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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytutowanej ,,Wptyw biatka i ciatek jadrowych PML na
morfologie jadra komdrkowego neuronéw oraz na funkcje kognitywne myszy” autorstwa pani
mgr Gabrieli Olech-Kochanczyk

W ocenianej rozprawie doktorantka podjeta sie zbadania tego czy biatko PML i tworzone z
jego udziatem ciatka jadrowe PML odgrywaja role w regulacji funkcjonowania hipokampa u
dorostych myszy. Ciatka PML to jeden z typdw ciatek jadrowych — nieobtonionych struktur
wystepujacych w obszarach miedzychromatynowych jagder komdrkowych. Ciatka jadrowe i biatka
wchodzgce w ich skfad sg zaangazowane w regulacje catego szeregu proceséow komérkowych, a
biatko PML (ang.promyelocytic leukemia protein) jest niezbednym skfadnikiem ciatek jadrowych
PML. Znaczenie tych struktur w funkcjonowaniu komoérek, w tym komorek osrodkowego uktadu
nerwowego ssakéw jest dopiero poznawane, a wiedza na ten temat jest bardzo niekompletna,
dlatego wybor celu pracy nalezy uznaé za uzasadniony. Dla jego osiggniecia doktorantka
postanowifa uzyskaé myszy zmodyfikowane genetycznie: z delecjg genu Pm/ oraz myszy z
podwyzszong ekspresjg biatka PML w mézgu. Te zwierzeta postuzyty nastepnie do badan
behawioralnych majgcych wykry¢ ewentualny efekt zaburzen poziomu PML na funkcjonowanie
osrodkowego uktadu nerwowego. Doktorantka podjeta sie takze skorelowania wptywu modyfikacji
poziomu PM na strukture jader komérkowych neurondéw hipokampa.

Po lekturze rozprawy stwierdzi¢ mozna, ze mimo pojawienia sie trudnosci w realizacji tego
planu, co oczywiscie jest nieuchronne przy prowadzeniu nowatorskich badan wykorzystujgcych
zaawansowane techniki biologii molekularnej i komdérkowej, doktorantka z powodzeniem
wywigzata sie z podjetego zadania badawczego. Osiggniecie zamierzonych celéw nie przyszto
jednak tatwo. Wyjsciowo ambitnie zaplanowano, by dla uzyskania myszy z podwyzszong ekspresja
PML skonstruowac zwierzeta podwdjnie transgeniczne z systemem Cre/loxP indukowanym
tamoksyfenem specyficznie w komdrkach moézgu. Zwierzeta takie udato sie stworzyé, jednak nie
wykryto, by u myszy tych poziom PML byt wyzszy niz w kontroli. Przyczyna tego niepowodzenia nie
jest znana. | tu pojawia sie pytanie: czy zbadano skutecznos¢ systemu Cre/loxP w uzyskanych
zwierzetach podwdjnie transgenicznych? Autorka pisze co prawda, ze duzg aktywnos¢ Cre-ER
stwierdzono w linii uzytej do krzyzowania, ale nie wiemy czy ta cecha utrzymata sie takze w
krzyzowce podwdjnie transgenicznej. Niepowodzeniem zakonczyta sie takze nastepna proba, w
ktérej podwyzszenie ekspresji PML w systemie Cre/loxP starano sie wywota¢ u myszy pojedynczo
transgenicznych, do hipokampu ktérych wprowadzano gen rekombinazy Cre w wektorze
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wirusowym AAV. W tym uktadzie nadekspresje badanego biatka udato sie uzyskac, ale
stwierdzono, ze w komadrkach mdzgu zwierzat eksperymentalnych lokalizuje sie ono ektopowo —w
cytoplazmie, a nie w jgdrach komérkowych. Sukcesem zakonczyta sie dopiero prdoba, w ktorej
przeprowadzono transfekcje komodrek hipokampa myszy typu dzikiego wektorem wirusowym
niosacym gen Pml pod kontrolg promotora EFla. U tych zwierzat wykryto podwyzszong ekspresje
PML, ktore wykazywato lokalizacje jgdrowa. Takie myszy byty uzyte w badaniach behawioralnych i
cytologicznych.

Dla uzyskania myszy z obnizong ekspresja PML wykorzystano system CRISPR/Cas9 w
dostepnych komercyjnie zwierzetach, eksprymujgcych endonukleaze Cas9 pod kontrolg systemu
Cre/loxP. Do hipokampdw takich myszy za pomocg wektoréw wirusowych AAV wprowadzano
odpowiednie gRNA i gen rekombinazy Cre pod kontrola promotora specyficznego dla neuronéw.
Weryfikacja dziatania tego uktadu in vivo w hipokampie potwierdzita ok. 40% obnizenie poziomu
mMRNA genu Pml. Tak uzyskiwane takze zwierzeta wykorzystano w dalszych badaniach. Tu nasuwa
sie pytanie: czy byto mozliwe, oprdcz okreslenia ogdélnego obnizenia poziomu ekspres;ji,
stwierdzenie takze tego w jak w licznej frakcji komdrek hipokampa doszto do nokautu tego genu?
Kolejna kwestia warta przedyskutowania, to zmienno$é poziomu wyciszenia zademonstrowana na
rycinie 24. Wsrdd 13 przebadanych zwierzat miesci sie ona w przedziale od ok. 0,2 do nawet ok.
1,2 w stosunku do sredniej wartosci dla kontroli. Zatem warto zadac¢ pytanie jaki mogto to miec
wptyw na wyniki badan behawioralnych?

Badania behawioralne prowadzono w znakomitym systemie IntelliCage, ktéry pozwala na
automatyczng rejestracje oraz analize zachowan, zdolnosci poznawczych i pamieci grup myszy przy
minimalnej interwencji badaczy. Doktorantka wykazata, ze obnizenie poziomu PML (nie byfa to
petna eliminacja tego czynnika, co btednie napisano w wielu miejscach pracy, méwigc o ,delecji
PML”!)w hipokampie pogarsza u myszy pamieé operacyjng i obniza prég lekowy, a nie wptywa na
pamieé przestrzenng i proceduralng. Natomiast podwyzszenie poziomu tego biatka w badanym
uktadzie nie miato wptywu na zachowanie myszy. W tej cze$ci pracy mozliwosci wnioskowania sg
jednak ograniczone ze wzgledu na utrate znacznej czesci danych behawioralnych dotyczacych tej
grupy myszy doswiadczalnych — bardzo szkoda, ze tak sie stato, bo niewykluczone, ze jednak jakies$
istotne rdznice datoby sie zaobserwowac.

Doswiadczenia opisane w rozprawie uzupetniono o badania mikroskopowe jader
komodrkowych neuronéw hipokampa, ktdre wykazaty, ze podwyzszenie ekspresji PML znaczaco
zmienia strukture chromatyny, zarowno w rejonach aktywnych transkrypcyjnie, jak i w tych w
ktorych transkrypcja nie zachodzi. Jednoczesnie stwierdzono, ze na poziomie mikroskopii
optycznej (w tym fluorescencyjnej) nie stwierdzono, by eksperymentalnie wywotane obnizenie
poziomu PML istotnie wptywato na organizacje jgdra komdrkowego neuronéw hipokampa.
Nawiasem modwigc, nie mozna tych obserwacji nazywac badaniem ultrastruktury jader (str. 124),
gdyz o tym mozemy mowic dopiero, gdy stosowana jest mikroskopia elektronowa. Na zakonczenie
tego bardzo skrétowego opisu przeprowadzonych badan stwierdzi¢ mozna, ze mimo napotkanych
trudnosci doktorantka z powodzeniem wywigzata sie z podjetego zadania.

Oceniajgc samg rozprawe uwazam, ze doktorantka prawidtowo przedstawita i
przedyskutowata w niej przebieg i wyniki prowadzonych prac. Rozprawa ma tradycyjng forme,



typowa dla eksperymentalnych prac dyplomowych. Rozpoczyna sie od streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, a wstep do niej to dobrze wywazone objetosciowo wprowadzenie do
zagadnien, ktére byty przedmiotem zainteresowania doktorantki. Z tych rozwazan logicznie wytonit
sie nastepny rozdziat rozprawy, w ktérym doktorantka przedstawita cele pracy. Rozdziat
poswiecony materiatom i metodom jest bardzo obszerny i szczegdétowo opisata zastosowane
procedury stosowane w doswiadczeniach. Stwierdzié nalezy réwniez, ze doktorantka udanie
wywigzata sie z zadania, jakim byto przedstawienie uzyskanych wynikéw. Rozdziat ten dobrze sie
czyta, po pierwsze ze wzgledu na logiczne zorganizowanie materiatu w rozdziaty i podrozdziaty, a
po drugie dzieki prawidtowemu zilustrowaniu przez zamieszczone wykresy, zdjecia i tabele, ktére
sg klarowne i pozwalajg czytelnikowi samemu ocenic¢ uzyskane rezultaty. W czesci rozprawy
poswieconej dyskusji doktorantka prawidtowo zanalizowata uzyskane wyniki i przedyskutowata ja
na tle dostepnych danych literaturowych. Nie ograniczyfa sie tu tylko do zasadniczej kwestii
rozprawy, czyli roli biatka PML w funkcjonowaniu neurondw, ale takze — wyciagajac wnioski z
wtasnego doswiadczenia zgromadzonego podczas prowadzenia prac — przedyskutowata kwestie
zwigzane ze skutecznoscig réznych metod pozwalajgcych na uzyskanie modyfikacji genetycznych u
myszy. Kolejng czes¢ rozprawy stanowig podsumowanie i wnioski, w ktorych doktorantka dobrze
zebrata to, co udato jej sie wykaza¢ w badaniach przedstawionych w ocenianej pracy. Rozprawe
zamyka prawidtowo sporzadzona bibliografia. Na podkreslenie zastuguje to, ze rozprawa jest
zredagowana bardzo starannie, btedy edytorskie sg naprawde bardzo nieliczne.

Podsumowujac, stwierdzi¢ mozna, ze rozprawa przedtozona do oceny spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2021 r. poz. 478,619, 1630).

Prof. dr hab. Marek Maleszewski



Krakow, 27.06. 2022

Prof. dr hab. Elzbieta Pyza

Zaktad Biologii i Obrazowania Komorki
Instytut Zoologii i Badan Biomedycznych
Wydziat Biologii

Uniwersytet Jagiellonski

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Gabrieli Olech-Kochanczyk pt. ,,Wplyw
biatka i ciatek jadrowych PML na morfologi¢ jadra komérkowego neurondéw

oraz funkcje kognitywne myszy”

Jadro komoérkowe komorek, a szczegdlnie neurondéw, wciaz jest stabo
poznane, poniewaz oprocz chromatyny, wykryto na jego trenie szereg struktur
0 kluczowym znaczeniu dla transkrypcji i procesow potranskrypcyjnych oraz
procesOw zwigzanych z organizacja chromatyny. Jednymi z tych struktur
wykrytych na terenie jadra komoérkowego sa ciatka jadrowe zwane PML.
Ciatkom tym przypisuje si¢ wiele funkcji takich jak akumulacja czynnikow
transkrypcyjnych i bialek modyfikujagcych chromatyne, gromadzenie i
uwalnianie bialek w warunkach stresu, uszkodzenia DNA, infekcji wirusowej.
Gtéwnym biatkiem tych ciatkach jadrowych jest biatko PML 1 kilka innych
biatek wstepujacych z biatkiem PML, ktore moga by¢ ciete, modyfikowane i
degradowane w ciatkach PML. W bazie PubMed istnieje obecnie 1314
publikacji na temat ciatek PML, a tylko 71 dotyczy ciatek PML w neuronach.
Temat rozprawy doktorskiej Pani mgr Gabrieli Olech-Kochanczyk jest wigc
ciekawy i aktualny, Swoje badania rozpoczeta pod kierunkiem $.p. prof. dr.
hab. Grzegorza Wilczynskiego, a kontynuowata pod opieka dr. hab. Witolda
Konopki (promotor) i dr Adriany Magalskiej (promotor pomocniczy).

W rozprawie doktorskiej Doktorantka starata si¢ zbada¢ wplyw biatka

PML i ciatek PML na jadro komoérkowe neuronéw w hipokampie po
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manipulacjach genetycznych majacych na celu zmniejszenie lub zwigkszenie
ilosci biatka PML. U tych samych zwierzat transgenicznych z podwyzszonym
lub obnizonym poziomem biatka PML Doktorantka starala si¢ wykaza¢ jak
zmiany te wplywaja na uczenie si¢ zwierzat poprzez zastosowanie wielu
testow behawioralnych. Doktorantka napotkata wiele trudnos$ci podczas
przygotowania odpowiednich zwierzat transgenicznych, a przeprowadzone
badania nie wykazaly wielu spodziewanych zmian w jadrze komérkowych i w
zachowaniu myszy z grup doswiadczalnych w poréwnaniu z kontrolg. Wedlug
informacji zawartej w rozprawie Doktorantka nauczyta si¢ wszystkich
procedur i samodzielnie wykonata do$wiadczenia. Osiggnigciem Doktorantki
jest niewatpliwe otrzymanie genetycznie zmodyfikowanych myszy z
podwyzszonym poziomem oraz brakiem biatka PML w neuronach hipokampa
dorostych myszy i wykazanie, ze brak biatka PML zmniejsza I¢k i pogarsza
pamig¢ operacyjng. Z kolei podwyzszony poziom PML mial wplyw na

organizacj¢ chromatyny.

Rozprawa doktorska liczy 155 strony i ma nast¢pujacy uktad: Spis
tresci, Wykaz skrotow, Streszczenie, Abstract, Wstep i cele badan (20 str.),
Materialy i metody (36 str.), Wyniki (52 str.), Dyskusja (12 str.),
Podsumowanie i wnioski (1 str.), Bibliografia (17 str., 199 pozycji). Na
ostatniej stronie Doktorantka podata publikacje, ktorej jest wspotautorka, ale
publikacja ta nie zostata przygotowana na podstawie wynikéw uzyskanych w
rozprawie.

We ,Wstepie” pracy Doktorantka opisata struktur¢ jadra
komorkowego, ciatek jadrowych PML, a takze biatko PML i jego funkcje w
regulacji transkrypcji, odpowiedzi na stres i uszkodzenia DNA, w regulacji
apoptozy, odpowiedzi na infekcje wirusowag oraz w regulacji cyklu
komorkowego. Kolejny rozdziat poswigcony jest ciatkom PML i biatku PML
w ukladzie nerwowym, a szczegdlnie w hipokampie. Doktorantka opisata tez
budoweg 1 funkcje hipokampa oraz metody uzyskiwania zwierzat
transgenicznych. Wstep jest dobrze napisany pod wzgledem merytorycznym,
jest wzbogacony 6 rycinami zapozyczonymi z innych publikacji, i dobrze
wprowadza w tematyke rozprawy. Jednak Doktorantka nie ustrzegla sig¢

pewnych bledow. Pierwszy paragraf rozdz. 1.1 jest zbedny, albo powinien by¢
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bardziej szczegotowy, bo bardzo ogolnie opisuje organelle komorki
eukariotycznej, i to nie wszystkie. Poza tym napisano, ze jadro komérkowe
otoczone jest blong nukleoplazmatyczng, a powinno by¢ otoczone ostonka
jadrowa, ktora sklada sie¢ z blaszki i blony jadrowej, a nie btong
nukleoplazmatyczng. Na terenic jaderka nie powstaja rybosomy, ale ich
podjednostki. Na stronie 15 Doktorantka napisata 0 mutacji biatka PML,
chociaz mutacje jak wiadomo dotycza genow a nie bialek. Na stronie 19-tej
mozna si¢ dowiedzie¢, ze PML aktywuje punkt kontrolny w cyklu
komorkowym, ale nie ma informacji ktory, bo punktow kontrolnych jest kilka.
Na stronie 23 podano, ze geny Per i Cry sg genami cyklu dobowego, a
powinno by¢ - genami molekularnego mechanizmu zegara okolodobowego.
Ponadto w tekscie znajdujg si¢ tez niezrgczne sformutowania takie jak:
,biatko lokalizuje si¢”, ,,materiat genetyczny”, ,,myszy z konstytutywnym
usunigciem genu”, ,habitat”, ,,nowe potaczenia tkanki nerwowej w trakcie
uczenia si¢”, ,,projekcje pochodzg takze z jadra srodkowego przegrody, ktore
wysyta kwas cholinergiczny i kwas gamma-aminomastowy”, ,,0trzymywanie
linii zwierzat transgenicznych”, ,korelacja miedzy wielkoscia tylnej czegsci
hipokampa, a dtugosciag petnienia funkcji kierowcy”. Doktorantka uzywa tez
terminu zaptodniony oocyt zamiast zygota oraz dzieli prace na sekcje zamiast
na rozdziaty. W tek$cie mozna tez znalez¢ btedy literowe i ortograficzne.

Cel pracy zostal przedstawiony w trzech punktach:1) wytworzenie
zmodyfikowanych genetycznie myszy z wyzszym poziomem biatka PML lub
jego brakiem, 2) analiza behawioralna tych myszy oraz 3) analiza zmian
morfologicznych jadra komorkowego.

W rozdziale ,,Materialty i metody” szczegotowo opisano metody
przygotowania myszy transgenicznych. Skilad wszystkich mieszanin,
warunkow i uzytych odczynnikéw zostal podany w 18 tabelach. Doktorantka
opisata wszystkie etapy doswiadczen, poczawszy do hodowli bakterii,
przygotowania wektorow wirusowych, transfekcji komorek, mikroiniekcji
wektora do przedjadrza meskiego zygoty, transferu zarodkow do jajowodow
samic, az do genotypowania myszy transgenicznych. Metodyka zastosowana
w pracy byta bardzo pracochtonna a wydajno$¢ — uzyskanie pozadanych
zwierzat modyfikowanych genetycznie przez wprowadzenie dsDNA do

zygoty, dos¢ niska, tylko 2,9%. Myszy transgeniczne, u ktorych udaty sie
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modyfikacje genetyczne, ze zwigkszonym poziomem biatka PML lub jego
brakiem zostaly poddane kognitywnym testom behawioralnym w klatkach
IntelliCage. Testy te polegaly na uczeniu si¢ myszy doswiadczalnych i
kontrolnych wyszukiwana poidetek, sposobu uruchamiania poidetek czy
uczenia si¢ bodZca awersyjnego - test Vogla. W ostatniej cze$ci ,,Materiatow i
metod opisano przygotowanie preparatow do reakcji
immunohistochemicznych, barwienia metoda DAB, obrazowania W
mikroskopie konfokalnych oraz metody analizy ekspresji genow (RT-PCR,
gPCR) i detekcji biatek (Western blotting). Podsumowujac, w pracy
zastosowano wiele roznorodnych metod i technik badawczych, i zostaty one
bardzo dobrze opisane. Niewielkie bledy dotycza pisowni, albo takich
okreslen jak ,,zamrozone probowki” zamiast schtodzone do -800C, czy np. ze
MnCl12 zostat dodany przy uzyciu filtru strzykawkowego, czy, ze uzyto
jednokomoérkowe zygoty lub zarodki w stadium jednokomorkowym.

Rozdziat ,,Wyniki” jest najdluzsza czeScig rozprawy i czg¢$ciowo
dalszym opisem metod: Indukcja podwyzszonego poziomu biatka PML u
myszy podwdjnie transgenicznych DIO-EFalfa-"MLCaMKLLalR-Cre-ERT2 -~ g
stronie 71 napisano, ze ,,promotor czynnika elongacji EFla wykazuje rowniez
pewien stopien neurospecyficznosci”. Chciatabym si¢ dowiedzie¢ co oznacza
to stwierdzenie. W dalszej czeSci opisano otrzymanie wektora DIO-EFla-
PML i wyzszego poziomu biatka PML u zwierzat podwojnie transgenicznych
indukowany tamoksyfenem. Wszystkie etapy procedur doswiadczalnych byty
weryfikowane metodg Western blottingu i obrazowania w mikroskopie
konfokalnym. Wyniki zostaly opisane w sposob jasny, zrozumiaty oraz
przedstawione na 43 rycinach i w trzech tabelach.. Przedstawione na rycinach
zdjecia i wykresy zostaty starannie przygotowane i sg dobrej jakosci. Tylko na
dwoch rycinach ze zdjeciami zabrakto skali.

Ciekawym wynikiem jest uzyskanie podwyzszonego poziomu biatka
PML w cytoplazmie neurondéw hipokampalnych przez zastosowanie myszy
transgenicznych DIO-EFlalfa-PML, po podaniu wektora wirusowego rAAV-
CaMKIllalfa-Cre. Z kolei po podaniu wektora wirusowego rAAV-EFlalfa-
PML-T2A-CherryNLS do hipokampa myszy szczepu C57BL/6J uzyskano
jadrowa lokalizacje PML.
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Kolejna procedura doswiadczalna dotyczyla wytworzenia modelu
myszy z knock-out Pml. z zastosowaniem systemu CRISPR/Cas9 i
weryfikacja dzialania tego systemu.

W dalszej czesci wynikéw  przedstawiono wyniki  testow
behawioralnych i zilustrowano je wykresami. Nie wykazano istotnych rdznic
pomiedzy myszami, u ktorych poziom biatka PML byl wyzszy, w porownaniu
ze zwierzetami kontrolnymi w te$cie clockwise i counter-clockwise. W tescie
uczenia si¢ progresywnego uzyskano zaskakujacy wynik, ze nadekspresja
PML i brak tego biatka skutkuje w obu przypadkach nizsza liczbg pokonanych
poziomow w porownaniu z kontrola. Z Kolei testowanie aktywnos$ci (liczba
prob picia wody) myszy PML-KO wykazata wzrost tego parametru w 5-tym
dniu testowania, ale wynik ten byt znaczaco rézny od dnia 4-go, a poza tym
dla tej grupy, w 5-tym dniu, odchylenie standardowe od $redniej wartosci byto
znacznie wigksze niz w poprzednich dniach testu. Jak mozna wytlumaczy¢ ten
wynik? W teScie Vogla, w wigkszo$ci przypadkoéw, tez nie bylo roznic
istotnych statystycznie, a zwierz¢ta do$wiadczalne z wyzszym poziomem
PML, jak rowniez przy braku PML wykazywaly podobne zmiany w
porownaniu z kontrolg.

Analiza zmian morfologii jadra komodrkowego  neuronow
hipokampalnych u zwierzat z wyzszym poziomem PML lub brakiem PML nie
wykazala wyraznych roznic, poza zmianami ilosci PML w jadrze
komorkowym. Cickawa kwestig jest wptyw wigkszej ilosci biatka PML w
jadrze komoérkowym na rozmieszczenie chromatyny? Wyglada na to, ze
wysoki poziom PML nie uposledza funkcjonowania jadra komorkowego. Jak
mozna to wyjasnic?

W przypadku biatka DAXX wyrazne roéznice widoczne sg na Ryc. 41B
i 42B (kontrola), natomiast zdjgcia na Ryc. 41E (nadekspresja) i Ryc 42E
wygladaja podobnie. Réznice pomigdzy kontrolg and zwierzetami PML-OE
(Ryc. 43) i PML-KO (Ryc. 44) dla biatka ATRX sa niewidoczne. W legendzie
Ryc. 43 wymieniono biatko DAXX zamiast ATRX, a na zdjeciach tej ryciny
brakuje strzatek. Wzrost poziomu PML miat tez wplyw na modyfikacje biatek
histonowych — H3 (wykorzystano znacznik euchromatyny), natomiast brak
PML nie mial wptywu na t¢ modyfikacj¢. Podobny wynik uzyskano dla
znacznika heterochromatyny fakultatywnej, a dla heterochromatyny

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziat Biologii

i Nauk o Ziemi

Instytut Zoologii

i Badan Biomedycznych

Zaktad Biologii

i Obrazowania Komarki

30-387 Krakow
ul. Gronostajowa 9
tel.: 12 664 53 37

fax: 12 664 50 99



konstytutywnej zaobserwowano wzrost jej iloSci u zwierzat ze zwigkszonym
poziomem PML w jadrze komorkowym neurondéw zakrg¢tu zgbatego i brak
roznic przy braku PML. Doktorantka zbadata réwniez wptyw poziomu PML
na biatko splicesomu SRm300 stwierdzajgc, ze PML ma wplyw na
rozmieszczenie cetek jadrowych znakowanych SRm300. Zdjecia z
mikroskopu konfokalnego sa dobrej jakosci i mozna zauwazy¢ roznice
pomigdzy grupami do§wiadczalnymi a kontrola, ale dodatkowo dobrze byloby
zastosowac analize intensywnos$ci fluorescencji na otrzymanych obrazach.
Dyskusja zajmuje tylko 12 stron, ale Doktorantka we wiasciwy,
przekonywujacy sposob przedyskutowata wyniki kolejnych eksperymentow,
rowniez te negatywne. Doktorantka twierdzi, ze literatura dotyczaca cialek
PML i biatka PML w neuronach to tylko kilka publikacji. Ja znalaztam 73
takie publikacje. Wyniki uzyskane przez Doktorantke poszerzyly te wiedze,
chociaz znaczacej roli PML w neuronach hipokampalnych nie udato wykazac.
Niewatpliwym osiggnieciem Doktorantki jest przetestowanie roznych metod
modyfikacji genetycznych u myszy w celu zmiany poziomu biatka PML w
neuronach. Co wigcej Sposob opisu metod i wynikow uzyskania zwierzat
transgenicznych dowodzi, ze Doktorantka zna i samodzielnie wykonata
wszystkie procedury. Wykonata tez ogromng prace stosujgc roznorodne testy
behawioralne oraz analizujac wptyw PML na strukturg¢ jadra komorkowego,
chromatyn¢ aktywna i nieaktywng transkrypcyjnie oraz na kilka biatek
jadrowych. W Dyskusji wszystkie zastosowane procedury i wyniki, zaréwno

pozytywne, jak i negatywne sg wyczerpujaco omowione.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr
Gabrieli Olech-Kochanczyk jest bardzo dobrze napisana, zawiera ciekawe
wyniki i spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003
roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789 ze zm.).

W zwiazku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu

Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie o dopuszczenie

mgr Gabrieli Olech-Kochanczyk do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Elzbieta Pyza
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RECENZJA

rozprawy doktorskiej Pani magister Gabrieli Olech-Kochanczyk

pt. ,Wplyw bialka i cialek jadrowych PML na morfologie jadra komorkowego
neuronow oraz funkcje kognitywne myszy”

Rozprawa doktorska zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. Witolda Konopki i dr
Adriany Magalskiej oraz $p. Profesora Grzegorza Wilczynskiego w Pracowni
Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej oraz w Pracowni Modeli Zwierzecych
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
Niniejsza ocen¢ wykonalem jako osoba powotana do funkcji recenzenta na podstawie
decyzji Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej.

Biomolekularne kondensaty - struktury pozbawione blony, stanowia spora grupe
kompartmentéw  wewnatrzkomoérkowych. Sa  one  niezbednymi  strukturami
umozliwiajacymi komoérce pelnienie istotnych funkcji zyciowych w tym w odpowiedzi na
stymulacje i stres. Powstaja w wyniku spontanicznej separacji faz ciecz-ciecz (ang. liquid-
liquid phase separation, LLPS). Skladaja sie zarowno z bialek, jak i kwaséw nukleinowych -
glownie RNA. Ciatka PML bedace przedmiotem tej pracy zbudowane sg tylko z sktadnikéw
biatkowych. Wystepuja one w przestrzeniach miedzy regionami bogatymi w chromatyne, a
ich funkcja jest $cisle powigzana z aktywnoscia genow.

Ciatka PMLs sg wielofunkcyjnymi organellami. Powstaja w odpowiedzi na infekcje
wirusowa, zwigzane sa z naprawg uszkodzen DNA, stresem oksydacyjnym i wieloma
innymi czynnikami stresowymi. Formowanie kondensatu odbywa si¢ m.in. dzieki

wzajemnym oddzialywaniom biatek PML. Wazne dla tego procesu sa takze modyfikacje



posttranslacyjne biatka markerowego - sumoilacja PML. Ciatka PML sg czesto
zlokalizowane w miejscach aktywnych transkrypcyjnie oraz stuzg jako rezerwuar wielu
innych bialek jadrowych. Jak do tej pory nie zbadano roli tych struktur w prawidlowym
funkcjonowaniu dojrzalego mozgu ssakow. Ze wzgledu na zréznicowane funkcje tych
bialek, ciatka jadrowe i bialko PML sa posrednio zaangazowane w szereg procesow, ktore
moga mie¢ istotny wplyw na prawidlowe funkcjonowanie moézgu zwierzat i cztowieka.
Wysoki poziom biatka PML wystepuje w hipokampie, strukturze zwigzanej z uczeniem sie i
pamiecia. Dlatego tez zbadanie wpltywu tych biomolekularnych kondensatéw na funkcje
kognitywne dorostych osobnikéw ssakéow podjete w rozprawie doktorskiej Pani magister
Gabrieli Olech-Kochanczyk uwazam za wazne i bardzo interesujace zadanie. Uzyskanie
wiarygodnych danych eksperymentow okazato si¢ zadaniem bardzo wymagajacym.
Autorka dysertacji poradzila sobie znakomicie pomimo wielu trudnosci w trakcie aplikacji
szeregu metod i technik, ktérych wyniki byly ,Slepa sciezkg”, nie prowadzaca do celu.

Uktad pracy jest zgodny z zasadami redagowania rozpraw doktorskich. Tres¢ odpowiada
tematowi okreslonemu w tytule. Rozprawa zostata podzielona na standardowe w pracach
biologicznych rozdziaty.

Wstep i dyskusja ocenianej pracy doktorskiej zostaly opracowane przez Pania mgr Gabriele
Olech-Kochanczyk na podstawie licznych pozycji literaturowych. Wstep liczacy 20 stron, na
poczatku krotko wprowadza w opis architektury i funkcjonalnej budowy jadra
komoérkowego, jego domenowej struktury z szczegélnym uwzglednieniem cialek PML.
Dalsza cze$¢ wstepu dotyczy szczegdélowych zagadnien zwigzanych z tym kompartymentem
jadrowym szczegdlnie w ukladzie nerwowym. Wstep jest syntetycznie napisany i stanowi
$wietne wprowadzenie do badan. Postawiony na koncu wstepu cel pracy jest bardzo
ambitny, a uzyskane wyniki s3 w pelni oryginalne i ciekawe. Czes¢ rozprawy dotyczaca
stosowanych przez Autorke dysertacji materialow i metod opisana jest z dokladnoscia
wystarczajaca do powtoérzenia eksperymentéw, bez nadmiernej szczegétowosci, z dbaniem o
sedno sprawy. Zaré6wno wstep jak i material i metody ilustrowane sg tabelami i rycinami
dobrze ilustrujacymi tresci zawarte w tych rozdziatach. Najobszerniejsza czgs¢ rozprawy
stanowi opis wynikéw badan.

Znaczaca czg$¢ tego rozdzialu przedstawia zmudna droge w celu uzyskania odpowiedniego
eksperymentalnego modelu badawczego, ktory pozwoli zbada¢ zaré6wno zmiany morfologii
jadra komoérkowego neuronoéw z modyfikacja poziomu biatka PML jak i przeprowadzenie
analizy zmian behawioralnych u myszy.

Ta metodyczna czes¢ wynikow zastuguje na szczegolna pochwale.



W pierwszym wariancie do$wiadczen Autorka prowadzac szereg kontroli specyficznosci
uzyskala z powodzeniem myszy podwdjnie transgeniczne z globalng neurospecyficzng
indukcja ekspresji biatka PML w mozgu. Wykorzystano system Cre/loxP. Uzyskano
pozytywny wynik transfekcji plazmidami i prawidlowe dzialanie systemu Cre/loxP in vitro.
Autorka uzyskala samice myszy linii transgenicznych. Pomimo poprawnie i rzetelnie
wykonanego udanego do$wiadczenia, analiza ekspresji biatka PLM w hipokampie w 3-
miesiecznych myszy wykazala, ze poziom biatka PML u myszy podwojnie transgenicznych
DIO-EF1a-pMp CaMKllo-CreERT2 indukowanych tamoksifenem, nie rozni sie istotnie od
poziomu tego biatka u myszy kontrolnych w hipokampie i innych strukturach moézgu. W
dalszej czesci wynikow opisano wyniki alternatywnych doswiadczen prowadzacych do
uzyskania neurospecyficznego, lokalnie podwyzszonego poziomu PML w mysim
hipokampie z uzyciem wektora wirusowego rAAV, wprowadzonego bezposrednio do
hipokampa zwierzat.

Przeprowadzono dwa typy eksperymentow, z réznymi wektorami. W pierwszym modelu
otrzymano cytoplazmatyczng lokalizacje biatka PML w komoérkach hipokampu w drugim
lokalizacj¢ jadrowa. Z uwagi na uzyskanie cytoplazmatycznej lokalizacji biatka PML przy
uzyciu jadrowej izoformy biatka PML, w dalszej czesci badan badano myszy =z
podwyzszonym poziomem biatka PML o lokalizacji jadrowej. Przeprowadzono efektywna
iniekcje wektora wirusowego, stosujac niskie jego stezenie, ktére umozliwily jego
prawidlowsa i efektywna dyfuzje w calej strukturze hipokampa. Juz wstepne badania nie
wymagajace barwienia immunohistochemicznego przez zastosowanie jako markera biatka
mCherry potwierdzity pelng uzytecznos¢ otrzymanego modelu, z lokalnie podwyzszonym
poziomem biatka PML w hipokampie.

Powodzeniem zakonczylo sie rowniez otrzymanie modelu myszy z efektem delecji biatka
PML w hipokampie myszy. Dotychczas badania opisane w literaturze dotyczace efektu
usuniecia biatka PML w mozgu przeprowadzono na modelu myszy z jego konstytutywnym
brakiem. W przedstawionej pracy uzyskano model myszy z indukowana, neurospecyficzng
delecja genu PML w hipokampie dorostych zwierzat. Wybrany przez autorke wariat
indukowanego ,knock-out’'u”’genu PML w hipokampie dawal mozliwo$¢ wyboru momentu
aktywacji wprowadzanych zmian w mozgu w kontrolowanych warunkach. W tym celu
wykorzystano system CRISPR/Cas9 zawierajacy Cre-zalezna ekspresje endonukleazy Cas9.
Weryfikacje skutecznosci przeprowadzona na poziome mikroskopowym i molekularnym

potwierdzila, ze uzyskano istotng redukcje ekspresji biatka PML w hipokampie.



Oba modele badawcze z podniesionym poziomem biatka PML w komorkach hipokampu i
efektywnym spadkiem jego ekspresji pozwolily dalej Autorce na przeprowadzenie analizy
zamian behawioralnych u myszy w obu modelach w poréwnaniu do kontroli. Daly réwniez
mozliwos¢ na analize zmian poziomu i lokalizacji réznych bialek wchodzacych w skiad
cialek jadrowych PML. Przeprowadzono takze badania wptyw modyfikacji poziomu biatka
PML na posttranslacyjne modyfikacje bialek histonowych w jadrze komoérkowym neuronow

hipokampalnych jak i posredniego wplywu na splicing.

Do najwazniejszych wynikow pracy nalezy zaliczy¢:

o Stworzenie modeli genetycznie zmodyfikowanych myszy z podwyzszonym i
obnizonym poziomem biatka PML, w ktéorych modyfikacje byly indukowane
bezposrednio w mézgu u dorostego zwierzecia w wybranym momencie.

e Wykazanie, zZe obnizony poziom biatka PML w hipokampie wplywa negatywnie na
pamie¢ operacyjng oraz obniza prog lekowy zwierzat. Przy podwyzszonym poziomie
tego biatka nie obserwowano zadnej istotnej zmiany.

e Przeprowadzone testy wykazaly jednoczesnie, Ze zmiany poziomu biatka PML w
hipokampie nie zaburzyly formowania pamieci przestrzennej i proceduralne;.

e Wykazanie, ze w przeciwienstwie do testow behawioralnych, ktore wskazywaly
znaczacy wplyw delecji genu na zachowanie zwierzat laboratoryjnych, zmiany
morfologiczne, lokalizacja biatlkowych partnerow biatka PML oraz zmiany
konformacji aktywnej i nieaktywnej chromatyny obserwowane sg przy
podniesionym, a nie przy obnizonym poziomie biatka PML w neuronach hipokampa.

Uwagi:

Badania przedstawione w tej rozprawie wpisuja si¢ W najlepszy nurt badan
eksperymentalnych biologii komorki. Nalezy podziwia¢ zaplanowanie oraz logike
prowadzonych kolejnych eksperymentow, ktore pozwolily na uzyskanie bardzo ciekawych
wynikow. Wyniki te pozwalaja na zadanie jeszcze ciekawszych dalszych pytan, ktore stawia
Autorka w rozdziale Dyskusja i wysuniecie nowych hipotez na temat regulacji ekspresji w

jadrze komorkowym.
Na koniec mam do Autorki tej rozprawy jeszcze kilka drobnych pytan/uwag:

- W rozdziale material i metody, opisano uzycie przeciwcial do lokalizacji bialek PML w metodzie
immonofluorescencyjnej. W opisie np. Ryciny 41 czy 42 Autorka prawdopodobnie uzywala jednak
detekcji samego biatka fuzyjnego mCherry-PML (oba typy przeciwcial sg mysie (PML/DAXX) co
wykluczatoby mozliwos¢ takiej ko lokalizacji immunofluorescencyjnej. Czy jednak przy innych
lokalizacjach byly uzywane przeciwciata do lokalizacji biatka PML, gdy bylo to mozliwe kiedy drugie
przeciwciala pierwotne nie pochodzily od myszy. W dyskusji Autorka pisala o pewne;j
niespecyficznosci tych przeciwcial. Prosze o wyjasnienie tych moich drobnych watpliwosci



- Dlaczego w kolokalizacji z biatkiem DAXX nie uzyto innych przeciwcial wtérnych z markerem np.
Alexa 633 co wykluczylo by potencjalne resztkowe $wiecenie biatek GFP utrudniajacych analize
lokalizacji biatka DAXX (rycina 42).

- W opisie ryciny 46 Autorka pisze: ,PML zlokalizowany jest wokot centralnych obszaréow jadra, a
euchromatyna jest spychana na peryferie jadra komérkowego (co dobrze widoczne byto rowniez na
skanie jader w osi Z). Ze wzgledu na wypelnienie przestrzeni jadra komoérkowego biatkiem PML, w
jadrach komérkowych PML-OE euchromatyna zdaje sie by¢ bardziej upakowana” Jadro komérkowe
wypelnione jest tysigcami bialek swobodnie przemieszczajacych sie przez wiekszos¢ jego objetosci.
Trudno mi sobie wyobrazi¢ takie fizyczne ,spychanie aktywnej chromatyny” na peryferie jadra.
Prosze o komentarz w tej sprawie.

- Na stronie 121 opisujac wyniki lokalizacji biatko spliceosomu, SRm300 Autorka uzyla zwrotu:
,Biatko SRm300 jest jednym z bialek wchodzacych w skiad spliceosomu - kompleksu biatek i RNA
bioracego udzial w wycinaniu intronow z pre-mRNA w procesie redagowania mRNA” Wydaje mi
sie, ze zostalo tu uzyte w tym miejscu zbyt swobodnego znaczenia stowa redagowanie, ktore odnosi
sie do innego postranskrypcyjnego procesu modyfikacji RNA, a sadzie, ze chodzito po prostu o
proces splicingu?

- Drobne bledy edytorskie w tekscie czy numeracji np. stron w spisie tresci, ktore sg nie do
unikniecia przy tak obszernym tekscie.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani magister Gabrieli Olech-Kochanczyk zawiera
wazne i oryginalne wyniki, swiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu doktorantki do
prowadzenia badan. Wyszczegoélnione drobne uwagi wynikajg z obowigzku recenzenta i nie

maja one wielkiego wplywu na wysoka ocene pracy.

W  podsumowaniu, na podstawie dokonanej wysoce pozytywnej oceny rozprawy
doktorskiej, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w
art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz.882) i wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Do$wiadczalnej o dopuszczenie Pani magister Gabrieli Olech-Kochanczyk
do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wysoka warto$¢ poznawcza
wnoszona do istniejacej wiedzy wazne fakty o roli bialek PML, uznaje prace za
wyrdzniajaca sie i pozwalam sobie zlozy¢ wniosek do Rady Naukowej Instytutu Biologii

Doswiadczalnej PAN o wyro6znienie tej rozprawy stosowna nagroda.

ya,ﬁu W Jen AEAREA

dr hab. Dariusz Jan Smolinski, prof. UMK
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