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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Walusia zostata przygotowana
w Katedrze Genetyki Molekularnej UL i w Institute for Basic Research in Developmental
Disabilities, Staten Island, USA. Roztozenie akcentéw na stronie tytutowej i szereg innych
punktow wskazujg jednak na to, ze punkt ciezkosci prowadzenia badan lezat po stronie
amerykanskiej.

Przed przystgpieniem do wiasciwej recenzji pracy doktorskiej sprawdzitem, czego
mozna dowiedzie¢ sie na temat Kandydata w bazie PubMed. Znalaztem liste 24 publikaciji,
z ktérych 12 miato tytuty odpowiadajgce zakresowi badan opisanych w pracy doktorskie;j.
Wszystkie publikacje pojawity sie w powaznych czasopismach. Szczegolne wrazenie
wywarto we mnie parokrotne publikowanie w J.Biol.Chem (if 4,77). Dane uzyskane za
posrednictwem PubMed znacza, po pierwsze, ze przeprowadzone badania przekroczyty
swoim zakresem zwyczajowe oczekiwania wobec prac doktorskich w Polsce. Po drugie,
poszczegdlne wycinki badan zostaty juz pozytywnie zweryfikowane przez co najmniej 24
recenzentow. Oba spostrzezenia wyprowadzone z informacji zawartych w PubMed nie
mogg pozosta¢ bez wptywu na charakter pracy recenzenta przesuwajgc akcent na sprawy
formalne i edytorskie.

Tematem przeprowadzonych badan byto ocena znaczenia mutacji genu
trojpeptydylowej transferazy | (TPPI) w zwyrodnieniowych chorobach spichrzeniowych
uktadu nerwowego z nakierowaniem zainteresowania na wariant CLN2. Znaczy to, ze
przedmiotem badan byto podtoze molekularne i genetyczne okreslonej choroby
neurodegeneracyjnej, co pozostaje w szerokim zakresie moich wtasnych zainteresowan i
pozwolito na kompetentng ocene rozprawy. Jednak juz w tym miejscu nalezy wypomnieé

autorowi, ze naprowadza na trop w zawity i chaotyczny sposéb. By nie by¢ gotostownym



wypunktuje stosowanie skrotu CLN2 na oznaczenie genu, biatka (tu pomocne jest na
szczescie konsekwentne i prawidtowe stosowanie duzych liter w kursywie i piSmie
prostym) oraz na oznaczenie symbolu wariantu choroby. Skroty-symbole pojawiajg sie juz
na stronie 8, gdzie objasnione sg jeszcze inaczej a mianowicie jako niebiatkowe sktadniki
ztogow. Nieco pézniej pojawia sie obszerna tabela, gdzie jako rozwiniecie skrotu pojawia
sie dla CLN2 tez nazwa choroby Jansky’ego-Bielschowsky’ego, prawie nieobecna dalej w
tekstowej czesci pracy. Oszalec.

Literaturowy wstep do rozprawy zostat napisany z wyraznym postawieniem
akcentu na biochemie i biologie komaorki. Dopiero podrozdziat ,molekularne podstawy
patogenezy” probuje wigzaé patologie molekularng z cechami klinicznymi i przebiegiem
choroby. Znaczy to, ze charakterystyka danego defektu strukturalnego w opisie doktoranta
znajduje odniesienie do alteracji oddziatywan z innym strukturami molekularnymi czy
subkomorkowymi a dalej do modulacji okreslonych szlakow metabolicznych. Fizjologia czy
patologia gdzie$ umykajg uwadze. Oczekuje, ze podczas obrony doktorant ustosunkuje
sie do kwestii i powie, czy sposréd wspomnianych 72 mutacji chorobotwérczych genu
CLN2 tylko dla trzech zmian mutacyjnych opisano efekt fenotypowy. Jezeli tak jest
rzeczywiscie, to w tym punkcie znajduje sie mocne uzasadnienie celowosci podjecia
badan nad mutacjami genu kodujgcego TPPI.

Lektura czesci doswiadczalnej pracy pokazuje, ze wykonano rzetelny i rozlegty
zakres badan na podstawie dobrze zazebiajgcych sie i logicznie uzupetniajgcych sie
technik laboratoryjnych. Jezeli wezniemy pod uwage korzystanie z takiego zestawu
technik jak ukierunkowana mutageneza, przygotowanie plazmidéw, hodowle komérkowe
(transferowane bakterie i linie komorek ssaczych), analize struktur subkomorkowych za
pomocg immunohistochemii i obserwacji pod mikroskopem konfokalnym, rozdziat i
oznaczenia ilodciowe biatek (Western blot i oznaczanie aktywnosci enzymatycznej), PCR i
sekwencjonowanie DNA (wyglada na to, ze sekwencjonowanie wykonywano na miejscu,
rzadkos¢ /!/, bez wysytania do zewnetrznego ustugodawcy), finezyjne doswiadczenia nad
interakcjg z cha peronami itd. Rozlegtos¢ i biegtos¢ w postugiwania sie takim spectrum
technik laboratoryjnych budzi petne uznanie dla doktoranta.

Opis wynikow doswiadczen zostat przedstawiony rzeczowo i kompetentnie.
Materiat ilustracyjny wtasciwie podpiera warstwe stowng i numeryczng. Po mnogosci
szeregu szaro-czarnych ilustracji wynikow badan biatkowych sympatyczne interludium
stanowi kolorowe obrazowanie lokalizacji TPPI i mutein za pomocg mikroskopii
konfokalnej Poza wrazeniami estetycznymi obrazy sg merytorycznie przekonywujace.
Wysoko oceniam siegniecie po podejscie z pogranicza biofizyki do oceny stabilnosci
struktury biatkowej TPP1 i fatdowania powierzchni, co z kolei wptywa na aktywno$¢

biologiczna.



Poniewaz z zatozenia recenzent tropi niedociggniecia, btedy etc. dlatego ponizszy
fragment recenzji skupia sie na tych wtasnie sprawach. Oto one:

e Badania nad wptywem mutacji na zmiane stabilno$ci TPP1 oparte sg o obliczenia
energii swobodnej na podstawie stosownych baz danych. Autor okresla to jako
.teoretyczne okreslenie...” wyraznie traktujgc stowo teoretyczne jako
przeciwstawienie pojeciu eksperymentalne. Nie, chemia organiczna juz od dawna
stosuje pojecie ,molecular modeling” na tego typu obliczenia strukturalne bez
nazywania tego podejscia teoretycznym. Co prawda rozmawiatem z ludzmi
stojacymi analize struktury genu in silico (réwniez wykorzystywang w rozprawie) i
tez okreslili to podejscie podobnie jak doktorant. Oczekuje podjecia tej sprawy

podczas obrony.

Drugg niekonsekwencjg jest czeste wprowadzanie elementéw dyskusji do
omawiania wynikow. Zauwazam jednak, ze na ogét dobrze to stuzy uzasadnieniu
podejmowania kolejnych doswiadczen, nowych technik a wiec ten zarzut

pomijamy.

Terminy aktywnos¢, stezenie i poziom biatka stosowane sg btednie jako
zamienniki. Wiem, ze czasami oznaczamy stezenie produktu reakcji jako
wyznacznik aktywnosci. Jednak wymienne stosowanie terminologii w jednym

akapicie nie sprzyja jednoznacznosci wyrazania mysli.

Brakuje uzasadnienia doboru linii komérkowych dla przeprowadzonych
doswiadczeh.

Na str. 16 omowiono badania przeprowadzone na moézgach pacjentéw chorych na

CLN2 i mézgach kontrolnych (!). Nie wolno zdania skraca¢ tak bardzo, bo

wydzwiek jest straszny. Na szczescie krytykowany fragment nie dotyczy badan

wiasnych ale sformutowanie musi by¢ pozbawione niewtasciwych konotac;ji.

Dyskusja odnosi wyniki wtasne do ustalen literaturowych, stwarzajgc mozliwosé

weryfikacji ustalen opisanych w rozprawie. Niemniej - w zgodzie z koncepcjg pracy —
dyskusja dotyczy w ogromnej wiekszosci poziomu molekularnego i komérkowego i tym
samym wnioskowanie na temat powstania przebiegu i leczenia badanej choroby w
znacznym stopniu pozostawia zdolnosci czytelnika do dedukcji. Z pewnos$cig wynikéw nie
mozna przenosi¢ wprost na fizjopatologie i patologie cztowieka z racji zastosowania
zwierzecych linii komoérkowych jako modelu doswiadczalnego. Zwierze to nie cztowiek a
linie nawet najlepiej dobrane nie oddajg rzeczywistosci, w ktérej komorki zyjg pozostajgc w
otoczeniu innych komoérek i sg przez niekontrolowane. Nie zmienia to faktu, ze
przeprowadzone badania stanowig kolejny krok do zrozumienia mechanizmu patogenezy

w nastepstwie zmian strukturalnych i nastepowej dysfunkcji TPPI.



Z zupetnie niejasnych powodow dyskusja zawiera jeszcze niezty pakiet wynikéw, ktére
powinny znalez¢ sie w innym miejscu.

Whioski z przeprowadzonych badan zostaty spisane w o$smiu punktach i wiasciwie
stanowig nieco uogolnione wyniki doswiadczen. Taka wtasnie generalizacja i jeden krok
poza bezposredni wynik jest dla mnie wnioskiem z badan. Jak juz wspominatem wyzej nie
jestem przekonany do koncepcji pracy, ktorej motywem nosnym jest analiza
molekularnego podtoza choroby a przeprowadzone badania nie dochodzg do samej
choroby.

Uktad rozprawy jest niemal typowy dla rozpraw promocyjnych z wyjatkiem
umieszczenia sekcji ,Uzasadnienie podjecia tematu i cel pracy” po materiatach i metodach
a przed wynikami. Przywyktem do umieszczania celu pracy przed materiatami i metodami,
bo najpierw wyktadamy dlaczego podejmujemy temat i dopiero wtedy prezentujemy jak i
czy i na czym zamierzamy prowadzi¢ badania.

Forma rozprawy pozostaje znacznie w tyle poza meritum. Jezyk jest trudny a szyk
zdan bywa tak zawity, ze autor tez tracit nad nim kontrole i fragmenty koncowe nie pasujg
sktadniowo do poczatku. Interpunkcja tez nie doczekata sie petnej poprawnosci.
Domyslam sie, ze rozprawe krytycznie czytat nie tylko doktorant. Dowodem jest
pozostawienie na str. 12 dwdch fatalnych btedéw ortograficznych. Znaczy to dla mnie, ze
gdzie indziej zostaty dostrzezone a tutaj uwaga uciekta i btedy w dublecie zostaty. Tekst
rozprawy poprzedza objasnienie skrotow niestety zbyt waskie. Juz na pierwszej stronie
tekstu trafitem na nieobjasniony skrét. Wiele z nich jest rozwinietych po pierwszym
wprowadzenie ale przy mnogosci skrétéw zachodzi koniecznosé cofania sie do miejsca,
gdzie objasnienie uzyto po raz pierwszy,

Dtuga liczba zarzutéw, ktore postawitem rozprawie nie jest jednak w stanie zmieni¢
obrazu catosci, ktory powstat w wyniku szerokich i rzetelnych analiz molekularnych oraz
komérkowych. Zaimponowat mi rozmach instrumentarium. Wyniki zdecydowanie
poszerzajg stan wiedzy podstawowej a przejscie na poziom kliniczny wydaje sie by¢ w
zasiegu reki. Ogdlnie wiec praca dostarcza bogactwo informacji w dziedzinie
niedostatecznie zbadanej i stanowi dobry punkt wyjscia do przejscia na poziom kliniczny.
Tym samym jestem zdania, ze recenzowana rozprawa catkowicie spetnia wymagania
stawiane pracom doktorskim i rekomenduje Radzie Wydziatu dopuszczenie Kandydata do

nastepnych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. med. dr hab. Krzysztof Szyfter



