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Recenzja rozprawy doktorskiej Natalii Chwin
»Funkcjonalne konsekwencje utraty aktywnosci genu PTEN
w hipokampie dorostych myszy”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Natalii Chwin koncentruje sie na roli genu
Pten w neuronach pobudzajgcych hipokampa dorostych myszy, ze szczegélnym
uwzglednieniem jego wptywu na zdolnosci poznawcze, aktywno$é lokomotoryczng oraz
zachowania spofeczne zwierzat. Jest to niezwykle istotny temat badawczy, poniewaz gen Pten
odgrywa kluczowa role nie tylko jako regulator proceséw nowotworowych i metabolizmu
komodrkowego, lecz takze w prawidtowym funkcjonowaniu uktadu nerwowego. Zaburzenia w
jego ekspresji lub funkcji s powigzane z licznymi schorzeniami neurorozwojowymi, w tym
z zaburzeniami ze spektrum autyzmu, co czyni Pten waznym celem badan translacyjnych.
Dlatego tez istnieje silna potrzeba pogtebionych badan nad molekularnymi, komdérkowymi
i behawioralnymi konsekwencjami zmian w aktywnosci tego genu, ktére mogg przyczynié sie
do opracowania skutecznych strategii terapeutycznych w leczeniu zaburzen
neurorozwojowych.

Jedng z pierwszych czesci rozprawy sg starannie opracowane wykazy rycin i skrotéw, ktére
znaczgco utatwiajg orientacje w tresci pracy. Streszczenie przedstawia najwazniejsze
zagadnienia tematyczne oraz kluczowe wyniki rozprawy, jednak jego przejrzystosé zaktdca brak
konsekwencji w zapisie nazwy genu Pten.

Wstep pracy to obszerna cze$é rozprawy, wprowadzajgca czytelnika w najwazniejsze
zagadnienia zwigzane z opisanymi pdzniej badaniami. Cze$é te rozpoczyna przedstawianie
podstawowych informacji zwigzanych z pamiecig i budowg hipokampa. Wkradty sie tutaj
pewne niescistosci/potoczne sformutowania (jak ,dtugos¢ czasu” zamiast czas trwania,
réwnoczesne stosowanie nazw tacinskich i polskich do okreslenia warstw hipokampa
»lacunosum-moleculare, radialnna, piramidowa, oriens oraz lucidum”, zamienne stosowanie
réznych nazw dla jednego obszaru, jak w przypadku warstwy drobinowej/molekularnej, itp.).
Aby ujednolici¢ i doprecyzowac tresc tej czesci pracy warto bytoby zamiast okreslen ,wysytajg
sygnaty/projektuja/wysytajg projekcje” uzy¢ prostego okreslenia ,unerwiajg”. Dodatkowo, juz
przy pierwszym opisie budowy hipokampa nalezatoby zaznaczy¢, ze hipokamp witasciwy
(hippocampus proper) sktada sie z pdl CA, a formacja hipokampa to takze zakret zebaty
i podktadka (w opisie ryciny 1 nie jest to jednoznacznie wskazane, jednak juz doprecyzowane
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w czesci 1.1.3). W kolejnych czesciach dysertacji terminy hipokamp i formacja hipokampa
uzywane sg zamiennie. Kolejne czesci wstepu w uporzadkowany sposdéb przyblizajg
zagadnienia zwigzane z rodzajami pamieci, modelami zwierzecymi wykorzystywanymi do jej
badania, charakteryzowany jest gen Pten oraz systemy genetyczne uzywane w dalszych
czesciach pracy doktorskiej. | tutaj znalazty sie pewne niedociggniecia; np. mimo wskazania
zakretu zebatego jako struktury o ,fundamentalnym znaczeniu dla pamieci przestrzennej”, nie
zostat on uwzgledniony w Tabeli 1, przedstawiajgcej rodzaje neurondw zaangazowanych
w pamieé przestrzenng oraz tworzenie mapy kognitywnej. Warto bytoby w tej czesci wstepu
zaznaczy¢, ze proces separacji wzorcow nie odnosi sie wytgcznie do nawigacji przestrzennej,
a w procesie uzupetniania wzorcow (pattern completion), niezwykle istotnym elementem jest
odtworzenie reprezentacji na podstawie czesciowego/niepetnego zestawu danych
wejsciowych. Wartos¢é tej czesci rozprawy podniostoby wykluczenie uzycia nieprecyzyjnych
okreslen, takich jak , oszacowanie uzaleznien”, ,dtugoterminowa aktywnos¢ okotodobowa”,
,0Szacowanie uczenia sie”, czy uzycie okredlenia narzad lemieszowo-nosowy zamiast
,womeronowy”. Podsumowujac, Wstep zawiera istotne, dobrze dobrane do tematu rozprawy
zagadnienia, jednak jego wartos¢ podniostoby doprecyzowanie uzywanych termindéw
i ujednolicenie terminologii.

Zatozenia i cel pracy sg jednoznacznie wskazane i przedstawione w postaci trzech punktow,
obejmujgcych ocene wptywu utraty funkcji Pten na funkcje poznawcze dorostych myszy,
poréwnanie fenotypu z modelami neurorozwojowymi spektrum autyzmu (ASD) oraz
identyfikacje rél genu Pten specyficznych dla dojrzatych neurondéw hipokampa.

Materiaty i metody to szczegdétowo napisana czes$é rozprawy. Imponujaca jest mnogosé technik
uzytych do realizacji opisanych pdzniej eksperymentéw. Kompleksowosé uzytych technik
eksperymentalnych (od izolacji materiatu genetycznego i genotypowania zwierzat,
przygotowania rekombinowanych wektoréw wirusowych AAV, uzycia dwéch linii genetycznie
modyfikowanych zwierzat, przez fenotypowanie behawioralne zwierzat z wykorzystaniem
baterii testow behawioralnych, po pomiar aktywnosci elektrofizjologicznej neurondow
hipokampa ex vivo (w tym takze zastosowanie barwiert immunohistochemicznych i metody
Western blot), zastuguje na uznanie i przektada sie na wysoka wartosé uzyskanych wynikow.
W tej czesci rozprawy zastanawiajg jedynie drobne szczegdty, takie jak powdd umieszczenia
kamery rejestrujgcej zachowanie zwierzat podczas testdw behawioralnych, tak by byfa
niewidoczna dla badanych myszy, skad pochodzity zwierzeta, ktére byty partnerami zwierzat
eksperymentalnych (czy byty hodowane w tych samych pomieszczeniach), co oznacza
przetwarzanie sygnatu ,w 10 kHz” (czy chodzi o czestotliwos¢ prébkowania z czestotliwoscig
10 kHz?) oraz na jakiej podstawie stwierdzono, ze wywotfane depolaryzacjg potencjaty
czynnosciowe zalezne byty od receptoréow AMPA.

W opisie warunkéw utrzymania zwierzgt wskazano, ze w badaniach wykorzystano doroste
samice, jednak w rzeczywistosci badania przeprowadzono na obu ptciach. Nie jest do korica
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jasne jakiego etapu eksperymentu dotyczy opis wieku uzytych myszy ,W badaniach
wykorzystano doroste samice w wieku okoto 6—-9 tygodni”.

Cze$¢ rozprawy poswiecona metodom statystycznym zostata opracowana w sposéb
wyczerpujacy i zgodny z obowigzujgcymi standardami analizy danych.

Rozdziat opisujgcy wyniki uzyskane w czasie realizacji badan, podobnie jak czes¢ Materiaty
i metody, imponuje mnogoscig i kompleksowo$cig danych. Autorka, badajac role genu Pten
w neuronach pobudzajacych przodomdzgowia myszy, rozpoczeta od przygotowania
rekombinowanych wektoréw wirusowych, umozliwiajgcych stworzenie mysich modeli z utratg
aktywnosci tego genu. Kolejne etapy eksperymentédw zostaty zilustrowane za pomoca
przejrzystych i dobrze zaprojektowanych schematéw, utatwiajgcych orientacje
w prezentowanych wynikach.

Autorka wykazata, ze usuniecie genu Pten w dojrzatych neuronach hipokampa moze
przektadac sie na poprawe pamieci przestrzennej, oraz ze mutacja ta skutkuje szybszym
uczeniem sie osobnikdw, u ktérych wystgpita. Nie jest jednak jasne skad ograniczenie wniosku
Autorki do neuronéw hipokampa w przypadku mutacji Pten-iCKO. Wczesniej wskazano,
ze w mutacji tej delecja genu Pten ograniczona byta do neuronéw pobudzajgcych
przodomédzgowia (nie wytgcznie do hipokampa). Niestety artykut do ktérego odwoftata sie
Autorka nie zostat umieszczony w spisie literatury (Erdmann i wsp., 2007).

Informacja o réznej przezywalnosci mutantéw Pten-iCKO i Pten AAV-KO, w przypadku Pten
AAV-KO uzupetniona jest o istotng dokumentacje histologiczng, wskazujgcg na znaczny ubytek
tkanki w obrebie hipokampa. Czy podobne obserwacje dotyczg mutacji Pten-iCKO?

Przeprowadzone testy motywacji do picia nie wykazaty istotnych réznic pomiedzy badanymi
grupami, co zostato przedstawione na odpowiednich wykresach stupkowych. Warto jednak
zaznaczyé, ze opisy osi na Ryc. 25 wymagajg korekty — powinny odnosi¢ sie do liczby (a nie
ilosci) liznie¢ oraz do czasu, a nie dtugosci picia. Jednoczenie, dzieki przeprowadzeniu szeregu
kolejnych testow behawioralnych z uzyciem klatek IntelliCage, Autorka wykazata, ze myszy
Pten-AAV-KO przejawiajg wiekszg zdolno$¢ do uczenia sie w pierwszym etapie eksperymentu,
ktora zanika po 15 tygodniach od iniekcji AAV, co jak stusznie zostato wskazane, wynika
najprawdopodobniej z postepujacego uszkodzenia hipokampa. Kolejne testy, przeprowadzane
juz z uzyciem klasycznych testéw otwartego pola i podwyzszonego labiryntu krzyzowego
wykazaty, ze myszy Pten-AAV-KO miaty wyzszy poziom aktywnosci lokomotorycznej i nizszy
poziom zachowan lekowych niz myszy kontrolne. Niezwykle ciekawg byfta obserwacja,
Ze samice Pten-AAV-KO poruszaty sie o szybciej niz samce Pten-AAV-KO. Autorka stusznie
wskazuje, ze moze to Swiadczy¢ o tym, ze mutacja w genie Pten moze wptywacé na uktady
zwigzane z zachowanymi eksploracyjnymi i ruchowymi. Warto wskaza¢ tutaj rowniez mozliwy
wptyw mutacji na ogdlny poziom wzbudzenia mdzgowia, nierozerwalnie zwigzany
z zachowaniami eksploracyjnymi. Jednoczesnie Autorka, wykorzystujgc kolejne testy
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behawioralne, wykazata, ze myszy Pten-AAV-KO stabiej angazujg sie w budowanie gniazda,
samice Pten-AAV-KO majg zaburzong preferencje do kontaktéw socjalnych, a samce zaburzong
pamiec socjalna.

Czes¢ rozprawy opisujaca bezposrednie interakcje spoteczne i parametry wokalizacji myszy
Pten-AAV-KO to doskonate uzupetnienie wczesniej opisanych eksperymentéw behawioralnych.
Autorka bardzo szczegétowo zbadata i zanalizowata zachowania badanych zwierzat i wykazata,
ze myszy Pten-AAV-KO wykazujg wiecej zachowan eksploracyjnych oraz majg znaczaco
odmienne wzorce wokalizacji niz myszy kontrolne.

Podsumowujac czes¢ rozprawy poswiecong opisie wynikow badan behawioralnych, nalezy
podkresli¢, ze jest to wyjgtkowo dobrze opracowany fragment pracy, ktéry zastuguje na
szczegblne uznanie. Na uwage zastuguje zaréwno duza liczba oraz zrdéinicowanie
przeprowadzonych eksperymentow, jak i zaangazowanie Autorki na wszystkich etapach badan.
Nalezy rowniez docenic znaczny naktad pracy niezbedny do ich rzetelnej realizacji i wynikajaca
z opisu wynikéw staranno$é badawcza.

W  kolejnych cze$ciach rozprawy Autorka przedstawia wyniki eksperymentéw
elektrofizjologicznych przeprowadzonych metoda whole-cell patch-clamp. Rejestrowano
aktywnos¢ neuronéw pobudzajgcych w polu CA1, wykazujgcych fluorescencje w zakresie
emisji eYFP. Nie zostato jednak jednoznacznie wyjasnione, w jaki sposdb obrazowano komaérki
przed rozpoczeciem rejestracji. Aktywno$é byfa mierzona zaréwno w neuronach
fluorescencyjnych, jak i tych niewykazujgcych fluorescencji, nalezy jednak zaznaczyé, ze brak
widocznej fluorescencji — szczegdlnie w zywych komérkach, ktére nie byty wybarwiane
z uzyciem przeciwciat anty-YFP — nie musi oznacza¢ braku ekspresji biatka reporterowego.
Mozliwe jest, ze poziom ekspresji byt zbyt niski, by umozliwi¢ detekcje przy uzyciu
zastosowanej metody obrazowania. Dodatkowo, nie wiadomo, czy neurony niewykazujace
fluorescencji zostaty zidentyfikowane pod wzgledem typu komérkowego — tj. czy byty to
neurony piramidowe czy interneurony. Warto bytoby doprecyzowac, czy przeprowadzono testy
elektrofizjologiczne pozwalajgce na charakterystyke badanych komoérek.

Autorka wykazata, ze w neuronach myszy Pten-AAV-KO (z ekspresjag eYFP oraz Cre)
spoczynkowy potencjat blonowy miat bardziej ujemng wartos¢ niz w pozostatych badanych
komérkach. Wymaga jednak dalszego doprecyzowania, wobec jakiej populacji komérek nie
wykazujgcych fluorescencji dokonano poréwnania — czy odnosito sie ono wytacznie do
neurondéw piramidowych, czy tez obejmowato réwniez inne typy komadrek. W opisie osi Ryciny
37, zamiast ,Milivolty” powinien pojawié sie opis , potencjat btony”, a w opisie metody lub
w wynikach, informacja czy podane wartosci zostaty skorygowane o potencjat ztgcza (junction
potential).

W kolejnych etapach eksperymentu elektrofizjologicznego, Autorka pordwnuje wtasciwosci
potencjatéw czynnosciowych badanych komodrek i rejestrowane miniaturowe potencjaty
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postsynaptyczne (mEPSC). Zastanawia wybdr wtasnie tej formy EPSC (dlaczego nie
rejestrowano takze spontanicznych EPSC).

Przy badaniu pobudliwosci warto bytoby przeprowadzi¢ takze analize poréwnujacg nachylenia
linii regresji liniowej wynikajgcej z pomiardéw liczby potencjatéw czynnosciowych w badanych
grupach. Przeprowadzona ANOVA jest trafnym i istotnym podejsciem, pozwalajgcym
zidentyfikowac poziomy stymulacji, przy ktérych pojawiajg sie istotne réznice miedzy grupami,
jednak nie zastepuje ona catosciowej oceny czutosci neuronu na stymulacje, jakg umozliwia
analiza nachylenia regresji.

Nie do konca jest jasne co oznacza , parametr szybkiej (hiper)polaryzacji”, czy ,,podwyzszona
hiperpolaryzacja”; mozna jedynie domyslaé sie ze chodzi o minimalng wartos¢ napiecia
podczas hiperpolaryzacji nastepczej. Czy ,podwyziszona hiperpolaryzacja” o — 5,14 mV
oznacza, ze przyjmowata ona bardziej dodatnig czy ujemng wartosc?

Do analizy wtasciwosci mEPSC zastosowano wykresy kumulatywne, ilustrujgce rozktad
prawdopodobienstwa wystepowania zdarzeni. Przeprowadzony test Kolmogorowa—Smirnowa
wykazat istotne rdéznice pomiedzy badanymi grupami, co sugeruje odmienno$é w rozktadzie
interwatéw miedzyzdarzeniowych. Warto bytoby uzupetnié te analize o poréwnanie $redniej
czestotliwo$ci mEPSC pomiedzy grupami, co pozwolitoby jednoznaczniej oceni¢, czy réznice
w rozkfadzie przektadajg sie na réznice w liczbie zdarzen na jednostke czasu. Podobnie
w przypadku rozktadu amplitudy, Autorka wykazata istotne rdznice pomiedzy badanymi
grupami.

Ostatnig czescig Wynikdw opisanych w rozprawie jest analiza poziomu biatka Pten metoda
Western blot, ktdrej przeprowadzenie pozwolito na ostateczng weryfikacje skutecznosci
dziatania systemu AAV-Cre-loxP w modelu Pten-AAV-KO.

Rozprawe zamyka napisana dojrzale Dyskusja, wskazujgca na bardzo dobrg znajomos¢ tematu
przez Autorke, trafnie odwotujaca sie do licznych pozycji literatury naukowej (ponad 160!).
Cho¢ wkradty sie tu pewne btedy redakcyjne, czy niedokoriczone zdania, to moja ogdlna ocena
tej czesci rozprawy jest bardzo wysoka. Na uznanie zastuguje adekwatnos¢ odwotan i biegtos¢
W poruszaniu sie w opisywanym temacie jak i krytyczne podejscie do cytowanej literatury oraz
trafno$¢é wycigganych wnioskdw opisanych w czesci ,Podsumowanie i wnioski”.

Podsumowujgc, rozprawe doktorskg mgr Natalii Chwin zatytutowang ,Funkcjonalne
konsekwencje utraty aktywnosci genu PTEN w hipokampie dorostych myszy” oceniam bardzo
wysoko i stwierdzam, ze spetnia ona wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Tym samym, rekomenduje dopuszczenie przez
Rade Naukowg Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego PAN mgr Natalii Chwin do
dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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Ponadto pragne podkresli¢, ze wskazane drobne btedy oraz niedociggniecia redakcyjne nie
umniejszajg wysokiej wartosci naukowej rozprawy. Bogactwo zastosowanych technik
eksperymentalnych przetozyto sie na spdjny i kompletny zestaw danych, ktéry umozliwit
Autorce udzielenie odpowiedzi na postawione pytania badawcze. Kompleksowo$é, wysoka
jako$¢ oraz nowatorski charakter uzyskanych wynikéw stanowig podstawe mojego wniosku

0 wyrdznienie rozprawy.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Chwin pt.
“Funkcjonalne konsekwencje
utraty aktywnosci genu Pten w hipokampie dorostych myszy”
wykonanej
w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego
Polskiej Akademii Nauk
pod kierunkiem
promotora dr. hab. Witolda Konopki oraz
promotorki pomocniczej dr Anny Kiryk-Jaskiewicz

Wewnatrzkomérkowe szlaki sygnatowe odgrywajg kluczowa role w regulacji
strukturalnej i funkcjonalnej plastycznos$ci neuronalnej, a brak réwnowagi w tych
procesach jest zwigzany z chorobami neurorozwojowymi, takimi jak zaburzenia ze
spektrum autyzmu (ASD) i schizofrenia, a takie z padaczkg i chorobami
neurodegeneracyjnymi. Dlatego zasadne jest badanie efektdw zaburzen w szlakach
sygnatowych na poziomie morfologicznym, elektrofizjologicznym i behawioralnym, a
przyktadem s3 badania opisane w recenzowanej rozprawie. Projekt doktorski
koncentrowat sie na biatku PTEN (fosfataza 3,4,5-trifosforanu fosfatydyloinozytolu,
PIP3), ktére m.in. jako inhibitor szlaku PI3K-AKT-mTOR uczestniczy w regulacji
dojrzewania neurondw.

Celem projektu byto okreslenie skutkdow usuniecia PTEN w dojrzatych neuronach
pobudzajgcych hipokampa myszy na (i) zdolnosci poznawcze, (ii) zachowania spoteczne
i repetytywne oraz (iii) parametry elektrofizjologiczne neuronéw hipokampa. Cele byty
zasadne, poniewaz mimo ze wiadomo, iz nokaut genu Pten u myszy moze prowadzi¢ do
zmian behawioralnych przypominajgcych ASD, deficytéw poznawczych, napadow
padaczkowych oraz wptywaé na funkcjonowanie neuronéw na poziomie komdrkowym,
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dotychczasowe badania koncentrowaty sie gtéwnie na modelach z nokautem w okresie
rozwojowym. W recenzowanym projekcie Doktorantka kompleksowo zbadata efekty
behawioralne i elektrofizjologiczne po wywotaniu deficytu PTEN w dojrzatych neuronach
w okreslonej strukturze mdzgu, co stanowi istotny element nowosci tej pracy.

Chociaz w miare czytania rozprawy powyzsze cele pracy staty sie jasne, ich
przedstawienie w rozdziale Zatozenia i cele pracy jest do$¢ nieprecyzyjne. W zatozeniach
Doktorantka skupita sie na zagadnieniach nieomoéwionych we Wstepie i dosy¢ odlegtych
od gtéwnego tematu rozprawy, dotyczacych genu Dicer w jadrze tukowatym
podwzgdrza oraz otytosci. Cele zostaty sformutowane w sposdb niepotrzebnie ztozony,
co utrudnia ich zrozumienie. Pierwsze dwa cele sugerowaty szerszy zakres badan: (i)
,Okreslenie, czy (...) aktywacja szlaku PI3K-AKT-mTOR spowodowana usunieciem (...)
biatka PTEN w neuronach (...) hipokampa ma wptyw na zdolnosci poznawcze (...)” —w
pracy nie przeprowadzono jednak analizy pozwalajacej bezposrednio powigzaé
obserwowane efekty z deregulacja tego szlaku sygnalizacyjnego; (ii) ,,Poréwnanie
fenotypu myszy mutantéw Pten (...) z modelami neurorozwojowymi spektrum autyzmu”
— sugeruje badania réwnolegte z wykorzystaniem réznych modeli ASD, podczas gdy w
rzeczywistosci przeprowadzono je na myszach z mutacjg genu Pten i porédwnano z
danymi literaturowymi. Trzeci cel zostat natomiast ujety zbyt ogdlnie: ,zdefiniowanie
funkcji (...) unikatowych dla dojrzatych (...) neuronéw hipokampa”, cho¢ w praktyce
odnosit sie do ich charakterystyki elektrofizjologicznej.

Zeby zrealizowaé cele badawcze Doktorantka zastosowata dwa modele badawcze.
W pierwszym modelu nokaut byt indukowany poprzez ekspresje rekombinazy Cre pod
kontrola promotora CaMKlla specyficznego dla neuronéw pobudzajgcych
przodomodzgowia, w wybranym wieku zwierzat poprzez podanie tamoksyfenu. Poniewaz
model ten okazat sie trudny do wykorzystania ze wzgledu na wysoka Smiertelnos¢ myszy,
doceniam decyzje o zastosowaniu alternatywnego podejscia. W drugim modelu
wprowadzono gen Cre (réwniez pod kontrola promotora CaMKlla) do hipokampa
miodych, 2-3 miesiecznych, myszy przy uzyciu wektoréw wirusowych AAV. Dodatkowo
zaletag modelu AAV byta mozliwos¢ ograniczenia nokautu genu Pten do hipokampa.

O ile dobor modeli jest adekwatny do celéw badawczych, ich charakterystyka
wydaje sie niewystarczajgca.

Nie pokazano skutecznosci nokautu Pten w modelu z indukcja mutacji
tamoksyfenem. Czy taka charakterystyka zostata przeprowadzona? W trakcie testow
poznawczych ujawnita sie wysoka $miertelnos¢ myszy po indukcji mutacji
tamoksyfenem, co podwazyto sens ich przeprowadzenia. Doktorantka stusznie
zrezygnowata z dalszych testéw. Czy smiertelnos¢ mogta by¢ spowodowana zbyt duzq
dawkq, czestosciq i liczbq aplikacji tamoksyfenu (2 razy dziennie przez 5 dni)?

W przypadku indukcji mutacji poprzez iniekcje AAV (gtdwny model) na poczatku
rozdziatu Wyniki pokazano barwienia immunohistologiczne biatka Cre w hipokampie
kilka tygodni po iniekcji oraz ufosforylowanej formy biatka rybosomalnego S6 (RS6) jako
odczytu aktywnosci szlaku PI3K-AKT-mTOR. Takie barwienia s3g jednal tylko posrednimi



wskazéwkami, ze nokaut zaszedt. Poza tym, bez barwienia mdzgu kontrolnego, nie
mozna stwierdzic¢ z catg pewnoscia, ze faktycznie doszto do wzrostu poziomu fosfoRS6.
Dopiero na sam koniec rozdziatu Wyniki pokazano analize Western blot poziomu biatka
PTEN w hipokampie, ale byta ona ograniczona do 7 tygodnia po iniekcji, kiedy mogty sie
juz pojawiac niespecyficzne efekty wtérne. Nie okreslono, w jakim czasie po podaniu
AAV zachodzi nokaut genu. Bez barwien immunohistochemicznych nie wiadomo, czy
efekt dotyczyt specyficznie pobudzeniowych neurondéw oraz czy byt jednolity albo
mozaikowy. Czy takich badani nie wykonano? Czy jest mozZliwe, ze gdyby taka
charakterystyka zostata przeprowadzona, zostatyby dobrane inne punkty czasowe
testow?

Gtéwny schemat eksperymentalny polegat na przeprowadzeniu badan
behawioralnych i elektrofizjologicznych 6-7 tygodni po iniekcji AAV, oraz powtdrnie
kilkanascie tygodni po iniekcji w przypadku badania behawioru. Zasadnos$¢ zastosowania
pdzniejszego punktu czasowego budzi watpliwosci, skoro w tym czasie nastepowaty juz
powazne zmiany degeneracyjne hipokampa. Nie jest jasne uzasadnienie, ze punkty
czasowe wybrano "na podstawie wczesniejszych obserwacji dotyczacych smiertelnosci
w modelu" z indukcjg nokautu w przodomézgowiu tamoksyfenem. Nie jest tez dla mnie
jasne, dlaczego nie zastosowano wczes$niejszych punktéw czasowych (poza badaniem
wokalizacji). W krétszym czasie po inekcji AAV mozna sie spodziewaé bezposrednich
efektdw nokautu, natomiast 7 tygodni po podaniu wirusa moga sie pojawiac¢ efekty
wtérne hipotetycznie wynikajace z przebudowy sieci neuronalnej i kompensacji. O
mozliwej przebudowie sieci i kompensacji Doktorantka wspomina zresztg w rozdziale
Dyskusja.

Pozytywnie oceniam jakos$¢ przeprowadzonych badan. Metody zostaty dobrze
opisane, wielkosci grup byty wystarczajgce oraz prawidtowo dobrano réznorodne testy
statystyczne, zaleznie od konstrukcji eksperymentu i rozktadu wynikéw. Wszystko to
Swiadczy o Swiadomym i rzetelnym przeprowadzeniu badan, zgodnie z zasadami dobrej
praktyki eksperymentalnej. Warte uznania jest to, ze zostaty przeprowadzone zaréwno
na samcach, jak i samicach. Zwraca uwage wielo$¢ przeprowadzonych testow
behawioralnych. Interpretacja testéw behawioralnych bywa trudna; zastosowanie
réznych testow, w ktorych oceniano czesciowo podobne a czesciowo rézne elementy
behawioru, dato podstawy do pewniejszego wnioskowania. Na przyktad lekliwosé
zostata oceniona na podstawie testu otwartego pola oraz podwyzszonego labiryntu
krzyzowego. Doceniam rowniez to, ze Doktorantka starata sie w testach zmierzy¢ jak
najwiecej parametrow, co dalej wzmacniato wnioskowanie. Przyktadowo w tescie
podwyzszonego labiryntu krzyzowego poza czasem w spedzonym w ramieniu
zamknietym i otwartym policzyta takze czestotliwos¢ wychylen gtowy. Badania
elektrofizjologiczne s nieco skromniejsze. Doktorantka zbadata parametry bfony
neurondw i dynamike neurotransmisji pobudzeniowej. Wyniki przeprowadzonych
rejestracji jednoznacznie pokazaty duze réznice pomiedzy neuronami hipokamplanymi
u myszy kontrolnych i z nokautem. Troche szkoda, ze dodatkowo nie zbadata



plastycznosci, bo podwyzszona plastycznos¢ mogtaby ttumaczy¢ lepsze wyniki testow
poznawczych u muszy z nokautem.

Najwazniejszym odkryciem Doktorantki jest hamujgcy wptyw Pten na uczenie sig i
pamieé, poniewaz wczes$niejsze badania, w ktdérych nokaut indukowano w czasie
rozwoju, wskazywaty na odwrotny efekt. Polepszenie funkcji na skutek nokautu jest
bardzo intrygujacym wynikiem i pojawia sie pytanie, dlaczego w ogodle Pten ulega
ekspresji w dojrzatych neuronach. Jednak drugim waznym wynikiem jest szybko
postepujgca w hipokampie neurodegeneracja przy deficycie PTEN, co wskazuje, jak
stwierdzita Doktorantka, na "kluczowa role PTEN w zachowaniu homeostazy
neuronalnej" i bardziej ogdlnie "istotnos¢ obecnosci czynnika hamujacego (...) w
dtugotrwate] (...) aktywnosci neurondow". Jezeli bedzie czas, chetnie ustyszatabym
spekulacje Doktorantki na temat mechanizmu fqczqcego deficyt PTEN i
neurodegeneracje.

Ponadto Doktorantka zaobserwowata deficyty zachowan spotecznych u myszy z
nokautem w klasycznym tescie trzykomorowym, statystycznie istotne u samic, oraz
zmienione parametry wokalizacji. Jest tutaj jednak bardzo ostrozna w formutowaniu
whniosku o zwigzku zaburzenia funkcji PTEN z ASD, poniewaz nie wszystkie testy wyszty
podobnie jak w klasycznych modelach ASD. Podejrzewa tez, ze zaburzenia spoteczne
mogty by¢ zwigzane z neurodegeneracjg. Nie wiem, czy nie jest to nadmierny
sceptycyzm — spektrum autyzmu z definicji obejmuje zréznicowane nasilenie i formy
objawow, dlatego réwniez u myszy mozna spodziewac sie ich réznych. Z drugiej strony
ASD jest zaburzeniem neurorozwojowym, co utrudnia interpretacje wynikow
uzyskanych po indukcji nokautu dopiero u dorostych zwierzat. Jezeli chodzi o
neurodegeneracje, nalezatoby sie spodziewac takze obnienia funkcji poznawczych,
podczas gdy zaobserwowano ich poprawe. Zastosowanie wczesniejszych punktow
czasowych —kiedy neurodegeneracja jeszcze z pewnoscig nie zachodzi —mogtoby poméc
wykluczy¢ jej wptyw na zachowanie.

Z kolei zbyt mato ostrozny jest wniosek, ze "podwyzszona aktywacja Sciezki
sygnatowe] PI3K-AKT-mTOR w wyniku mutacji genu Pten prowadzi do zmian
elektrofizjologicznych. Zgodze sie, ze usuniecie PTEN powoduje podwyzszenie
aktywnosci PI3K-AKT-mTOR, ale nie ma dowoddw na to, ze to wiasnie zaburzenie tej
Sciezki jest przyczyng zobserwowanego fenotypu. Chciatabym, zeby Doktorantka
wyjasnita, co przemawia za rolq szlaku PI3K-AKT-mTOR w efektach nokautu Pten, i czy
mozna spekulowac o zaburzeniu innych szlakow.

Sama rozprawa ma forme tradycyjng ze Wstepem, Materiatami&Metodami,
Wynikami i Dyskusjq i zasadniczo zawiera to, co powinna zawieraé, jest ilustrowana
pomocnymi schematami. Mam jednak kilka uwag do jej kompozycji, redakcji i
stownictwa.

1) Wstep zawiera podrozdziaty na stosunkowo szerokie tematy, a brakuje jasnej
identyfikacji problemu badawczego, bo za taki nie mozna uznaé bardzo ogdlnego
stwierdzenia na koncu czesci o udziale réznych struktur mézgu w regulacji zachowan



spotecznych, ze "mechanizmy molekularne w tym geny (...) takie jak PTEN sa istotnym
elementem w zrozumieniu procesdw neuronalnych regulujacych pamiec spoteczna".

2) We Wstepie zwykle przyjmuje sie schemat od ogétu do szczegétu, a tutaj Wstep
konczy sie niespecyficznym tematycznie oméwieniem modeli zwierzecych w badaniach
neurobiologicznych.

3) Dyskusja zaczyna sie od omdwienia wptywu mutacji genu Pten w rdznych
strukturach mézgu i w réznym czasie rozwojowym na funkcje poznawcze - lepszym
miejscem na ten fragment bytby Wstep, a Dyskusja mogtaby sie zacza¢ od trzeciego
akapitu - pytaniem badawczym ("Dotychczas brakowato....") i omdwieniem
zastosowanych modeli.

4) Dyskusja jest bardzo rzeczowa (co jest plusem), skoncentrowana na omoéwieniu
wynikéw i zestawieniu ich z poprzednimi badaniami, ale brakuje ogdlniejszej refleksji na
koniec.

5) Podpisy pod rycinami sg bardzo zdawkowe, trzeba wraca¢ do gtdwnego tekstu,
zeby ryciny dobrze zrozumieé. Ten mankament kontrastuje z bardzo przejrzysta
graficzng kompozycja rycin. Na przyktad dobrze wymyslone schematy eksperymentow
na poczatku rozdziatu Wyniki nie byty tak przydatne, jak by mogty byé z petniejszym
opisem i wyjasnieniem skrotow na rycinach.

6) Wiele niestandardowych skrétéw zostato niepotrzebnie wprowadzonych, bo
uzyto ich tylko kilka razy w tekscie, dlatego byly naogot nieczytelne, a nie zawsze
zamieszczone na liscie skrotéw. Przyktadem jest skrét SIT, ktéry zostat wprowadzany z
petng nazwa w trzech miejscach, a poza tym wystapit jeszcze raz w tescie i raz na rycinie.

7) We Wstepie omawiajgc anatomie hipokampa uzyto termindw polskich
(warstwa piramidowa), anglicyzméw (warstwa radialna), i termindéw angielskich
(stratum lacunosum-meleculare, warstwy oriens i lucidum). Wszystkie te terminy maja
wersje polskie

Chciatabym, zeby te uwagi byly pomocne w przysztosci przy pisaniu tekstéw
naukowych. Nie dotyczg one ani meritum ani szkieletu rozprawy, dlatego nie podwazajg
wartosci pracy.

Podsumowujgc, rozprawe doktorskg Pani Natalii Chwin oceniam bardzo
pozytywnie: praca badawcza zostata wykonana z rozmachem i rzetelnie oraz dostarczyta
nowej wiedzy na temat znaczenia aktywnosci PTEN w dojrzatych neuronach oraz
skutkéow behawioralnych zniesienia tej aktywnosci

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia ustawowe warunki
stawiane pracom doktorskim (okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce — Dz.U. 2023, poz. 742) i stawiam wniosek o
dopuszczenie mgr Natalii Chwin do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora.
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Rozprawy doktorskiej mgr Natalii Chwin

p.t.
«Funkcjonalne konsekwencje utraty aktywnosci genu PTEN w hipokampie dorostych myszy”

Promotor: dr hab. Witold Konopka

Promotor pomocniczy:  dr Anna Kiryk-Jaskiewicz

Praca doktorska Pani mgr Natalii Chwin analizuje, w jaki sposéb selektywne wyciszenie
genu kodujgcego biatko PTEN (ang. phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome
10) w dojrzatych neuronach pobudzajacych hipokampa wptywa na plastycznosc synaptyczna i funkcje

poznawcze dorostych myszy.

PTEN jest uwazany za kluczowe biatko w homeostazie komoérkowej. Gen Pten zlokalizowany
jest na chromosomie 10 u cztowieka (19 u myszy) i koduje 403 aminokwasowg fosfataze z dwiema
gtéwnymi domenami: katalityczng oraz C2 wigzaca btone; dodatkowe domeny PEST/PDZ/PBD
reguluja stabilnos¢ i interakcje biatka. Biatko PTEN to kluczowy supresor nowotworowy regulujacy
szlak PI3K/AKT/mTOR (fosfataza PTEN defosforyluje PIP3, hamujac nadmierng aktywacje sciezki PI3K
AKT mTOR, co zapobiega niekontrolowanemu wzrostowi i przetrwaniu komorek), niemniej posiada
takze duze znaczenie w regulacji rozwoju ukfadu nerwowego. Wysokie poziomy ekspresji PTEN
podczas embriogenezy regulujg proliferacje progenitoréw, migracje neuronéw, wzrost
dendrytéw/aksonéw i polaryzacje komorek; delecja PTEN w okresie rozwojowym powoduje

hipertrofie neuronéw, makrocefalie, napady padaczkowe i deficyty poznawcze.

Funkcja PTEN w mézgu, w dojrzatym juz organizmie — poza rola biatka supresorowego — jest
mniej poznana. Ekspresja biatka PTEN jest widoczna w jadrach komorkowych, kolcach
dendrytycznych i zakornczeniach aksonalnych. PTEN petni role w regulowaniu plastycznosci
synaptycznej. Co ciekawe, dwufazowy efekt behawioralny poprzez zahamowanie PTEN moze

podwyzszac¢ wydajnos¢ pamieci, lecz jego przewlekta utrata skutkuje destabilizacja sieci neuronalne;j
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i neurodegeneracja, jak pokazano w omawianej pracy doktorantki. Autorka, wykorzystujgc dwie
komplementarne strategie metodyczne (badania prowadzone z wykorzystaniem linii CaMKllalpha-
CreERT2 z mejscowa, indukowang delecja genu Pten w neuronach pobudzajacych przodomézgowia,
oraz model oparty o podanie wektora wirusowego AAV-CaMKllalpha-Cre (Pten-AAV-KO) myszom
Ptenfl/fl, gdzie delecja genu Pten zostata ograniczona wyfgcznie do hipokampa) wykazata
krétkotrwate wzmocnienie pamieci przestrzennej po 7 tygodniach od usuniecia genu Pten, ktére
jednak ustepuje, gdy przewlekta deregulacja szlaku PI3K/AKT/mTOR prowadzi do postepujace;
degeneracji hipokampa i spadku sprawnosci poznawczej. Wyniki te unaoczniaja dwufazowg —
protekcyjng i potencjalnie neurotoksyczng — role PTEN w dorostym mozgu, co stanowi oryginalne i
istotne odkrycie wynikajagce z badan przeprowadzonych przez Panig mgr Chwin. Zmiany
obserwowane przez Doktorantke mogg by¢ takze przyczynkiem do opracowania nowego,
zwierzecego modelu spektrum autyzmu na co bytoby ogromne zapotrzebowanie w badaniach
neurobiologicznych. Jednak jak sama Autorka pracy krytycznie zauwaza, na podstawie uzyskanych

wynikéw takie stwierdzenie jest jeszcze przedwczesne.

Przediozona do oceny rozprawa doktorska stanowi kompleksowe, eksperymentalne studium
nad konsekwencjami delecji genu Pten w dojrzatych neuronach pobudzajgcych hipokampa. Autorka
z wykorzystaniem w/w modeli zwierzecych zbadata wptyw deregulacji szlaku PI3K/AKT/mTOR na
procesy uczenia sig, pamieci, zachowan spotecznych i parametry elektrofizjologiczne aktywnosci
neurondw CA1. Rozprawa liczy 151 stron zasadniczego tekstu, ktéry zestawiono w klasycznym
ukfadzie rozdziatow obejmujgcych: Wstep (s. 17 — 46), Cele (s. 47 — 48), Materiaty i metody (s. 49 -
80), Wyniki (s. 81 — 124), Dyskusja (s. 124 — 139), Podsumowanie i wnioski (s. 140 — 142) oraz obszerng
Bibliografie, obejmujgca ponad 600 pozycji. Pogladowe informacje ze wstepu pracy, wybrane
aspekty metodyczne a przede wszystkim materiat wynikowy zestawiono w 7 tabelach i 41 rycinach.
Nalezy podkresli¢, ze ich jednolita szata graficzna znaczgco utatwia lekture pracy. Zakres metodyczny
jak i szczegotowy opis wykonywanych doswiadczen oraz pasja naukowa konsekwentnego dazenia do
odkrycia i zbadania postawionego celu jaka daje sie odczu¢ miedzy wierszami tekstu utrzymanego w
ryzach profesjonalnej i naukowej sprawozdawczosci, wskazuje na dojrzatos¢ i duzg samodzielnos¢
doktorantki. Potwierdzaja to zresztg stowa bardzo oryginalnych podziekowan (,mogtam
by¢ Zosig Samosig...") — nieczesto spotykanych w tej formie, ale pokazujacych swietng atmosfere
towarzyszacg wykonywanej pracy. Jest to warte podkreslenia, bo partnerskie relacje miedzy
doktorantkg a jej bezposrednimi opiekunami, przektadaja sie nie tylko na jako$¢ prowadzonych
badan, ale stanowig motywacje do pokonywania przeszkéd w trudnym projekcie, ktérych z pewnoscia

nie brakowato.
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przedstawienia wynikéw, uwazam:

prawidtowe postawienie hipotezy badawcze] — Autorka logicznie wywodzi pytania
badawcze z poprzednich obserwacji dotyczacych roli miRNA i szlaku mTOR, formutujac
trzy precyzyjne cele, w tym rozréznienie efektéw rozwojowych i efektéw u dojrzatych

neurondw po delecji genu Pten;

dobér nowoczesnych modeli eksperymentalnych, adekwatnych do odpowiedzi na
postawione pytania — badania prowadzone réwnolegle na modelu z delecja PTEN w
przodomoézgowiu zestawione z badaniami obejmujgcymi selektywng delecje PTEN w

komdrkach CA1 hipokampa;

szerokie, multidyscyplinarne podejscie metodyczne, obejmujgce przygotowanie samych
modeli zwierzecych (prowadzenie hodowli zwierzat w oparciu o system indukowanych
mutacji warunkowych Cre/loxP, przygotowanie wektora AAV, podania stereotaktyczne),
weryfikacja skutecznosci mutacji, niezwykle bogaty pakiet testow behawioralnych w tym
wykonywanych z uzyciem zaawansowanego narzedzia jakim sg klatki IntelliCage,
podstawowe techniki biologii molekularej (Western blot, immunohistochemia) czy
eksperymenty elektrofizjologiczne, poparte réwniez samodzielng analizg wynikéw

wiaczajgc uzycie pakietu statystycznego R;

oryginalne wyniki — krétkotrwate ,,wzmocnienie pamieci” 7 tygodni po delecji PTEN, po
ktérym pojawia sie faza neurodegeneracji i spadek zdolnosci poznawczych, co stanowi
wazny wktad w zrozumienie réwnowagi miedzy plastycznoscig a homeostaza regulowana
przez PTEN,;

klarowna przeprowadzona dyskusja wynikéw odnoszaca sie réowniez do translacyjnego
potencjatu badan — Autorka trafnie pokazuje, ze prosty ,model autyzmu” nie daje sie tu
obroni¢, a PTEN peni raczej funkcje ,hamulca” dla zbyt szybkiej plastycznosci; warto przy
tym podkredli¢ spojnoséc narracji — mimo znacznej objetosci tekstu czytelnik prowadzony

jest ptynnie od hipotezy do wnioskéw a ujednolicona grafika utatwia lekture.

Przy tak obszernym materiale jakim jest praca doktorska, oczywiscie nie sposéb ustrzec sie od

drobnych btedéw jezykowych, zwtaszcza w pracy eksperymentalnej, pisanej w jezyku polskim, ktéra

opiera sie o anglojezyczne stownictwo zawodowe. Przy okazji recenzji takie bfedy sg czesto wytykane

Autorom przez oceniajgcych prace, ktdrzy powolujg sie na ,,obowigzek recenzenta”. Nie uwazam

takiego podejécia za stuszne. Co wiecej, w przypadku tej rozprawy doktorskiej nalezy zaznaczy¢, ze

liczba btedéw jest naprawde marginalna i nie przestania bardzo dobrego odbioru lektury i ptynnosci

tekstu.
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Praca doktorska jest napisana bardzo dobrze a kilka ponizej zestawionych zastrzezen stanowi

raczej punkt wyjécia do otwarcia dyskusji podczas obrony, nie dyskredytujgc sposobu prowadzenia

narracji przez Autorke, ani jakosci zaprezentowanych wynikéw.

1.

Wstep. Rozdziat ten obejmuje blisko 90stron i chwilami przypomina oddzielng
monografig, zawierajaca dygresje niezwigzane bezposrednio z hipoteza (np. szczegdtowe
dywagacje anatomiczne, ktére stanowig wiedze opisowg dostepng w atlasach i
podrecznikach). Moze niekoniecznie dobrym pomystem byto wstawienie do wstepu
szczegdtowego opisu klatki IntelliCage (w mojej ocenie jest to raczej aspekt metodyczny
pracy). Z kolei rozdziat o modelach zwierzecych w badaniach neurobiologii zostat
potraktowany chyba zbyt skréotowo. Autorka opisata tylko system Cre/loxP oraz modele
oparte o podania wektora AAV, w mojej ocenie zabrakio poréwnania do modeli opartych
o podania wektorow LVV (korzysci vs problemy) a takze odniesienia do przeciez
rewolucyjnej techniki edycji genéw CRISPR/Cas9 — by¢ moze nie majacej zastosowania w
konkretnym przypadku u Autorki pracy, ale stanowigcej o zmianie podejscia do transgeniki

takze w modelach in-vivo na przestrzeni ostatnich lat.

Aspekt réznic ptciowych. Autora analizowata kohorty zaréwno samic i samcéw w
rozmaitych paradygmatach behawioralnych, obejmujgcych m.in. ocene ogdlne;
aktywnosci, poziomu leku, pamieci spofecznej i interakcji spotecznych. Jednak
eksperymenty z udziatem klatek IntelliCage byty prowadzone wyfgcznie na samicach.
Jakkolwiek jest to zrozumiate ze wzgledéw metodycznych to jednak wymaga szerszego

wyjasnienia w kontekscie interpretacji wynikow.

Sposéb przedstawienia wynikéw. Na rycinach: ryc. 9 i 24 — brak skali na fotografiach
przedstawiajgcych wykonane barwienia na skrawkach hipokampalnych; wszystkie ryciny z
wizualizacjg wynikéw w postaci ,stupkéw” — brak pokazania indywidualnego rozktadu
danych w postaci punktowej, co jest obecnie standardem przyjetym we wszystkich juz

czasopismach naukowych.

Podsumowujac, stwierdzam, ze wyniki uzyskane przez Panig mgr Natalie Chwin sg bardzo

wartosciowe merytorycznie, zawierajg duzy element nowatorstwa i s3 dowodem biegtej znajomosci

skomplikowanych narzedzi badawczych. Przedfozona do oceny praca spetnia wszystkie wymogi

ustawowe stawiane rozprawom doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,

prezentuje wymagang wiedze teoretyczng Kandydatki w dyscyplinie naukowej oraz potwierdzaja

umiejetnos$c samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Recenzowana rozprawa doktorska spetnia

warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(Dz. U. 2018 poz. 1668). 4
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W  zwigzku z wysoka oceng merytoryczng pracy doktorskiej, godng podkredlenia
samodzielnoscig Doktorantki — zaréwno w zakresie wykonania szerokiego pakietu metodycznego
zrealizowanych badan jak i ich dojrzate] interpretacji — zwracam sie z wnioskiem do Rady Naukowej

Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego o wyréznienie przedstawionej do oceny
rozprawy doktorskiej.
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