ metodyczna pracy przedstawiona jest w
doktadny sposob, umozliwiajgcy ewentualne powtérzenie przeprowadzonych badan. Nie mam
uwag do tych czesci pracy.

W nastepnej sekcji, ,Wyniki", Doktorantka przedstawita szereg bardzo istotnych
rezultatow swoich badar. Odnosnie tej czesci pracy prositbym Doktorantke o odpowiedz na
ponizsze pytania i ustosunkowanie sig¢ do kilku uwag:

1. Rozdziat ,Wyniki” zaczyna sie od przedstawienia rezultatow izolacji rekombinowanych
wariantbw spektryny niezbednych do dalszych badan. Zel SDS-PAGE pokazuje, ze
uzyskano biatka o wysokiej czystosci (Ryc. 11). Czy, i jesli tak, to jak, potwierdzano
tozsamo$é uzyskanych biatek rekombinowanych (spektrometria mas, western blotting,
inne?).

2. Dlaczego wariant R1098Q na rycinie 11 wyglgda na wysoce homogenny podczas gdy
na rycinie 27, $ciezka 3 jest ewidentnie zanieczyszczony biatkiem o mniejszej masie?

3. W Ryc.12 brakuje oznakowania aminokwasow na schemacie i zakresu reszt
aminokwasowych uzytych w badanych konstruktach.

4. Modelowanie strukturalne sugeruje duze zmiany w pozycji CCC petli wzgledem reszty
biatka pod wptywem mutacji R1098Q. Wydaje sie jednak, ze taricuch boczny R czy Q
skierowany jest w zupetnie inng strone niz petla CCC. Bardzo prositoym o opini¢

Doktorantki w jaki sposéb na poziomie molekularnym mozna wyttumaczy¢ wptyw
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10.

11.
12,

mutacji w pozycji 1098 na sugerowane zmiany w potozeniu peti CCC. Czy
weryfikowano ten model eksperymentalnie (np. poprzez sieciowanie molekularne)?
Na stronie 75 wkradt sie btgd edytorski, ktéry moze byé¢ istotny: ,ponizej 80 nM” a nie
80 nm.

Pomiary przy jakich stezeniach biatka uzyto do wyznaczenia parametrow kinetycznych
oddziatywania badanych wariantow z kalmoduling (s. 76, tabela 12)? Roznice w
parametrach kinetycznych dla mutanta i typu dzikiego wydajg sie nieznaczne, podczas
gdy krzywe SPR pomiaréw przy nizszych stezeniach wskazujg na bardzo duzg réznice
pomiedzy warrantami (niemal brak oddziatywania dla mutanta). Prositoym o
ustosunkowanie si¢ do tych obserwacji.

Czy analizowano oddziatywanie wariantow spektryny z kinazg c-Src (np. poprzez
SPR)?

Czy potwierdzono fosforylacje wariantow spektryny (Ryc. 22) przez c-Src inng technika
(np. PhosTag, spektrometria mas, mutacje Y w miejscu rozpoznawanym przez c-Src)?
Czy obserwowane wyniki to sg 3 techniczne powtérzenia (Ryc. 22)? Jesli tak, to
dlaczego intensywno$¢ prgzkéw miedzy powtdrzeniami jest bardzo rbézna i ostatni
zestaw ($ciezki 8 i 9 u géry) sg na poziomie kontroli bez ATP?

Na Ryc. 23 przedstawiono proteolize wariantow spektryny przez kalpaine poprzez
obrazowanie pojawiajgcego sie prgzka o masie okoto 11 kDa. Czy monitorowano w
czasie spadek poziomu petnej dtugosci uzytych wariantow spektryny (czyli spadek
poziomu prazkéw +/- 50 kDa dla biatek bez GST lub +/-75 kDa dla biatek z GST)? Czy
mozna prosi¢ o pokazanie catych zeli/blotow, ktorych dolny fragment widzimy na
rycinie 237

Na Ryc. 25 przedstawiono analize proteolizy wariantow spektrynowych
przeprowadzong poprzez pomiar utraty gestoéci optycznej. Czy robiono probe
kontrolng dla samej kalmoduliny i kalmoduliny + kalpaina? Czy zwigkszony procent
utraty gestosci optycznej w probkach z dodatkiem kalmoduliny moze wynika¢ z efektu
trawienia kalmoduliny przez kalpaine?

Ryc. 26 — czy przeprowadzono analize istotnosci statystycznej uzyskanych wynikow?
Ryc. 27 — brakuje $ciezki kontrolnej z samg kaspazg 3 (czy Doktorantka dysponuje
moze zelem z innego powtérzenia eksperymentu z petnym zakresem kontrol?) Czy

mozna przewidzie¢ miejsce ciecia i wynik (rozmiar proteolitycznych fragmentow)



-

Wroctawski

4
(V)
s
0
Q
-
fess
)

5

WYDZIAL BIOTECHNOLOGIT

ZAKEAD INZYNIERII BIAZKA
ul. F. Joliot-Curie 14a

50-383 Wroctaw

tel. +48 71375 28 24
www.uni.wroc.pl

trawienia wariantow spektrynowych kaspazg 3? Czy na zelu widzimy jakgkolwiek
degradacje wariantow spektrynowych, czy tez pojawiajgcy sie prgzek o mniejszej
masie to jest dodana prokaspaza (intensywnos¢ prazkow biatek wyjsciowych wydaje
sie zmienia¢ bardzo nieznacznie)?

13. Ryc. 28 — brak paska skali; czy Doktorantka probowata obrazowac catkowitg spektryne
w badanych preparatach? Jesli tak, to jaki uzyskano obraz?

14. Na Ryc. 31 przedstawiono wykres z testu dot blot anty-SNTF. Czy weryfikowano

testem Western Blot specyficznosé sygnatu anty-SNTF?

Czes¢ ,Dyskusja” opisana jest w sposbb merytorycznie poprawny i zawiera szereg
interesujgcych préb' interpretacji uzyskanych wynikow i osadzenia ich w kontekscie zastanego
pola badawczego. Do tej czesci nie mam wigkszych uwag.

Podsumowujgc, przedstawiong do recenzji prace doktorskg mgr inz. Joanny
Skrzymowskiej oceniam jako naukowo bardzo ciekawg i wartosciowg. Chciatbym w zwigzku z
tym serdecznie pogratulowa¢ zaréwno Doktorantce jak i Promotorowi.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Skrzymowskiej spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2018 poz.
1668 z pdzn. zm.). Wnosze wiec do wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu o przyjecie rozprawy doktorskiej
mgr inz. Joanny Skrzymowskiej oraz o jej dopuszczenie do dalszych etapéw postepowania w
spawie nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie

nauki biologiczne.

$or—

dr hab. tukasz Opalinski, prof. UWr



