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Ks. Trojdena 4, 02-109 Warszawa

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Zygmunt, pt. ,,Wplyw lekow
psychotropowych na ekspresje alternatywnych transkryptow w mozgu"'.

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani magistr Magdaleny Zygmunt
opisuje wyniki badan, ktoérych bezposrednim celem byto opisanie zmian ekspresji genow w
jadrze potlezacym przegrody oraz w korze przedczotowej w odpowiedzi na podanie 6
réznych lekéw psychotropowych (halpoeridol, rysperydon, mianseryna, wenlafaksyna,
metamfetamina i ketamina). Natomiast celami dtugofalowymi niniejszej rozprawy byly, z
jednej strony okreslenie poziomu ekspresji dotychczas stabo przebadanych form
transkryptow, ktore nie koduja biatek, oraz stworzenie nowej klasyfikacji lekow
psychotropowych w oparciu o sygnatury odpowiedzi na ich podanie na poziomie
molekularnym. W swoich badaniach, Doktorantka wykorzystata sekwencjonowanie nowej
generacji jak i zestawy danych uzyskanych przez innych badaczy. W efekcie
przeprowadzonych badan i analiz, Doktorantka, doszta do wniosku, iz obserwowane profile
ekspresji gendow mozna podzieli¢ na 4 podstawowe grupy a poszczegdlne leki maja na nie
czesciowo odmienny wptyw. Ciekawa i oryginalng obserwacja bylo to, iz w odpowiedzi na
badane leki, zwigksza si¢ liczba transkryptow kodujacych biatka, za§ znacznemu obnizeniu
ulega liczba transkryptow niekodujacych, w tym przede wszystkim przetworzonych
transkryptow. Przedstawione wyniki nie dostarczajg ostatecznej odpowiedzi na temat jaka
powinna by¢ wiasciwa klasyfikacja lekéw psychotropowych w oparciu o dane uzyskane z
profilowania genéw. Jednak stanowig bardzo obszerny opis zmian ekspresji genow W
wybranych strukturach mézgu pod wptywem szesciu badanych lekéw. Pozwalajg stwierdzic,
ze pomimo tego, iz dane leki sg stosowane w podobnych stanach chorobowych ich wptyw na
ekspresje gendéw w mozgu jest rozny. Wskazujg rowniez, ekspresja, ktorych genéw nie bedzie
stanowita dobrego dyskryminatora w tworzeniu nowej klasyfikacji lekéw psychotropowych.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczaca 129 stron maszynopisu ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich.
Rozprawe rozpoczynaja streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz liczacy 20 stron
Wstep, zawierajagcy 8 glownych podrozdziatow, ktore wprowadzajg czytelnika w zakres
badan opisanych w rozprawie. Po Wstepie, Doktorantka zamiescita cel gtowny oraz cele
szczegblowe rozprawy a nastgpnie opis materiatow 1 metod, podzielony na 7 gléwnych
podrozdziatéw (14 stron). Wyniki, liczace 25 stron podzielone zostaty na 9 podrozdziatow,
ktéore mozna pogrupowa¢ w 3 gldwne czeSci tematyczne dotyczace: opisu wynikoéw
eksperymentow RNAseq oraz analiz bioinformatycznych, potwierdzenia obserwowanych
zmian przy uzyciu alternatywnego podejscia eksperymentalnego (analiza ekspresji wybranych
gendw) oraz szczegotowego opisu zmian poziomu ekspresji nowo zidentyfikowanej izoformy
Dclkl — Dclk1-m. Nastepujaca po tym rozdziale osiemnastostronicowa Dyskusja omawia
wybrane najwazniejsze problemy naukowe rozprawy. Praca doktorska pani mgr Zygmunt
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konczy si¢ syntetycznym podsumowaniem i wnioskami, wykazem wybranych skrotow,
spisem rycin, piSmiennictwem i zestawem tabel uzupetniajgcych.

Ocena merytoryczna

Wstep ocenianej rozprawy jest syntetyczny i omowione W nim zostaly wszystkie zagadnienia
konieczne dla zrozumienia celéw rozprawy jak i uzyskanych wynikow. Pierwszy podrozdziat
Wstepu dotyczy metod klasyfikacji lekow psychotropowych. Kolejne czgéci skupiajg si¢ na
zagadnieniu regulacji ekspresji gendéw, zarowno na poziomie ogdlnym jak 1 w kontekscie
uktadu nerwowego. Nastepnie, Doktorantka omoéwita do$¢ skrotowo jak metody
sekwencjonowania gendw pozwalajg analizowac¢ sieci wspotregulowanych gendéw. Koniec
Wstegpu stanowi powrdt do zagadnienia klasyfikacji lekow psychotropowych ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich molekularnej klasyfikacji i uzasadnienia koniecznosci jej opracowania.
W mojej ocenie lektura Wstgpu dobrze wprowadza w zagadnienia opisywane w dalszych
czgsciach doktoratu i nie mam powazniejszych uwag. Jednakze, chcialbym zwréci¢ uwage
Doktorantki, iz Kandel, Carlsson i Greengard formalnie otrzymali Nagrod¢ Nobla nie, jak
napisata, za badania nad fizjologicznymi podstawami mechanizméw pamieci ale za odkrycia
dotyczace transdukcji sygnatu w uktadzie nerwowym. Moja uwage zwrocito tez stwierdzenie
w podrozdziale 6 Wstepu (str. 24), ze mechanizm dziatania mMIRNA w kolcach
dendrytycznych polega na modulacji fosforylacji bialek. Przyznam, iz jest do dla mnie dos¢
duza nowos$¢, pomimo wieloletniej pracy nad regulacja translacji w dendrytach,
mechanizmami regulacji plastyczno$ci strukturalnej oraz pewniej wiedzy na temat dzialania
mikroRNA. Bede wdzigczny za wyjasnienia W trakcie obrony rozprawy.

Cele rozprawy. Jako glowny cel pracy Doktorantka postawita sobie ,okreslenie
alternatywnych wariantow gendéw, nickodujacych RNA, oraz mechanizméw regulatorowych,
ktorych aktywacja jest powigzana z farmakologicznymi wlasciwosciami lekow
psychotropowych”. Dodatkowo sformutowane zostaly 3 cele szczegdlowe dobrze
odzwierciedlajace kierunki badan podjetych w dalszej czeSci rozprawy. Z obowigzku
recenzenta, zwroce uwage, na dos¢ niefortunne sformutowanie celu nr 3, czyli potwierdzenie
istnienia wczesniej nieznanych wariantéw. Jesli co$ wczesniej nie byto znane, to W mojej
ocenie trzeba to najpierw odkry¢ a dopiero pdzniej potwierdzic.

Materialy i Metody. \Wszystkie metody niezbedne do realizacji zatozonych celow zostaty w
mojej ocenie opisane w sposob doktadny i zrozumiaty 0s6b dysponujacych odpowiednim
do$wiadczeniem 1 umiejetnosciami. Na szczeg6lne podkreslenie oraz pochwale zastuguje
interesujace podejscie do analizy danych w oparciu o poréwnanie danych uzyskanych z przez
Doktorantke z danymi sekwencjonowania z pojedynczych komoérek nerwowych. Warto tez
podkresli¢, iz w swojej rozprawie doktorantka wykorzystata nowoczesne metody badania
ekspresji genow, w tym sekwencjonowanie nowej generacji pozwalajace na uzyskanie duzo
szerszego obrazu zmian ekspresji genow niz wciaz jeszcze stosowane mikromacierze.

Wyniki. Pierwsza, cze$¢ rozdziatu Wyniki opisuje poroéwnanie wplywu podania
poszczegolnych lekow na profile ekspresji genow uzyskane przy uzyciu sekwencjonowania
nowej generacji oraz analizy bioinformatyczne. Doktorantka, w pierwszej kolejnosci,
okreslita proporcje poszczegdlnych klas transkryptow ulegajacych zmianie pod wplywem
lekow w porownaniu do zwierzat naiwnych. Analiza ta, pozwolita stwierdzi¢, iz glowne
grupy zmieniajacych sie transkryptow stanowig transkrypty kodujace biatka oraz tzw.
transkrypty przetworzone (odpowiednio wzrost i spadek). Dodatkowo, Doktorantka zbadata
odsetek genow, ktorych ekspresja byla regulowana lekami, pod katem wystepowania
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alternatywnych izoform, jak réwniez alternatywnych miejsc startu transkrypcji i konca
transkryptu. Kolejne analizy uzyskanych danych pozwolity wykazaé, iz transkrypty o
zmiennych profilach ekspresji mozna pogrupowaé w 4 zasadnicze grupy, ktorym mozliwe
byto przypisanie czynnikéw transkrypcyjnych, najprawdopodobniej odpowiedzialnych za
obserwowane zmiany (np. w przypadku grupy 1, receptor glukokortykoidow oraz ZMIZ1).
Dzigki temu grupowaniu, mozliwe byto stwierdzenie, iz poszczegolne leki w réznym stopniu
wplywaja na poszczegédlne grupy transkryptow (np. w przypadku grupy 2 i kory
przedczotowej silny efekt miat haloperidol zas w korze przedczotowej metamfetamina).
Kolejnym etapem analiz byta proba okreslenia, jaki typ komoérek odpowiada za zmiany
ekspresji poszczegbdlnych grup transkryptow w odpowiedzi na leki. W tym celu, Doktorantka
porownata uzyskane przez siebie dane z wynikami sekwencjonowania pojedynczych komorek
kory wzrokowej, opublikowane wcze$niej przez Tasic i wsp (2016). Jest to bardzo ciekawy
zabieg, stosowany coraz czgsciej w przypadku, kiedy nie dysponujemy sami mozliwoscia
wykonania tzw. ,,single-cell sequencing”. W efekcie, Doktorantka stwierdzita, iz transkrypty
przynalezace do grupy 1 najprawdopodobniej byly regulowane w komodrkach glejowych,
podczas gdy grupy 2 w neuronach pobudzajacych. Mam jednak pytanie do Doktorantki, na ile
na jej wyniki moze mie¢ wptyw fakt, iz dane sekwencjonowania pojedynczych komorek
dotyczyty kory wzrokowej. Szczegdlnie, pordwnanie z komoérkami jadra potlezacego wydaja
mi si¢ narazone na problemy interpretacyjne zwiazane z inng lokalizacja w mo6zgu. Poniekad,
wilasne wyniki Doktorantki wskazuja, iz odpowiedz komoérek w korze rozni si¢ od efektow
profilowania jadra potlezacego przegrody.

W pozostatych czg¢sciach Wynikow Doktorantka skupita si¢ na potwierdzeniu zmian
ekspresji wybranych genow przy pomocy metody RT-PCR i analizie ekspresji alternatywnych
wariantow tych gendéw. Krotko mozna podsumowaé, iz w duzej mierze przeprowadzone
eksperymenty potwierdzilty wyniki sekwencjonowania. Natomiast duzo uwagi Doktorantka
poswigcita genowi Dclkl. Badania te wykazaty, iz leki réznicowo indukuja ekspresje
poszczegdlnych izoform Dclk-1. Ponadto, Doktorantka odkryta nowsa izoforme¢ Dclk-1 —
Dclkl-m. Transkrypt ten byt wykrywany sondami 3 i 4, ktore nie powinny byly wykrywac
innych transkryptow. Dlatego nie jest dla mnie jasne, dlaczego wyniki uzyskane dla tych sond
(np. poréwnanie NAc, sita efektow MIA i RISP, Ryc. 23) sa rozne (podobnie Ryc. 24).
Ostatni podrozdziat Wynikoéw zatytutowano ,,Potencjalne funkcje nowo wykrytego wariantu
Dclk1”. Niestety w mojej ocenie tytul jest nieadekwatny do zawarto$ci. W opisywanych
badaniach podjeto probe stwierdzenia, czy Dclk1-m koduje produkt biatkowy, ktora zreszta
nie doprowadzita do ostatecznej konkluzji. W tym konteks$cie zastanawia mnie dlaczego
analizowano lizaty biatkowe z prazkowa po podaniu mianseryny chociaz, wyniki
przedstawione na rycinie 23 sugeruja, iz duzo wyzsza zmian¢ w poziomie transkryptu
obserwowano w przypadku podania tego leku w korze przedczotowej?

Jednak pomimo moich uwag krytycznych, badania opisane w podrozdziale Wyniki
dostarczajg wielu istotnych i ciekawych informacji w kontekscie rozumienia molekularnych
efektow dziatania lekow psychotropowych.

Dyskusja. Dyskusja przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej pani mgr Zygmunt
pokazuje, iz Doktorantka posiada duza wiedze i  zdolnos¢ trafnego podsumowania
uzyskanych wynikow na tle istniejacej wiedzy. Posiada tez, sporg doze¢ krytycyzmu,
pozwalajaca jej okresli¢ ograniczenia uzyskanych przez nig wynikéw do stworzenia nowego
rodzaju klasyfikacji lekow psychotropowych. Natomiast chciatbym si¢ odnies¢ do dwoch
drobnych kwestii poruszonych w Dyskusji. W pierwszym akapicie tego rozdziatu (str. 71)
Doktorantka podjeta probe odpowiedzi na pytanie czy efekty podania lekow myszom bedg
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uzyteczne w kontek$cie ludzi. Musze¢ stwierdzi¢, ze nast¢gpnie Doktorantka udziela
odpowiedzi na zupelnie inne pytanie tzn. dlaczego mysz jest wygodnym modelem
eksperymentalnym. Z kolei, na stronie 87 Doktorantka stwierdza, iz jej zdaniem badania
ekspresji izoform Dclkl nie powinny by¢ prowadzone w modelach in vitro. Mysle, ze ze
wzgledu na ograniczong dostgpng wiedze jest to wniosek dos¢ pochopny. Fakt, iz w dwoch
czy trzech badaniach nie uwzgledniajgcych réznego typu komorek nerwowych w hodowli z
pelnym profilowaniem przez okres okoto 4 tygodni nie mozna tego stwierdzi¢. Co wigcej,
argumenty zawarte przez Doktorantke na temat nieadekwatnosci badania komorek
nerwowych in vitro, oparte sa btednym zatozeniu, iz komodrki pobrane z embrionalnego
moézgu nie sg w stanie dojrze¢ w hodowli in vitro. W tym kontekscie, chciatbym zwrocié
Doktorantce uwage na bardzo wazng pracg Dabrowskiego i wsp. (2003) wskazujacg, iz
profile ekspresji genéw neurondéw hipokampa dojrzewajacych w hodowli in vitro mozna
bardzo dobrze odnies¢, wrecz z doktadnoscia co do dnia, do profili ekspresji genow w mozgu
dojrzewajagcym postnatalnie. A zatem fakt, iz komorki zostaly wyizolowane przed
urodzeniem nie oznacza, iz nie nadajg si¢ one do studiowania biologii molekularnej,
komorkowej 1 fizjologii dojrzatych komoérek nerwowych.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest przygotowana w przewazajacej czesci
starannie i Doktorance udato si¢ unikna¢ wigkszej liczby bledow edytorskich. Jednak,
pomimo tego, iz zwykle nie komentuj¢ potknigé¢ edytorskich nie moge przej$¢ do porzadku
dziennego nad pierwszymi dwoma stronami Dyskusji. Tu w mojej ocenie Doktorantka nie
dotozyta nalezytej starannosci gdyz liczba bltedow edytorskich jest zatrwazajaca. Druga
uwaga krytyczna jest taka, iz w wielu miejscach rozprawy nie podano rozwini¢¢ stosowanych
skrotow (nNp. nazw czynnikoéw transkrypeyjnych). Czgsto ich wyjasnienie, nie znajduje si¢ tez
w wykazie skrotow zawartym na koncu rozprawy.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani
mgr Magdaleny Zygmunt spetnia wymagania okreslone odpowiednimi przepisami. Wyniki
zostaly uzyskane za pomocg adekwatnych metod i przyczynily si¢ do poszerzenia naszej
wiedzy na temat wptywu lekow psychotropowych o réoznym mechanizmie dzialania na
ekspresje genow w mozgu, co stanowi istotny wstep dla lepszej klasyfikacji tych lekow i ich
skuteczniejszego stosowania. W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Naukowej Instytut
Farmakologii PAN o dopuszczenie pani mgr Magdaleny Zygmunt do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
NA%/WO(K@A)

Prof. dr hab. Jacek Jaworski
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