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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Skrzymowskiej pt.:

Ocena biochemiczna i czynnosciowa efektow mutacji punktowej
Arg1098Gin tancucha alfa Il spektryny w modelach in vitro i in
vivo”

Rozprawa doktorska w formie manuskryptu zostata wykonana w Laboratorium
Immunologii Nowotwordw, Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda PAN. Praca zostata napisana w typowym uktadzie zgodnym ze standardami pracy
naukowej zawierajgcej nastepujgce sekcje: wykaz skrétow, streszczenie, wstep, cel pracy,

materiaty i metody, wyniki, dyskusje i wnioski, podsumowanie, spis rycin i pismiennictwo.

Wprowadzenie do pracy obejmuje 27 stron i zawiera bardzo dobry przeglad wiedzy na
temat spektryn jako biatek szkieletu komodrkowego. W tej sekcji zostata wspomniana krétko
filogeneza spektryn, natomiast znacznie szerzej omowiono budowe, sktad domen biatkowych
i biatka wigzgce sie do spektryn. Szczegétowo omdwiono komérkowe sciezki degradacji
proteolitycznej spektryn przez kalpainy ich wielopoziomowa regulacje poprzez kalmoduline
oraz fosforylacje spektryn i hamowanie kalpainowej degradacji spektryny przez kalpastatyne.
We wstepie omoéwiono takze znaczenie fizjologiczne spektryn i proceséw ich degradacji w
zdrowiu i chorobie. Koncowa cze$¢ wstepu skupia sie na mozliwej patogenezie wywotanej
przez nieprawidtowg budowe i brak stabilnosci powtérzen spektrynowych. Ostatnia sekcja
omawia mysie modele ludzkiej spektrynopatii. Wprowadzenie zawiera szereg dobrze
skomponowanych rycin, ktére pomagajacych zrozumiec¢ wiedze na temat struktury i funkcji
spektryn i proteaz. Co bardzo wazne wida¢, ze Doktorantka powaznie traktuje adaptacje rycin
z innych Zrédet, przytaczajac starannie ich oryginalne pochodzenie z odpowiednig referencja,

co jest godne duzej pochwaty. Podsumowujgc, wstep jest mocno skupiony na budowie i funkcji
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biatek, co jest catkowicie zrozumiate i prawidtowe. W czasie czytania miatem jednak niedosyt
informacji, wynikajgcy z pewnego braku uporzgdkowania i rozszerzenia wiedzy na temat
patogenezy choréb wywotanych przez wadliwe geny spektryn i w jaki sposdb uczestnicza w
tym kalpainy. Ta wiedza jest co prawda dostepna w rozdziale 3.1.5. w podsekcji ,Patologiczna
aktywno$¢ kalpainy” oraz szerzej w rozdziale 3.2. jednakie osobny rozdziat na ten temat
mogtby bardziej rozjasni¢ patogeneze tych rzadkich chordb. Brak tej wiedzy wigze sie tez z
pewnym niedostatkiem opisu motywujacego badanie tych chordb genetycznych jako
potencjalnych wzorcdw patogenezy zwigzanej z cytoszkieletem, ktére moga pomoc wyjasnic
rézne wazne aspekty patogenezy innych choréb neurodegeneracyjnych, ktére s znacznie
czestsze i zostaty wymienione w sekcji ,Patologiczna aktywnosé kalpainy”. Uwazam, ze
badania zrealizowane przez doktorantke sy wazne i dlatego kontekst powinien by¢

wspomniany szerzej w sekcji ,,Cel pracy”.

Wykaz skrotéw wpada w oko i zajmuje az 5 stron gestego tekstu. Pozwalam sobie
zatem na nie merytoryczng, lecz matg techniczng krytyke, gdyz poszukiwanie skrotu jest
troche ktopotliwe. Pewne powszechne skroty nie wyjasnia sie (np. DNA, mRNA, SDS-PAGE,
EDTA, Tris, wzory zwigzkdw nieorganicznych i inne). Dla pojawiajacych sie raz lub w

oddalonych sekcjach praktyczniej stosowac petne nazwy i skréty wycofac z wykazu.

Celem pracy, ktory formutuje mgr Skrzymowska, jest ,wytworzenie nowych modeli
badawczych” do badania wptywu mutacji punktowej ¢.3293G>A w genie Spna2 na jego
produkt biatkowy. Cel wytworzenie nowych modeli jest nieco enigmatyczny i niejako nie jest
spéjny z tytutem, ktéry mowi, ze celem jest po prostu badanie wiasciwosci biochemicznych

zmutowanego tancucha biatka alfa Il spektryny i jego ocena czynnosciowa.

Praca zawiera bogaty zaséb bardzo zrdinicowanych metod, co w pelni spetnia
standardy pracy doktorskiej. Metody obejmujg modelowanie struktury fragmentow alfa i
spektryny, produkcje biatek w systemach bakteryjnych i ich oczyszczanie, klasyczne metody
badan fizykochemicznych otrzymanych biatek rekombinowanych, mierzenie oddziatywania
biatek z pomocg Biacore. Dalsza cze$¢ metod to analizy biatek metodg western blot i ocena
proteolizy z pomocag ELISA. Nastepnie uzyto technologii hodowli pierwotnych kultur
komorkowych, choé trzeba przyznaé, ze nie scharakteryzowano komérek w tych hodowlach.
Ostatnia cze$¢ metod to praca z modelami zwierzecymi in vivo. Nie jest jasne, kto wykonat

krzyzowanie myszy obydwédch szczepéw, jednakze domniemam, ze standardowo jest to
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domena zwierzetarni. Wykonane zostaty testy rotarod, test sity miesniowej i test footprint. Do
metod zalicza sie tez analiza statystyczna. Prawidiowo zastosowano testy ANOVA z
odpowiednig poprawka. Mimo ze w opisie statystyki jest o tym mowa, jednak na rysunkach
brak zaznaczenia, jaki test zostat uzyty w przypadku danego rysunku (jednoczynnikowa lub
wieloczynnikowa ANOVA); wartosci p to najpewniej wartosci posthoc Bonfferoni, na rysunku
brak p dla ANOVA. W metodach mogtaby sie znaleZ¢ podsumowujgca tabela z catkowita iloscig
zwierzat uzytych do badan uzytych do poszczegolnych eksperymentdw z wyszczegdlnieniem

liczby N.

Juz pobiezny przeglad sekcji wynikowej robi pozytywne wrazenie i potwierdza wstepny
wniosek z metod, Zze w przygotowanie doswiadczed wiozono ogromny nak’fa.d pracy. W
odniesieniu do myszy i peptydu typu R1098Q doktorantka stawia sobie za cel pracy tworzenie
3 modeli i wyraznie wyszczegdlnia model in silico, in vitro, i in vivo. Natomiast cata sekcja
wyhnikéw nie jest w ten sposéb uporzadkowana, przez co trudno sie zorientowac jaki
ostateczny ksztatt majg poszczegdine modele in silico, in vitro i in vivo. Byé moze, rozdziat
zawierajacy wyniki powinien zawiera¢ rysunek-schemat pokazujgcy te modele i co sie do tych
modeli zalicza. Jednak mam wrazenie, ze mimo tak sformutowanego celu, praca jest jednak

spéjna wynikowo w charakterystyce patogennych peptydow.

Pierwszy etap pracy to produkcja rekombinowanego biatka, ktére przeprowadzono
standardowymi metodami, otrzymujac peptyd z powtdrzeniami 9 i 10 aifa 1l spektryny. Te
produkty wykorzystano pdiniej w badaniach biochemicznych. Nastepny rozdziat wynikéw
opisuje modelowanie in silico peptyddw z mutacjami R1098Q, R1098K i R1098C. Rysunek 12
(produkcja) i 13 (modelowanie) sg stabo opisane i nie korespondujg ze soba, trudno
zorientowac sie np. gdzie jest petla CCC i miejsce kalpainowe. Po analizie rysunku i tekstu
widaé petle CCC i miejsce kalpainowe, ktdre moze by¢ rzeczywiscie bardziej dostepne dla
Kalpainy. Badania fizykochemiczne pokazujg, ze zmutowany peptyd traci pewne funkcje
(stabilnosé struktury, wigzanie do kalmoduliny). Natomiast eksperymenty z trawieniem
kalpaing peptydu R1098Q wskazujg na zyskanie nowej wtasciwosci przez to biatko —
zwiekszonej pbdatnoéci na trawienie Kalpaing, ktéra nie potrzebuje juz kalmoduliny do

osiggniecia poziomu WT.

W metodach opisano wyprowadzanie kultur komérek nerwowych z embriondw,

natomiast nie przytoczono ich wieku embrionalnego. Nie jest tez jasne, o jakie komorki
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nerwowe chodzi. Z tekstu dowiadujemy sig, Ze w procesie izolacji komoérek odrzucono komérki
nie adherentne, ze komorki pasazowano, a wiec mozna wstepnie wnioskowa¢, ze komdrki,
ktore pozostaty mogg prolfierowadé w kulturze. Jednymi z takich komoérek w moézgu sa
astrocyty. Na pewno nie sg to neuronalne komorki macierzyste, gdyz te pozyskuje sie z
embriondéw E9-10. Rowniez ich morfologia na rycinie 28 jest podobna do astroctéw. Cel pracy
to wyprowadzenie modeli in vitro, czy wiec te kultury komérkowe byty modelami in vitro i czy
scharakteryzowano typy komérek w tym modelu komorkowym? Zaintrygowato mnie, w jakich
typach komdérek nerwowych zmutowana Spektryna alfa Il ujawnia swoja patogenng role i czy
ta patogeneza jest do zaobserwowania w astrocytach, czy tylko w komérkach Purkinjego. Czy
wiec astroctyty moga by¢ modelem in vitro dla tej spektrynopatii? Dyskusja wspomina o
problemach technicznych, ktére uniemozliwity zastosowanie przeciwciat przeciwko markerom

komarek i wykonanie barwien, co budzi pewne zdziwienie.

Dyskusja porusza aspekt agregatow. DLS nie wykazat sktonnosci peptydow typu
R1098Q do agregacji. Jednak tworzenie sie agregatow moze byé warunkowane rowniez
obecnoscig réznych innych biatek i dodatkowo jest inne w srodowisku komérkowym i w
réznych komdrkach. Doktorantka w dyskusji wspomina, Ze nie byto agregatéw w neuronach.
Czy odnosi sie to do eksperymentéw na wspomnianych kulturach komérek nerwowych
wyprowadzonych przez doktorantke (astrocyty czy neurony?), czy do jakis innych neuronéw
(skrawkow moézdzku)? Jezeli odnosi sie to do astrocytéw, to zwykle dla duzej liczby chordb
neurodegeneracyjnych nie obserwuje sie agregatow w astrocytach. Doktorantka wspomina,
ze inne spektrynopatie charakteryzuje sie wystepowaniem agregatéw. Zatem stawiana w
dyskusji teza, ze to nie agregaty sg przyczyng neurodegeneracji w tym modelu (nie uczestniczg
w patogenezie), w mojej opinii moze byc¢ zbyt przedwczesna i wymaga dalszych badani. Mysle,

ze temat jest wart komentarza w czasie obrony.

W dyskusji Doktorantka bardzo stusznie zauwaza, ze samo zwigkszenie efektywnosci
trawienie peptydu R1098Q przez kalpaine moze by¢ tylko drugorzedowym procesem
zaangazowanym w patogeneze. Jest to prawda, natomiast w mojej opinii wyniki w pracy nie
moga na obechym etapie badan by¢ podstawg pozytywnej lub negatywnej odpowiedzi na to
pytanie. Moze Swiatto na te sprawe moga rzuci¢ pewne catkiem podstawowe eksperymenty
takie jak chocby barwienia tkanek i ustalenie, czy w modelu R1098Q/hCAST nastepuje, chociaz

czgsciowe odwrocenie degeneracja komorek Purkinjego, a takze ustalenie w modelu R1098Q




co dzieje sie z innymi neuronami w mézgu. Zwtaszcza tymi, ktore specyficznie eksprymuja
kalmoduline np. neurony hipokampu. Mozna na przyktad spekulowac, ze nawet niewielki brak
réwnowagi w trawieniu miejsca kalpainowego w domenie 10 a trawieniem miejsca w domenie
11 jest wystarczajacy do wystgpienia patogenezy. Tym bardziej ze mutacja R1098Q
udostepniajgca domene CCC do trawienia dziedziczy sie w sposob dominujacy, jest wigc silnie
patogenna. Doktorantka wykazata, ze biatko zyskato nowg funkcje: do uzyskania poziomu
trawienia peptydu WT nie jest juz potrzebna kalmodulina. Zwykta utarta jakiejs funkcji przez
biatko wystepuje w chorobach o dziedziczeniu recesywnym. Co wiecej, badanie aktywnosci i
poziomu produktdéw (potencjalnych markerdw) trawienia spektryny przez kalpainy (SNTF)
moze by¢ obarczone bardzo duzym btedem ze wzgledu na dynamike tej reakcji. Test typu dot-
blot na pewno nie spetni tutaj swojej funkcji ze wzgledu na mozliwy do uzyskania stopien
czutosci, specyficznosci, rozrzut wynikéw, zastosowang liczbe probek itp. Od lat naukowcy
borykaja sie z tym problemem, ostatnio stosujgc bardzo wyszukane metody badania poziomu

markerow takie jak SIMOA.

Przygladajac sie z kolei testom behawioralnym, dochodzi sie do wniosku, ze test rotarod
skonstruowany w ten sposdb ma zbyt matg czutos$é, aby wykazac réznice. Po przeczytaniu metod rodzi
sie wiele pytan dotyczacych sposobu i procedury testow, co wydaje mi sig, nie jest wyjasnione dosé
dobrze. Np.: Czy 14 RPM to byta kofcowa predkosc obrotu; Czy drazek przyspieszat; Czy upadek jest
miarg, czy tez takie, to gdy mysz zaczepi sie i wykona jeden petny obrot (jest to uwazane za upadek);
Czy byly myszy, ktére przy tak niskiej predkosci po prostu nauczyly sig spadac, i tego, ze beda wtedy
przeniesione do klatki (jest to duze wyzwanie dla eksperymentatora). Myszy uczace sie spada¢ trzeba
eliminowad z pomiaréw. Jezeli chodzi o predkos¢, aby specyficznos$é byta wieksza i aby uniemozliwié
spadanie na pierwszym etapie, dobrze jest stosowad rotarod przyspieszajgcy do 40 rpm przez ok. 6 do
10 min. W pomiarach zastosowano myszy w wieku 6-8 miesiecy. Dlaczego zastosowano akurat ten
wiek? Poniewaz ataksja jest postepujgca to, aby w petni oceni¢ efekt, trzeba przeprowadzic
eksperyment w rdznych etapach postepu choroby. Co do metody rotarod to czasami zastgpienie jej
testem pretdéw statycznych lub jego dodatkowe wykonanie jest znacznie lepszym i czulszym
rozwigzaniem ~ szczegdlnie jezeli myszy wykazujg zmiany w tescie footprint. Prosze o komentarz na

temat doktadnych procedur wykonania testow.

Na koniec chciatbym wskaza¢, ze analiza wynikow z rysunkdéw zawartych w pracy nie
jest tatwym zadaniem, poniewaz rysunki zawierajg tylko lakoniczne opisy i nie zawierajg

oznaczen poszczegdinych paneli wykresow w formie A, B, C itp. Z tego powodu Doktorantka




nie moze odwotaé¢ sie do poszczegdlnych paneli w tekscie wynikow. Dlatego szybkie
nawigowanie po wynikach przez recenzenta jest tez raczej trudne. Na koricu trzeba tez
zaznaczy¢, ze dtuzsze formy pisarskie mogg zawierac¢ wiecej btedéw jezykowych. Réwniez i ta
praca nie ustrzegta sie tych btedow, zawiera znaczna liczbe skrotow myslowych w kontekstach
zdan i niekonsekwencji w terminologii. Przytocze tylko te jezykowo-merytoryczne: zamiast
»ataksja mézdzkowo rdzeniowa” lub ,ataksja mézdzkowa” powinno byc¢ ,ataksja rdzeniowo-
mozdzkowa”; zamiast , Httt”, , Htt” (mysie biatko) ,HTT” (ludzkie biatko); ,transmisja GABA”.
W pracy doktorskiej Doktorantka nie stosuje praktyki pisania genéw kursywg — praktyka ta jest

przyjeta i wygodna dla odrdznienia symboli gendéw (HTT) od symboli biatek (HTT).
Whioski koricowe

Pani mgr Joanna Skrzymowska podjeta wazny problem naukowy i wykonata wysokim
naktadem pracy oryginalng prace badawczg, ktdrg jest charakterystyka peptydéw z produktu
biatkowego genu SPTAN1 zawierajgcego mutacje ¢.3293G>A skutkujgcg powstawaniem biatka
SPTAN1 ze zmiang aminokwasowg R1098Q. Nieprawidtowe biatka SPTAN1 prowadzg do
spektrynopatii u pacjentéow, u ktérych objawy i patogeneza sy czesto zbiezne z innymi
chorobami neurodegeneracyjnymi wystepujacymi znacznie cze$ciej. Rowniez w przypadku
badan doktorantki mysia zmiana aminokwasowa R1098Q, jest odzwierciedleniem ludzkiej
spektrynopatii wynikajgcej ze zmiany aminokwasowej R1098C wystepujacej u pacjentow.
Dlatego przeprowadzone badania sg wazne z punktu widzenia poznania patogenezy choréb
neurodegeneracyjnych. Pani mgr Joanna Skrzymowska podczas badan wykorzystata pokazny
zasob metod badawczych, co jest dodatkowym atutem pracy. Moje uwagi do pracy majg
wytgcznie charakter pytan do dyskusji podczas obrony. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska
Pani mgr Joanny Skrzymowskiej spetnia warunki okreslone w art. 187 ust.1-4 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.). W
zwigzku z moja pozytywnq oceng pracy uwazam, ze Pani mgr Joanna Skrzymowska powinna

by¢ dopuszczona do koricowych etapéw przewodu doktorskiego.
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