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Tematyka ocenianej pracy doktorskiej wpisuje si¢ w istotne badania podstawowe,
ktére pomagajg zrozumie¢ mechanizmy choréb moézgu. W szczegdlnosci chorob
neurologicznych i psychicznych, ktére sa coraz bardziej powszechne, a nie wszystkie
dostepne leki okazujg sie skuteczne w leczeniu. Ponadto, takze chor6b neurodegeneracyjnych,
ktorych gtéwnym czynnikiem ryzyka jest wiek, a ktére stanowig duze wyzwanie
dla wspoélczesnej medycyny, m.in. ze wzgledu na brak skutecznych lekow.

Omawiana rozprawa dotyczy badania rozwoju drzewa dendrytycznego oraz jego
wplywu na zachowanie si¢ myszy ze szczegdlnym uwzglednieniem roli biatek o nazwie
Amot, Amotll i Yapl. Prace zespotu promotora rozprawy doktorskiej wskazuja, iz w rozwoju
tego drzewa biorg udzial m.in. Amot i Yapl, a dane literaturowe sugeruja, iz moga one
uczestniczy¢é w procesach prowadzacych do zmian patologicznych w mézgu zwiagzanych
z zaburzeniami ze spektrum autyzmu (ASD), schizofrenia, czy chorobami
neurodegeneracyjnymi. Jest zatem w pelni uzasadnione podjgcie badan majacych wyjasnic¢
molekularne mechanizmy odpowiedzialne za procesy prowadzace do rozwoju drzewa
dendrytycznego i pokazanie, jak jego niedorozwdj wpltywa na funkcjonowanie uktadu
nerwowego.

Ogolny opis pracy

Rozprawa ma typowa strukture prac doktorskich i zawiera spis tresci, petng liste
stosowanych skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty
i metody, wyniki, dyskusje, krotkie konkluzje i bibliografi¢. Rozprawa jest napisana w jezyku
angielskim poprawnie i zrozumiale, ale zawiera drobne bledy jezykowe i typograficzne;
ich liste przekazatem bezposrednio Doktorantce.

Wstep sklada si¢ z czterech czgsci i zawiera informacje o budowie moézgu i neurondw,
o potaczeniach neuronéw oraz roli dendrytéw i synaps, a takze o zaburzeniach drzewa
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dendrytycznego w chorobach moézgu. Autorka opisata tez wiasciwosci i funkcje biatek
rodziny Angiomotin, a w szczegdlnosci obu form biatka Amot i Amotll. Ponadto,
we wstepie zawarte sg informacje o udziale tych biatek w szlaku sygnalowym Hippo,
w rozwoju nowotworéw oraz dostepne, cho¢ niezbyt liczne informacje dotyczace ich
obecno$ci w ukladzie nerwowym. W tresci pracy Autorka czgsto powoluje si¢ prace z XX
wieku, a prace starsze niz 10 lat uznaje niejednokrotnie za opublikowane ,,recently”. Dobrym
rozwigzaniem jest natomiast rozszerzony sposob cytowania prac, tj. podanie nie tylko
nazwiska pierwszego autora i roku opublikowania, ale i numeru odnoszacego si¢ do spisu
literatury. Wstep jest zilustrowany gtéwnie rysunkami z prac innych autoréw lub z Internetu.
Niejasne jest pochodzenie rysunkéw 7, 8 i 10, a prace, z ktérych pochodzg rysunki 2 i 3
zawieraja nazwiska autoréw, ale nie ma ich w spisie literatury. Catos¢ Wstepu stanowi dobre
wprowadzenie do sformutowania celu pracy.

Cel pracy

Dotychczasowe doniesienia wskazywatly na obecno$¢ bialek Angiomotin w mozgu,
ale brak byto danych na temat ich roli w ukfadzie nerwowym. W zwiazku z tym, Doktorantka
za cel swojej pracy obrala wyjasnienie roli tych biatek w tworzeniu struktur i potgczen
w mozgu oraz opis potencjalnych zmian w zachowaniu myszy pozbawionych ktérego$ z tych
biatek. Cele zostaty zawarte w 5 punktach, ktore szczegbtowo opisuja to, co znajduje sig
w czesci eksperymentalnej. Zaskakujgcym elementem, mimo, ze tytut tego nie zapowiada,
byty 2 cele pracy obejmujace rowniez analiz¢ myszy pozbawionych biatka Yapl, ktore taczy
sic z Amotl. Wszystkie 5 celow mozna bylo jednak przedstawi¢ bardziej spojnie, gdyz
w istocie bylo to stworzenie nowej linii pozbawionej biatka Amotll (cel A) oraz analiza
struktur mozgu w tej linii i wezesniej stworzonych liniach pozbawionych biatka Amotl lub
bialka Yapl (cel B) oraz analiza zachowania si¢ myszy tych trzech linii (cel C).
W rzeczywistosci Autorka wprowadza jeszcze inny podziat wynikéw pracy, o czym czytelnik
przekonuje sie, poznajgc dwie gtdwne czgsci wynikow. Jedna to analiza niektérych aspektow
dotyczacych linii pozbawionych biatka Amotl lub biatka Yapl, a druga czgs$¢, bardziej
rozbudowana, dotyczy linii pozbawionej biatka Amotl1.

Materialy i metody to 21 stron szczeg6léow dotyczacych zastosowanych technik
badawczych. W kilku tabelach podano dane na temat zastosowanych roztworéw, firmowych
zestawOw, starteréw i warunkow reakcji PCR dla poszczegdlnych gendw, liste przeciwciat
stosowanych w metodzie immunohistochemii oraz Western Blot, analiz¢ komoérek Purkiniego
in vivo, iniekcje wirusow, a takze opis zastosowanych testéw do analizy behawioru. Opisy
te dobrze dokumentujg zastosowane metody, co moze ulatwi¢ ewentualne powtorzenie
opisanych doswiadczeh przez innych badaczy. Jest to istotne, gdyz rekomendacje NIH
wymagajg, aby przed ostatecznym przyjeciem publikacji do druku potwierdzi¢
na odpowiedniej liscie, iz wszystkie istotne szczegdély metodyczne zostaly podane
w Materiatach i metodach. W recenzowanej pracy wigkszo$¢ tych informacji zostata zawarta,
ale brakuje np. numeru serii przeciwciat oraz, co bardzo istotne, numeru i daty zgody Komisji
Etycznej na wykonanie przeprowadzonych badan. Pod wzgledem redaktorskim ta czgs¢
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zawiera spora liczbe bledéw typograficznych. Sa tez niewlasciwe sformutowania,
gdyz w biatkach nie ma aminokwaséw, a sa reszty aminokwasowe (3.3.2) oraz niewlasciwie
sa pokazane liczby dziesigtne, bo choé¢ w jezyku polskim stosujemy przecinek do oddzielenia
calej liczby od jej utamka, to w jezyku angielskim uzywa sig kropki.

Wyniki

W pierwszej, gtéwnej czgsci wynikéw Autorka analizowata rolg biatek Amot 1 Yapl
w rozwoju dendrytéw, morfologii mézgu i zachowaniu myszy. W szczegdlnosci, metoda
Western Blot wykazata obecnosé tych biatek w ekstraktach z réznych struktur mézgu myszy
P30, a na podstawie immunohistochemii skrawkéw wskazata synaptyczna lokalizacjg tych
biatek in situ. Stwierdzita, ze ich najwyzszy poziom jest w mozdzku, przede wszystkim Yapl.
Oba biatka byly obecne w synapsach neuronéw piramidalnych w rejonie CA1 hipokampa
oraz komorkach Purkiniego moézdzku. Jedna uwaga krytyczna jest taka, iz Autorka
niestusznie uznaje analize immunohistochemiczng za badanie lokalizacji in vivo, cho¢
w istocie jest to badanie w utrwalonych tkankach, czyli in situ.

Nastepnie Autorka szczeg6towo opisata stworzenie dwoch linii nokautowych myszy
pozbawionych albo biatka Amot, albo biatka Yapl oraz zweryfikowala skutecznosc tej
procedury. Zaobserwowata, iz myszy bez biatka Amot maja znaczaco nizsza masg ciata
od zwierzat dzikich, od urodzenia az do osiagnigcia dojrzatosci. Analiza mézgu 30-dniowych
myszy nokautowych obu linii wykazata zmniejszenie mézdzku i na tej czgsci mézgu Autorka
skupita si¢ w dalszych badaniach. Na ich podstawie stwierdzila, iz brak tych biatek nie
wplywa na wzor foliacji mézdzku, liczbe ptatéw moézdzku, a nawet na liczbg komoérek
Purkiniego. Kolejnym etapem prac byla analiza warstw w korze mozdzku, ktéra
doprowadzita do stwierdzenia, iz warstwa molekularna ponizej szczeliny wstgpnej ulega
redukcji, natomiast warstwy komoérek ziarnistych i komérek Purkiniego sa niezmienione.
Ze wzgledu na to, ze sktadnikami neuronalnymi tej warstwy s3 migrujace komorki ziarniste
Autorka oznaczyta ich liczbe, stosujac przeciwciata na biatko NeuN. W moézdzku jest ono
obecne jedynie w postmitotycznych komérkach ziarnistych, co umozliwito ich specyficzng
identyfikacje. Autorka stwierdzita, iz w mézdzku myszy pozbawionych biatka Amot i myszy
dzikich jest podobna liczba komérek ziarnistych w analizowanej warstwie. Jednak
w przypadku linii bez bialka Yapl bylo tych komoérek znacznie wigcej. W opinii Autorki
wyniki te sugerowaly, ze biatko Yapl bierze udzial w proliferacji lub migracji komorek
ziarnistych moézdzku. Wydaje sie, iz udzial w proliferacji jest jednak watpliwy, poniewaz
zaréwno dane literaturowe, jak i wyniki Autorki wskazuja, ze mézdzek ulega zmniejszeniu
u myszy bez tego biatka. Chyba, ze przez ,udzial” Autorka rozumie zahamowanie tego
procesu. Bardziej prawdopodobne wydaje si¢ jednak, iz biatko Yap1 bierze udziat w migracji
tych komérek. Szkoda, iz ten watek nie byt rozwijany w pracy, poniewaz Autorka zajefa si¢
innym zagadnieniem, tj. struktura drzewka dendrytycznego komorek Purkiniego. Decyzja
ta wynikata z faktu, iz dendryty tych komorek sa zlokalizowane w tej warstwie molekularnej,
ktéra zmniejszata si¢ w nieobecnosci ktérego$ z tych biatek. Wykorzystujac transgeniczng
linie z ekspresja biatek Amot lub Yapl z biatkiem Tomato, Autorka doprowadzata, przez
iniekcje konstruktéw wirusowych do mézdzku nowonarodzonych myszy z rekombinazg Cre,
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do zahamowania ekspresji tych biatek w pojedynczych komoérkach Purkiniego
z jednoczesnym ich wyznakowaniem na czerwono. Okazalo sig, ze wszystkie mierzone
parametry drzewka dendrytycznego byly zredukowane w komorkach bez biatka Amot.
Natomiast w przypadku braku biatka Yapl prawie wszystkie parametry byly zredukowane,
z wyjatkiem wysokosci tego drzewka. Brak tych bialek, co stwierdzono w kolejnych
doswiadczeniach, nie miat wplywu na wystepowanie markeréw synaptycznych w warstwie
molekularnej kory mézdzku. Analizie podlegaty mozdzki zwierzat 21-dniowych, podczas gdy
wezedniejsze badania byly wykonywane na myszach starszych, tj. 30-dniowych. Dlaczego tak
zdecydowano? Autorka podsumowala te czes¢ badan stuszng konkluzja, iz biatka Amot
i Yapl peliag role w organizacji mézdzku, w szczegblnosci wplywaja na drzewko
dendrytyczne komorek Purkiniego. Tym samym, kolejnym oczywistym etapem pracy byta
analiza wiasciwosci lokomotorycznych zwierzat pozbawionych bialek Amot lub Yapl.
W tescie Open Field nie stwierdzono zmian u 150-dniowych zwierzat nokautowych
w poréwnaniu z myszami kontrolnymi. Jednak inne testy, ktére wyznaczaja zdolnosé
do utrzymania réwnowagi i koordynacje ruchéw, jak RotaRod, CatWalk i Foot-Fault
jednoznacznie ujawnily negatywny efekt braku biatek Amot lub Yapl na koordynacje
ruchowa. Na tym zakoriczono jedna z dwoch gtéwnych czgsci pracy.

Druga cze$¢ dotyczyla roli biatka Amotll, innego biatka z rodziny Angiomotin,
w tworzeniu struktur mézgowych oraz w behawiorze. Autorka potwierdzita, iz Amotll jest
obecny w strukturach mézgu i jest zlokalizowany w synapsach. Podobnie, jak w poprzedniej
czedci, gtownym modelem badawczym byly myszy nokautowe. Autorka dokonata
kilkuetapowej procedury krzyzowania roznych linii, aby doprowadzi¢ do uzyskania myszy
pozbawionych tego biatka. Szkoda, ze Autorka nie podafa ile czasu zajety kolejne etapy,
co mogloby byé uzyteczng informacja dla innych badaczy, ktorzy podejmuja si¢ podobnych
procedur. Co wiecej, pokazaloby to potezny zakres prac wykonanych przez Autorke,
a co tylko niektérzy, pracujacy z myszami moga doceni¢. Po sprawdzeniu skutecznosci
procedury i stwierdzeniu, ze myszy stworzonej linii nie maja ekspresji biatka Amotll,
Autorka rozpoczela opisywanie ich fenotypu. Stwierdzita, ze cho¢ masa ciala myszy bez
Amotl] nie ro6zni si¢ od masy ciala zwierzat kontrolnych, to jednak ich mézgi sa wigksze.
Bylo to zwiazane ze zwigkszeniem powierzchni komor bocznych. Nastepnie, opisata rozne
parametry behawioru tych zwierzat, wykorzystujgc zestaw typowych oraz specjalistycznych
testow. Nie stwierdzita, w przeciwienstwie do wczesniej badanych linii, aby myszy bez
Amotll wykazywaly zaburzenia w koordynacji ruchowej lub miaty zmieniony wzor chodu.
Natomiast okazalo sie, iz maja one bardzo ciekawe cechy, np. w tescie Open Field wykazuja
zwiekszona aktywnos¢ i zmniejszony niepokoj. Brak strachu objawit si¢ rowniez, kiedy
myszy te byly brane do reki przez eksperymentatora oraz w tescie ,jmarble burrying”,
w ktérym myszy nokautowe chowaty mniejsza liczbe kostek niz myszy kontrolne. Autorka
w kolejnych do$wiadczeniach pokazata, ze takie zachowanie nie bylo wyrazem tzw.
zachowan repetytywnych. Powstalo zatem pytanie, jakie jeszcze inne cechy majg myszy tej
linii? Okazalo sie, iz wykazujg one ograniczona chg¢ do budowania gniazd i zdolnos¢
do budowania takich, jakie budujg myszy kontrolne. Cechy te moga wskazywac
na zaburzenia socjalne, co Autorka sprawdzita w tzw. trzykomorowych doswiadczeniach.
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Wyniki tego typu eksperymentéw wydawatly si¢ potwierdzaé stusznos¢ tej hipotezy i dlatego
Autorka przy wspdtpracy z zespotem prof. Eweliny Knapskiej wykorzystata specjalistyczny
zestaw umozliwiajacy bardziej precyzyjne stwierdzenie ewentualnych zaburzen socjalnych.
Wyniki potwierdzity hipoteze, iz myszy pozbawione Amotll wykazuja fenotyp socjalnego
wycofania sie. Ponadto, Autorka zaobserwowala, iz miaty one czeste epizody chodzenia w tyt
i zwigkszone krecenie si¢ w kotko. Wszystkie te cechy myszy bez Amotll wskazywaly,
iz maja one zachowania charakterystyczne dla pacjentéw z zaburzeniami ze spektrum
autyzmu (ASD), zespolem tamliwego chromosomu X lub schizofrenig. Celem wyjasnienia
w jaki sposob brak biatka Amotll wplywa na tak zmienione zachowanie myszy, Autorka
wykorzystata technike rezonansu magnetycznego (MRI). Poréwnano moézgi myszy
nokautowych z mézgami myszy kontrolnych i stwierdzono, iz powierzchnia komér oraz ilo$¢
plynu moézgowo-rdzeniowego sa u mutantéw powigkszone. Te wyniki potwierdzaja
wczesniejsze obserwacje (cze$¢ 4.2.3) odnoénie wielkosci komoér bocznych i nie jest jasne
dlaczego ich nie potaczono ze sobg, a pokazano na koficu czesci doswiadczalnej. Wyniki MRI
wskazuja, iz brak Amotll powoduje znaczacy wzrost calej objgtosci mézgu, ptynu mézgowo-
rdzeniowego oraz struktur korowych.

Ostatnig cze$cig badan byto oznaczenie niektorych metabolitéw w mézgu przy uzyciu
techniki spektroskopii rezonansu magnetycznego (MRS). Autorka zaobserwowala,
iz w strukturach hipokampa myszy nokautowych poziom NAA byt nizszy niz u myszy
dzikich, a poziom glutaminy wyzszy. Te i wczesniej opisane w pracy cechy myszy
pozbawionych biatka Amotll wskazuja zdaniem Autorki, iz mogg by¢ one modelem
do badania mechanizméw schizofrenii.

Bardzo pozytywnie oceniam prace doswiadczalng wykonang przez Autorke. Praca
z kilkoma liniami myszy nokautowych i transgenicznych, w tym stworzenie wlasnej linii bez
Amotll wedtug skomplikowanej strategii, wymagato bardzo duzego naktadu pracy, wiedzy
i dobrego planowania. Podobnie, wykonanie réznego rodzaju testéw behawioralnych réwniez
bylo trudnym zadaniem. Uzyskane wyniki sa wartosciowe, dobrze przedstawione
i przekonywujace. Konkluzje sg uzasadnione, a wynik dotyczacy fenotypu linii nokautowej
Amotll jest wyjatkowo interesujacy tak pod wzgledem mozliwosci badawczych, jak
i w przypadku uzyskania patentu - pod wzgledem aplikacyjnym. Mysi model o cechach
charakterystycznych dla niektorych choréb psychicznych moze znalezé zastosowanie
m.in. w poszukiwaniu nowych potencjalnych lekow. Do tej czgsci pracy mam jedynie drobne
uwagi krytyczne, ktére dotycza formy jej przedstawienia o czym napisalem powyzej.
Te uwagi nie wplywaja jednak na bardzo dobra ocene tej czesci pracy.

Dyskusja

W Dyskusji Autorka dokonuje analizy uzyskanych wynikéw, dzielac jg na dwie
gléwne czesci zgodnie z trescig Wynikow. Ponadto, kazda z czedci jest podzielona na jeszcze
mniejsze czesci i pod-czesci. Choé porzadkuje to dyskusje z otrzymanymi wynikami
w nawigzaniu do danych literaturowych, tg czg$¢ pracy oceniam mniej pozytywnie niz
pozostate. Gléwnie dlatego, iz jest napisana mniej precyzyjnie, a miejscami jest
powtdrzeniem fgczacym informacje ze Wstepu z konkluzjami wynikéw poszczeg6lnych
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etapOw pracy. Brakuje natomiast szerszej perspektywy, ktéra laczylaby wyniki pracy
doktorskiej Autorki i zespotu promotora z danymi literaturowymi w odniesieniu do funkcji
Amot i Yapl in vivo. Bylo to celem pracy doktorskiej i cho¢ w istocie prace eksperymentalne
w duzej czesci tego dotyczyly, to dyskusja nie byta skoncentrowana na tym aspekcie badan.

Dyskusja dotyczaca drugiej czesci pracy jest ciekawsza, co zrozumiale, gdyz
te informacje dotycza nieznanych funkcji biatka Amotll. Jednak i w tej czesSci brakuje
podsumowania oraz propozycji co dalej tj. jakiego typu badania moglyby by¢
przeprowadzone na linii myszy wykazujacych cechy schizofrenii lub innych choréb
psychicznych. Pomocny mogiby byé rysunek podsumowujacy ta cze$€. Wyniki pracy
Autorka podsumowata w postaci krétkich konkluzji, ktére dotycza jedynie biatek Amot
i Amotll, co jak wczesniej wskazywatem, nie jest spojne z tytutem i celami pracy, poniewaz
nie wspomina o biatku Yapl.

Podsumowanie

Autorka podjeta wazny i ciekawy temat, uzyskala interesujace wyniki, ktére maja
duzg warto$¢ naukowg i potencjalnie aplikacyjng. Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Krzemien spetnia warunki okreslone w art. 190 pkt. 2
i 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r.
poz. 1668) oraz Regulaminu Rady Naukowej z 13.04.2018 r. zalgcznik nr 1
(ze zm. z 06.12.2019 r.). Tym samym, skladam do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN wniosek o nadanie Autorce stopnia
naukowego doktora. Jednoczesnie zglaszam wniosek o wyrdznienie tej pracy, gdyz dotyczy
ona waznego tematu, w ktérym wykorzystano rézne mysie linie modyfikowane genetycznie,
w tym linie wlasng, zastosowano réznorodne techniki behawioralne, do$wiadczenia
wykonano i udokumentowano starannie, a wyniki tej pracy znaczaco poszerzaja nasza wiedze
w zakresie funkcjonowania uktadu nerwowego i roli badanych biatek.
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Zaktad Neurofarmakologii Molekularnej

Krakéw, 28.08.2020

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Krzemien
p.t. ,The role of Amot and Amotl1 in the central nervous system”
wykonanej w Pracowni Synaptogenezy
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie
pod opiekg dr. hab. Tomasza Prészynskiego i dr. Pawta Boguszewskiego

Mojg ocene chciatbym rozpoczaé w sposéb zblizony do tego jak rozpoczyna sie sama rozprawa. A mianowicie,
od mozgu i fundamentalnego stwierdzenia, ze koordynuje on prace wszystkich narzaddw, kontroluje
poruszanie, przetwarza informacje pochodzace od zmystéw, odpowiada za pamied, zdolnosé uczenia sie i
kazdy inny element naszej Swiadomosci. U podtoza wszystkich tych proceséw lezy plastyczno$é neuronalna,
ktéra odpowiada za poprawne wyksztatcenie kazdej z funkcji mdézgu oraz co najistotniejsze, umozliwia
adaptacje zachowania do wymogoéw okolicznosci. Stad tez badania mechanizmdw kierujgcych plastycznoscia
neuronalng potencjalnie moga doprowadzi¢ do zrozumienia, jak elementarne procesy zachodzace na
poziomie komdrek mogg przektadac sie na zmiany w dziataniu catego organizmu i powstawanie ztozonych
zachowan, a w koricu samej swiadomosci. Rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Krzemien opisuje obszerne
badania nad rolg jaka odgrywaja w plastycznosci neuronalnej agiomotyna, blisko spokrewnione z nig biatko
Amotll oraz regulowane przez nie biatko Yap, sktadnik kaskady Hippo. Nalezy podkresli¢, ze wczesniejsze
przestanki wigzaty aktywnos¢ tych biatek z regulacjg cytoszkieletu, proliferacja komérek oraz kontrolg
rozwoju narzgdéw, niemniej ich dziatanie w komdrkach nerwowych nie byto jak dotad dobrze poznane.
Dlatego tez bez wahania stwierdzam, ze wybrane zagadnienie badawcze ma fundamentalne znaczenie, a
uzyskane wyniki sg istotnym wktadem w nasze rozumienie mechanizméw kontrolujacych dziatanie mozgu.
Najlepszym za$ tego potwierdzeniem jest fakt, ze czes¢ wynikdéw przedstawionych w rozprawie znalazto sie
w publikacji z 2019 roku, ktéra otrzymata nagrode zespotowg im. Jerzego Konorskiego za najlepsza prace z
dziedziny neurobiologii wykonang w Polsce.

Przedstawiona do oceny praca zostata przygotowana w jezyku angielskim, liczy ponad 137 stron i ma
klasyczny uktad z podziatem na Wstep, Cele Pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje i Bibliografie
(pozwole sobie na przektad wszelkich okreslen na jezyk polski). Praca zawiera rédwniez wymagane
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, ktére zwieZle opisuja przeprowadzone badania. W pracy sg dosé
liczne btedy jezykowe, ale jezyk jest zrozumiaty i nie utrudnia zrozumienia opisywanych wynikéw. Wstep
rozwija trzy watki; pierwszy bardzo ogélny, jest wprowadzeniem do funkcjonowania mdzgu. Nastepnie
podjete jest rozwazenie zaleznosci pomiedzy zaburzeniami w plastycznosci neuronalnej i chorobami mdzgu.
Trzecim tematem podjetym we Wstepie jest wprowadzenie w badania nad dziataniem agiomotyny.
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Szczegdlnie interesujgcy wydat mi sie drugi z watkdw, gdyz jest zrecznym wskazaniem obserwacji

potwierdzajacych zaleznosci miedzy zaburzeniami plastycznosci neuronalnej i zmianami w zachowaniu,
zaburzeniami zdolnosdci poznawczych czy tez procesami zwigzanymi z neurodegeneracja. Trzecia z czesci jest
koniecznym wprowadzeniem do wczesniejszych badan nad agiomotynami, opisujgcym zwiezle ich odkrycie,
trojke gendw nalezaca do tej rodziny, niektdre ich izoformy oraz szereg mechanizmoéw z nimi zwigzanych, w
tym znaczenie w angiogenezie. Przechodzac wreszcie do poczatku, pierwsza z czesci Wstepu zrobita na mnie
nieco mieszane wrazenie. Z jednej strony respekt budzi bardzo ambitny zamyst rozpoczecia rozprawy od
ogolnego wprowadzenie do funkcji mézgu, z drugiej jednak nie jest to ptynnie powigzane z pdiniejsza
Dyskusjg, ani tez nie dostarcza kontekstu dla wykorzystanej metodyki lub prezentowanych wynikdw.
Dodatkowo nie jestem pewien, na ile zasadne bylo wprowadzenie w tej czesci niektérych rycin , jak na
przyktad Ryc. 3, ktéra jest fragmentem wiekszej ilustracji z doniesienia o projekcie re-klasyfikacji komarek
moézgu w oparciu o indywidualne profile transkrypcji, morfologie i profile aktywnosci. W tekscie Wstepu
odniesienie do Ryc.3 pojawia sie w kontekscie zréinicowania rodzajéw komdrek w mdzgu, bez zagtebiania
sie w informacje z odnosnika. Zamykajac te czes$¢ oceny chciatbym tez odniesé od cytowanego pismiennictwa,
ktére jest bardzo obszerne (244 pozycje) i szczegdlnie rozbudowane w kontekscie samych agiomotyn, co
oczywiscie jest jak najbardziej zasadne.

Jako cel pracy postawione jest zbadanie roli agiomotyn i powigzanego z nimi biatka Yapl w rozwoju mdzgu
oraz ewentualnych zaburzen, spowodowanych ich genetyczng inaktywacja. Jako czeé¢ celu wskazane jest tez
wytworzenie genetycznie modyfikowanych zwierzat bedacych modelem do badan nad rolg agiomotyn.
Uwazam ze cel postawiony jest nieco zbyt ogdlnie i troche zbyt mocno ktadzie nacisk na aspekty metodyczne.

Najtrudniejszg do podsumowania w recenzji czescig rozprawy byta dla mnie Metodyka. Zrdznicowanie i
zaawansowanie przedstawionej metodyki jest wprost nieporéwnywalne z czymkolwiek, z czym spotkatem sie
wczesniej. Dostownie brak mi tutaj stéw aby opisac, jaka jest skala ambicji i jak ogromny naktad pracy musiat
zosta¢ wykonany w celu realizacji pracy. Podczas badari wytworzono przez krzyzowanie kilka nowych
szczepow genetycznie modyfikowanych zwierzat, stosowano warunkowe mutacje wywotane za pomoca
wiruséw  wyrazajgcych Cre, przeprowadzone zostaty ztozone analizy oparte o barwienie
immunofluorescencyjne, obserwowano zachowanie zwierzat w kilkunastu paradygmatach behawioralnych i
wykorzystano rezonans magnetyczny od kompleksowej analizy anatomii mozgu. Jeszcze raz chciatbym
podkresli¢, ze naktad pracy jaki zostat wtozony w przeprowadzenie opisanych do$wiadczenn znacznie
przekracza moje wyobrazenie o tym, co jest mozliwe podczas realizacji pracy doktorskiej. Musze jednak
zasfonic sig natozonym obowigzkiem recenzenta i wskaza¢ kilka uwag krytycznych. Niektére drobne elementy
metodyczne wydaty mi sie dos¢ nietypowe, jak na przykfad spektrofotometryczne oznaczanie biatka w
homogenacie, metoda podania wirusa do mozdzka u oseskdow myszy, skapy opis strategii wytworzenia
genetycznie modyfikowanych zwierzat (np., czy byty hodowane kongenicznie? Jaki byt genotyp SynCre?) oraz
badari behawioralny (poziom oswietlenia areny?), czy tez stosowanie réwnolegle odchylenia standardowego
i btedu standardowego sredniej w analizie statystycznej. Niemniej chciatbym raz jeszcze podkreslié, ze
rozdziat ,, Materiaty i Metody” jest zapisem wielkiego rozmachu badani przeprowadzonych w doktoracie i
moge wskazac jedynie na niewielkie niedociggniecia w tej czesci pracy.
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Wyniki pracy podzielone sg na dwie obszerne czesci. Pierwsza z nich poswiecona jest badaniom nad rolg
agiomotyny i Yapl w rozwoju mdzgu i ewentualnych konsekwencjach dla zachowania. Badania
przedstawione w tej czesci w istotnej mierze zostaty opisane w publikacji Rojek KO, Krzemien J, Dolezyczek
H, Boguszewski PM, Kaczmarek L, Konopka W, et al. (2019) Amot and Yap1 regulate neuronal dendritic tree
complexity and locomotor coordination in mice. PLoS Biol 17(5): €3000253. W pierwszej kolejnosci
zaprezentowane zostajg bardzo ogdlne cechy fenotypowe myszy selektywng delecja Amot lub Yaopl w
komorkach wyrazajgcych synapsyne (spowolniony przyrost wagi i mniejsza waga mdzgu), po czym dalsze
badania skupione byty juz na samym modzdzku. Jako uzasadnienie przytoczona jest ekspresja Cre, ale nie
jestem do konca przekonany tym argumentem; wiasciwszym bytaby ocena wydajnosci rekombinacji.
Dodatkowo zaburzenia w rozwoju moézdzku nie dajg bezposredniego wyjasnienia dla ogdlnie spowolnionego
rozwoju. Dalej zaprezentowane zostaty badania przeprowadzone nad efektem braku agiomotyny lub Yap1l
na morfologie mdzdzka. Doktorantka zaobserwowata ze obie mutacje powodujg zmiane grubosci warstwy
drobinowe] moéidzka, nie zaburzajac jednak jego ogdlnej budowy anatomicznej. Obie mutacje zaburzaty
rowniez strukture drzew dendrytycznych komdrek Purkiniego, a u zwierzat z inaktywacjg Yapl dodatkowo
zaobserwowane zostaty zmiany w dystrybucji komdrek ziarnistych. Wprowadzone mutacje miaty tez wptyw
na zachowanie zwierzat. W obu przypadkach zaobserwowano pogorszenie umiejetnosci utrzymania sie
zwierzat na obracajagcym sie precie i zmiany w koordynacji ruchu (kadencji krokéw). Mam trzy uwagi
krytyczne do tej czesci pracy. Po pierwsze, poszczegdlne analizy przeprowadzone s na zwierzetach w réznym
wieku; o ile dobrze zrozumiatem na myszach w wieku kilku tygodni przeprowadzono badania na morfologia
neuronow, na dorostych zwierzetach badania behawioralne, a w jednym przypadku wskazano zmiane wagi
mozdika u zwierzat w wieku okoto 5 miesiecy. Dodatkowo, nie jest dla mnie do korica jasnym, czy w
badaniach wykorzystywano zwierzeta obu ptci, czy tez tylko samce. Druga kwestia to wzglednie skromny opis
wynikéw behawioralnych. System CatWalk ocenia >100 parametréow zachowania zwierzat,
zaprezentowanych jest 6 (3 jesli zignorujemy podziat na przednie i tylne koriczyny). Co wiecej nie jest
oczywistym, czy zmiany w koordynacji sg powigzane z zaburzonym dziataniem mézdika, czy tez mogg byc
spowodowane efektem braku agiomotyny lub Yapl w innych czesciach mdzgu. W koricu trzecig kwestig jest
zal natury osobistej. Mdj wzrok pogarsza sig, tak wiec Rycina 22 byta dla mnie prawdziwym wyzwaniem.
Niezaleznie od tego zauwazam, ze wiele z rycin w tej czesci pracy jest identycznych w czesci z ilustracjami
zamieszczonymi w publikacji (np. Ryc. 13 z Fig.1i 3).

Druga czes¢ Wynikdw opisuje wytworzenie i charakteryzacje fenotypu zachowan zwierzat z petng
inaktywacjg genu Amot/1 (,,KO”). Najpierw pokazana jest analiza ekspresji Amot/1 w mozgu oraz komdrkach
nerwowych hipokampa w hodowli. Nastepnie opis wytworzenia szczepu z delecjg w genie Amot/1, w ktérym
nie zaobserwowano zmian wagi dorostych zwierzat, niemniej waga mézgu u mutantéw byta znamiennie
wieksza, co wigzato sie ze zwiekszong objetoscig komdr bocznych. Mutacja spowodowata réwniez zmiany w
zachowaniu zwierzat, w tym zmieniong ruchliwo$¢ w otwartym polu, mniejszg sktonnos¢ do zakopywania
budzacych lek przedmiotdéw oraz budowania gniazd i zmienione zachowania zwigzane z oddziatywania
spotecznymi. Catos¢ wynikdéw zamyka analiza zmian anatomicznych w mézgu myszy z inaktywacjg Amotll
przeprowadzona za pomocg obrazowania metodg rezonansu magnetycznego (MRI). Mam kilka uwag
wzgledem tej czesci pracy. Po pierwsze, pordwnujac pierwsza i druga czes$¢ wynikow dostrzegam, ze rdznig
sie one metodycznie i stawiajg nacisk na charakteryzacje zupetnie réznych fenotypéw. Drugg kwestig jest
uktad przedstawionych badan. Nie jest dla mnie zrozumiatym dlaczego badania z wykorzystaniem MRI
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umieszczone sg na koncu, podczas gdy wydajg sie naturalng kontynuacjg wyniku pokazanego na Ryc. 31.
Wreszcie mam kilka zastrzezen do przeprowadzonych testéw behawioralnych i konkluzji wycigganych z

obserwowanych zachowan. Dla przyktadu analiza zachowania w kolistym otwartym polu (Ryc. 33 i Ryc. 34)-
wyniki pokazane na panelach A i B ryciny 33 trudno mi ze soba pogodzié; przypuszczam, Ze nastgpita
omytkowa zamiana opiséw. Co wazniejsze, ewentualna zwigkszona aktywnos¢ w otwartym polu nie jest
tozsama z patologiczng hiperaktywnoscia. Problematyczna jest réwniez dla mnie ocena, czy zwierzeta byty
mniej sktonne do zachowan wigzanych z lekiem. Na rycinie 34A nie ma zaznaczonego podziatu areny, a profil
pokazany w dolnej czesci moze sugerowac ogdlnie zmniejszong eksploracje. Dodatkowo bez wskazania
natezenia oswietlenia wynik jest trudny w interpretacji. Jak rozumiem Ryc. 43 jest dalszg analizg tych samych
danych? Dlaczego analiza ,cofania sie” przeprowadzona jest oddzielnie?

Dyskusja wynikéw badan podzielona jest w sposéb analogiczny do Wynikéw. Po krétkim wprowadzeniu
dyskutowane s3 oddzielnie czesci wynikéw poswiecone agiomotynie/Yapl i Amotll. Nacisk postawiony jest
na opis kontekstu literaturowego przeprowadzonych badan, szlakéw przekazywania sygnatdéw powigzanych
z agiomotynami oraz rozwazania nad podobieristwem uzyskanego fenotypu do efektow innych mutacji
genow. W drugiej czesci dyskusji podjeta jest réwniez odwazna proba zestawienia fenotypu myszy z
inaktywacjg Amotl1 z objawami psychozy. Catosc robi wrazenie znakomitego oczytania doktorantki, biegtosci
w szerokiej dziedzinie mechanizméw wptywajacych na neuroplastycznosé. Na samym poczatku odczuwalny
jest tez rozmach stylistyczny podobny do pierwszej czesci Wstepu, opis wykorzystania genetycznie
modyfikowanych zwierzat w badaniach nad neuropatycznoscia wyprowadzany jest wprost z prac
Capecchiego (i innych mu wspotczesnych). W tym przypadku nie wskazuje tego jako krytyki, chce raczej
podkresli¢ nieszablonowe podejscie i ambicje.

Ogdlnie, rozprawa doktorska robi ogromne wrazenie i wiasnie to okreslenie moim zdaniem najlepiej do niej
pasuje. Odczuwalny jest ogrom ambicji, ztozonosci metodycznej badan i naktadu wiozonej pracy. Raz jeszcze
podkresle, ze uzyskane wyniki sg istotnym wktadem w rozwdj badarn nad mechanizmami kierujgcymi
plastycznoscig neuronalng. W odpowiedzi na niniejsza recenzje prositbym o odniesienie sie do dwdch kwestii:

1. Jaka jest specyficznos¢ komodrkowa ekspresji SynCre u zwierzat transgenicznych i w przypadku
podania wiruséw?

2. Czy w analizach budowy anatomicznej mdzgu myszy Amotll KO z wykorzystaniem MRI
zaobserwowano zmiany w budowie lub objetosci opuszki wechowej?
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Podsumowujac, z petnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
art. 187 pkt. 2 i 3 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce” (t.j. Dz. U. z 2020,
poz. 85 ze zm.) oraz Regulaminu Rady Naukowej z 13.04.2018 r. Zatacznik nr. 1 (ze zm. z 06.12.2019 r.).
Whnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Joanny Krzemien do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Niewatpliwie, w niniejszej recenzji nie szczedzitem uwag, ale uznatem, ze jakos¢ pracy jest na tyle oczywista,
iz nie zostang one przyjete jako negatywna ocena badan. Jeszcze raz chciatbym stwierdzié¢, ze rozprawa
doktorska Pani Joanny Krzemien jest zapisem wielkiej ambicji naukowej, a uzyskane wyniki byty czescia
publikacji, ktora zostata wyrdzniona najwazniejszg nagroda przyznawang w Polsce dla prac naukowych z
obszaru neurobiologii. Wptyw uzyskanych wynikdw na stan wiedzy i dalsze kierunki prowadzonych badarn jest
niezaprzeczalny. Dlatego tez sktadam wniosek do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk wniosek o wyrdznienie rozprawy.

Z powazaniem,

| W _

Dr hab. Jan Rodriguez Parkitna

Kierownik Zaktadu Neurofarmakologii Molekularnej

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

Smetna 12, 31-343 Krakow, tel.: +48 12 6623328, e-mail: janrod@if-pan.krakow.pl
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Do recenzji pozwalam sobie dotgczy¢ szereg drobniejszych uwag, ktére nie majg wptywu na przedstawiong oceng
pracy.
1. Liczne btedy jezykowe:
a. Niewtasciwe uzywanie dopetniacza saksonskiego (,,’s”). Na przykfad na stronie 18, 5 linia od dotu

”

Jindividuals” zamiast ,individual’s” i w wielu innych miejscach.

b. Btedy odmiany trzeciej osoby czasownikdw, na przyktad strona 12, 13 linia od gory, ,distinguish”
zamiast , distinguishes” i w wielu innych miejscach.

c. Btedne uzycie przedimkdw (,articles”). Na przyktad strona 17, 7 linijka od dotu, moim zdaniem bez
przedimka nieokreslonego przed ,highly” zdanie traci sens.

d. Btedne uzycie stéw. Na przykiad ,percentage” zamiast ,percent” (strona 13}, ,mice behavior”
zamiast ,murine” lub ,mouse” (wiele razy) albo ,carrier” zamiast ,career”.

Nie jestem ekspertem w zakresie jezyka angielskiego, ale moim zdaniem praca zawiera tez znaczng liczbe

bteddéw gramatycznych.

2. Nastronie 7, w spisie skrétdw, niektére raczej nie wymagajg wprowadzenia, za to brak szeregu innych. Na
przyktad, Glu czy Gln sg standardowymi nazwami aminokwasdw (i najczescie] zapisywane z pierwszg duzg i
kolejnymi matymi literami). ,Da” jest jednostka. Z reguty nie wprowadza sie skrétu PCR. Brak za to na
przyktad BSA. RIPA rzeczywiscie oznacza ,radioimmunoprecipitation assay”, ale bez dodania ,buffer” troche
traci sens. Rozwiniecie skrétu CREB na stronie 18 okreélitbym jako nieszablonowe.

3. Pisownia nazw gendw mysich powinna by¢ w kursywie na przyktad Yapl .

Pisownia nazw szczepdw odbiega od rekomendowanych. Na przyktad, Yap1 fi/fl; SynCre jako minimum brak
jest genotypu Cre. Czesto stosuje sie sktadnie Yap1"“¢. Okreslanie tej linii jako ,knockout” jest niesciste.
Linia wyrazajaca biatko tdTomato (Tomato jest innym biatkiem) to prawdopodobnie tak zwana ,Ai14”.

5. Nastronie 90, w podpisie do ryciny 31 wskazane sg inne zwierzeta kontrolne dla paneli Ci E niz na samej
rycinie.

6. Na stronach 63-64, przy analizie wynikéw pokazanych na Rycinie 16C powinna zosta¢ zastosowana
dwuczynnikowa ANOVA.

7. Na Rycinie 35 brak oznaczenr paneli, ktére uzyte sg w tekécie. Dodam tez, ze przedstawiony na niej test
behawioralny jest w mojej ocenie bardzo arbitralny.

8. Zwazywszy na mozliwosci Eco-Hab przedstawione wyniki sg bardzo matym wycinkiem danych (Rycina 41).
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Centrum Medycyny
Doswiadczalnej Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Joanny Krzemien:

»The role of Amot and Amotl1 in the central nervous system”.

40-752, Katowice 5 .
ul. Medykéw 4 Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska dotyczy badar nad rola biatek z grupy

http://emd.sum.edu.pl/

angiomiotyn Amot1 oraz Amotl1 w o$rodkowym uktadzie nerwowym (OUN).

Oceniana dysertacja powstata pod opieka promotorskg Pana dr hab. Tomasza J.

EIERWNIX Proszyriskiego przy wspétpracy z promotorem pomocniczym Panem dr Pawlem
prof. dr hab. n. med.
Jarostaw Barski Boguszewskim. Badania, ktére staty sie podstawa tej rozprawy zostaty przeprowadzone
tel.: (+48 32) 208 85 93 w Pracowni Synaptogenezy Instytutu Biologii Doswiadczalnejim. Marcelego Nenckiego

fax:( +48 32) 208 88 31
Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.
jbarski@sum.edu.pl
Jak zaznaczono na drugiej stronie dysertacji opisane w niej wyniki zostaty opublikowane
W opismie PLOS Biol j r tut SAmM

FRrT— czasopiSmie PLOS ogy jako praca zatytutowana ,,Amot and Yap1 regulate

neuronal dendrictic tree complexity and locomotor coordination in mice”.
tel.: (+48 32) 208 8593

tel.: (+48 32) 208 88 32 . . i . 38 %
|
el B35 08 A A Decyzja Kapituty Konkursowej, opublikowana praca zostata wyrozniona nagroda

o zespotowg im. Jerzego Konorskiego za najlepsza prace z dziedziny neurobiologii
wykonang w Polsce w 2019 roku.

Wsparcie finansowe dysertacji stanowity érodki przyznane przez Narodowe Centrum
Nauki w ramach programu OPUS.

Recenzowana praca ma klasyczna forme monografii, sktada sie ze 137 stron i jest
podzielona 7 typowych dla tego rodzaju opracowar rozdziatéw i podrozdziatéw. Praca
zostata zredagowana w jezyku angielskim.

Pierwszg czgs¢ pracy stanowi tabela wyjasniajaca znaczenie wszystkich skrotow uzytych
w tekscie. W dalszej kolejnosci nastepujg streszczenia w jezyku angielskim i polskim, a
1r po nich rozdziat , Introduction” bedacy wprowadzeniem do tematyki stanowigcej treéé

dysertacji. Rozdziat ten jest dog¢ obszerny i zawiera duzo bardzo podstawowych

informacji na temat organizacji i struktury OUN, ktére mozna by poming¢, majac na

uwadze gremium, zaangazowane w powstanie i ocene tej rozprawy doktorskiej.
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Moim zdaniem wskazane bytoby zamieszczenie we wstepie podstawowych informacji na temat
systemow rekombinacji tkankowo specyficznej miedzy innymi w systemie Cre-loxP. Ten aspekt
metodyki badawczej jest zapewne mniej znany nawet wérdd ekspertéw w dziedzinie neurobiologii. Z
redakcyjnego punktu widzenia mam w tym miejscu jeszcze jedna uwage, dotyczgca catej monografii i
sposobu umieszczania podpiséw pod rycinami. Cze$¢ podpiséw zostata automatycznie przeniesiona
na nastepng strong, gdzie nieomal zlewa si¢ z tekstem ponizej. My$le, ze mozna by tego uniknaé
przesuwajgc przynalezace do tych podpiséw ryciny.

W drugim rozdziale ,Aim of the study” doktorantka wskazata w jasny sposéb cele naukowe jakie
przys$wiecaty jej podczas realizacji przewodu doktorskiego.

W rozdziale numer 3 ,Materials and methods” znajduije sie szczegbtowy opis wszelkich aspektow
metodycznych zwigzanych z czescig eksperymentalng rozprawy. Autorka zamieszczajac dane
dotyczace zwierzat doswiadczalnych wykorzystanych w eksperymentach nie wyjasnita jednak,
dlaczego grupg kontrolg byty (czy tez mogty by¢) zwierzeta ze standardowej linii hodowlanejC57BlI/6.
Ta informacja jest kluczowa, szczegélnie w przypadku badan wykorzystujgcych metody behawioralne.
Istotng czesC rozdziatu 3 stanowi podrozdziat 3.9, Behavioral assessments, w ktorym to doktorantka
szczegotowo opisuje metody i testy behawioralne wykorzystane podczas analizy zachowania
zwierzat. Oceniajacy nie znalazt natomiast informacji na temat organizacji czasowej tych badan,
pozwalajgcej na unikniecie wzajemnych oddziatywan poszczegolnych testéw na siebie. By¢ moze do
kazdego z testow wykorzystano oddzielne grupy zwierzat, cho¢ to wydaje sie¢ mato prawdopodobne
ze wzgledu na ,zasade redukcji” wskazujacg na koniecznosé ograniczenia liczby zwierzat w
eksperymencie. Brak tez informacji na temat ogolnej liczby zwierzat wykorzystanych do badan. W
trakcie analizy rodzajow testéw badajacych motoryke zwierzat pojawia sie tez pytanie, dlaczego
zwierzeta z genotypem Amotl1 badano przy pomocy testu ,footprint assay”, a nie na urzadzeniu
CatWalk? Mam tez pytanie do doktorantki, dlaczego zrezygnowata z drugiej czesci testu
tréjkomorowego, w ktérym zwierze badane ma za zadanie rozréznienie pomiedzy osobnikiem
znanym i nieznanym?

Poza tymi drobnym watpliwosciami i uwagami rozdziat ,Materiat i metody” zostat opracowany
bardzo starannie i przygotowuje czytelnika rozprawy na przejscie do rozdziatu 4 , Results”.

Rozdziat ten jest najbardziej obszerng czgscig sposrod wszystkich rozdziatéow dysertacji i jest
precyzyjnym opisem wynikdw, bogato ilustrowanym grafika mikroskopowa oraz wykresami
utatwiajacymi interpretacje wynikéw badari. Zastosowana metodyka pozwala nie tylko na
jakosciows, ale iilosciowa analize materiatu badawczego. Bardzo cennym uzupetnieniem metodyki

badar behawioralnych, a co za tym idzie zrédtem dodatkowych informaciji jest zastosowanie
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nowatorskiego systemu Eco-Hab, bedacego autorskim rozwigzaniem pracownikéw Instytutu Biologii
Doswiadczalnej. W pierwszym z podrozdziatéw doktorantka opisuje wyniki otrzymane na podstawie
eksperymentéw otrzymanych podczas analizy zwierzat z mutacjami w genach Amot i Yapl.
Zamieszczone tutaj schematy ilustrujgce wykorzystanie systemu rekombinacji Cre/loxP, uzupetniaja
informacje, ktorych brak w czesci wstepnej. Doktorantka opisuje w sposob systematyczny najpierw
zmiany na poziomie molekularnym i morfologicznym, by nastepnie przejsé do czesci poswieconej
badaniom behawioralnym. Wstepne badania morfologii mézgowia wskazaty, na mniejszg jego mase,
przy czym dalsza analiza wykazata, iz przyczyna tego wyniku jest mniejsza masa mozdzku. To
skierowatfo uwage doktorantki w kierunku gtebszej analizy tej czesci mézgowia. Doktadne badania
morfologii kory mozdzku wykazaty zmiany w prawidtowej morfologii tej struktury na poziomie
tkankowym i komodrkowym, a to z kolei zdefiniowato dobdr testow behawioralnych opisanych w
dalszych czesciach tego podrozdziatu. Przeprowadzone testy dotyczyly wiec ogolnej aktywnosci
ruchowej, zbadanej w tescie otwartego pola oraz sprawnosci lokomotorycznej w testach na
urzgdzeniu Rotarod, w systemie CatWalk i tescie Foot-Fault. Zadaniem recenzenta nie jest oczywiscie
cytowanie wynikdw uzyskanych przez doktorantke, natomiast podczas lektury dysertacji nasunety sie
pytania, ktore by¢ moze bedg wskazdwka do dalszej analizy wychodowanych modeli transgenicznych.
Pierwsze pytanie dotyczy mozliwosci potwierdzenia zaburzenia uczenia motorycznego w wyniku
zmian morfologicznych i funkcjonalnych w mézdzku. Nasuwatoby sie tutaj kilka mozliwosci, a
mianowicie przeprowadzenie ,foot-fault test” przez kilka kolejnych dni, przeprowadzenie ,elevated
runway test” przez kilka kolejnych dni i zbadanie jakosci zjawiska LTD. Celem precyzyjniejszego
zdefiniowania zrédfa zaburzen koordynacji ruchowej mozna by bylo tez rozwazy¢ wytaczenie
ekspresji Amot i Yap1 w sposéb specyficzny dla komaorek Purkiniego lub komérek ziarnistych,
wykorzystujac technologie Cre/loxP.

Drugi z podrozdziatow czgsci opisujacej wyniki, podrozdziat 4.2 dotyczy procesu powstawania
zwierzat transgenicznych z wytaczong ekspresjg Amotl1 oraz ich analizy. Doktorantka precyzyjnie
pokazata sposéb w jaki powstata linia transgeniczna wykorzystana w pozniejszej analizie, a nastepnie
po potwierdzeniu skutecznosci zastosowanej rekombinacji materiatu genetycznego przechodzi do
analizy morfologicznej OUN oraz analizy behawioralnej zwierzat. W przeciwienstwie do zwierzat
analizowanych w pierwszym podrozdziale, zwierzeta pozbawione Amotl1 nie wykazywaty zaburzen
koordynacji ruchowej w zastosowanych testach, natomiast test otwartego pola wskazat na obnizong
lekliwos¢ tych zwierzat oraz podwyzszong aktywno$¢ ruchowa. Taki wzorzec zachowania zasugerowat
doktorantce inny dobér testdw behawioralnych, zastosowanych w tej czesci eksperymentéw.

Przeprowadzona analiza zachowania koncentrowata sie na testach badajacych interakcje socjalne,
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zachowanie kompulsywne i stereotypie ruchowsg, tak aby wychwycié¢ zaburzenia charakterystyczne
np. dla schorzen spektrum autystycznego. Nie chcac powtarzaé szczegdtowego opisu wynikow
zawartego w dysertacji ogranicze sig do stwierdzenia, iz przeprowadzone testy behawioralne
wykazaty zaburzone interakcje socjalne przy braku stereotypii ruchowej. Interesujgcym
uzupetnieniem informacji dotyczacych charakterystycznych cech zachowania zwierzat z zablokowana
ekspresjg Amotl1 jest rejestracja wideo dostepna na platformie internetowej. Rozwdj technik
multimedialnych oraz mozliwosci prezentacji wynikéw badan, nieosiggalne w drukowanej wersji
dysertacji sg bardzo cennym uzupetnieniem, szczegdlnie dla eksperymentdw, dla ktorych
bezposrednia obserwacja jest najcenniejsza. Podczas analizy morfologicznej mézgowia tej grupy
mutantow zastosowano tez nowoczesng metode przyzyciows jaka jest obrazowanie rezonansu
magnetycznego. Wprawdzie podobne wyniki mozna by w tym przypadku osiggna¢ klasycznymi
metodami histologicznymi jednak zastosowanie techniki MRI pozwala na szybsze otrzymanie
wynikow i pozwala tez na zachowanie do dalszych eksperymentdw cennych modeli transgenicznych.
Doktorantka wykorzystata ponadto metode spektroskopii rezonansu magnetycznego co pozwolito na
okreslenie poziomu metabolitow mdzgowia i scharakteryzowanie fenotypu mutantéw Amotl1 w
kierunku zblizonym do cech schizofrenii. Dodatkowym, pozytywnym aspektem stosowania tych
metod badawczych jest redukcja liczby zwierzat wykorzystanych w eksperymencie.

Po rozdziale opisujgcym wyniki nastepuje ich omoéwienie w czgsci , Discussion”. W rozdziale tym
doktorantka przeprowadzita gruntowng i systematyczng analize wynikéw, poréwnujac je z danymi
eksperymentalnymi uzyskanymi przez inne grupy badawcze. Doktorantka postuguje sie biegle
szerokim spektrum pismiennictwa, co podkresla dodatkowo ostatnia cze$¢ pracy, ,References”,
zawierajgca 244 pozycje. Informacje zawarte w dyskusji jak i wnioski zawarte w czeéci 6 —
»Concluding remarks” sg préba wyciagnigcia wnioskéw z otrzymanych wynikéw przy jednoczesnym
wskazaniu na wartosci translacyjne badan pozwalajace by¢ moze w przysztosci na praktyczne
wykorzystanie danych eksperymentalnych w tworzeniu strategii terapeutycznych schorzer
neurologicznych i psychiatrycznych. Wnioski jakie nasuwajg sie po lekturze tej dysertacji bez
watpienia wspierajq tezg, iz u podtoza wielu schorzer z tej grupy lezg zaburzenia rozwojowe OUN,
ktérych rezultatem sa nieprawidtowo zbudowane i nieprawidtowo funkcjonujace potaczenia
interneuronalne.

Uwagi koicowe.

Niewatpliwie warto$¢ pracy podnosi fakt, iz jej wyniki zostaty czesciowo opublikowane w czasopiémie
o zasiggu miedzynarodowy i wysokim wspdtczynniku oddziatywania.

Z obowiagzku mojej funkcji jako recenzenta mam jednak kilka pytar i uwag do doktorantki:
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* Tytut pracy sugeruje moim zdaniem, iz modele transgeniczne stworzone dla obu tych
czynnikdw zostang przeanalizowane podobnym arsenatem metodycznym przez co
powstanie bardziej systematyczny i jasny obraz wynikow, wykluczajgcy cechy
fenotypowe, $wiadczace o braku Czy wystgpowaniu zaburzen na podstawie testow, a
nie tylko wnioskowania. Czy silny fenotyp motoryczny w przypadku Amot wyklucza
wspdtistnienie zaburzen lekowych czy socjalnych i stad brak badan w te strone u tych
zwierzat?

e Czyzaburzenia lekowe i socjalne charakteryzujgce zwierzeta z knockoutem Amot|1
wykluczajg (by¢ moze bardziej subtelne) zaburzenia motoryczne. W tym kontekscie
proszg o odniesienie sig do kwestii czy ,,chodzenie tytem” jest zaburzeniem koordynaciji
ruchowej, czy nie jest?

e Dlaczego badania MRI nie zastosowano w przypadku wszystkich modeli zwierzecych
wykorzystanych w badaniach?

® Doktorantka stusznie dostrzega niedoskonatoé¢ metodyczng modeli transgenicznych
wykorzystywanych w pracy, gdyz sg tu mutacje o charakterze ogdlnym, co ogranicza
mozliwosci wnioskowania co do 7rédia obserwowanych zaburzen. Czy w przypadku
kontynuacji badan planowane jest wykorzystanie zwierzat o bardziej zawezionej

ekspresji rekombinazy Cre?

Powyisze uwagi i pytania nie maja na celu poddania w watpliwos¢ wartosci przeprowadzonych
badar i wartosci rozprawy doktorskiej bedacej ich wynikiem.

Jest ona bardzo znaczacym przyczynkiem do badari nad powigzaniem budowy i funkcji OUN na
poziomie molekularnym i komérkowym ze zmianami fenotypowymi charakterystycznymi dla

schorzen o charakterze neurologicznym i psychiatrycznym.

Przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie wymagania okre$lone w art, 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 roku, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018r. poz. 1668) oraz Regulaminu Rady
Naukowej z 13.04.2018 roku, z zatgcznikiem nr. 1 (ze zm. z 06.12.2019 roku), w zwigzku z czym
wnioskujg o dopuszczenie Pani mgr Joanny Krzemien do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie zwracam sie do Wysokiej Rady o wyrdznienie pracy doktorskiej Pani mgr Joanny

Krzemien.
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