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OCENA

pracy doktorskiej Pani mgr Bozeny Skupien-Rabian, zatytutowanej: ,,Analysis of influence of selected
antipsychotic drugs on the nuclear proteome of a rat brain cortex”. Ocena wykonana zostata na
zlecenie Przewodniczgcego Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagielloriskiego w
Krakowie, Prof. dr hab. Andrzeja Kozika.

Przedstawiona mi do recenzji praca wykonana zostata w Zakfadzie Biochemii Fizycznej, Wydziatu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego, pod kierunkiem Pani dr hab. Sylwii
Kedrackiej-Krok, prof. UJ.

Z przedstawionych informacji wynika, ze Doktorantka uczestniczyta w Interdyscyplinarnej Szkole
Doktorskiej “Spoteczerstwo-Srodowisko-Technologia” prowadzonej w latach 2013-2016 przez UJ,
otrzymata stypendium doktorskie w ramach konkursu NCN ETIUDA 5 (nr UMO-
2017/24/T/NZ3/00294) i w ramach tego stypendium odbyta stai naukowy w Instytucie Biologii
Uktadoéw Molekularnych, na Wydziale Biologii ETH Zurich, Szwajcaria, a w ramach programu
Erasmus+ odbyta staz w Centrum Regulacji Genomicznych w Barcelonie, Hiszpania. Ponadto Wydziat
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii byt partnerem Krajowego Naukowego Osrodka Wiodgcego
(KNOW) wspieranego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyiszego. Niezaleznie od tego
uczestniczyta w realizacji czterech projektéw badawczych (jeden wspétfinansowany przez EU, dwa
finansowane przez NCN i jeden finansowany przez MNiSW). Wedtug bazy Web of Science (dostep z
dnia 02.11.2021) Doktorantka opublikowata tgcznie 17 publikacji, ktére cytowane byty 189 razy, a
wspotczynnik Hirscha osiggnat wartos$é H=7.

Praca obejmuje 246 stron, wiaczajagc w to 81 rysunkow (w tym 76 w pracy i 5 w materiatach
uzupetniajgcych), 24 tabele (w tym 13 w pracy i 11 w materiatach uzupetniajgcych), dwa bloki
tekstowe w materiatach uzupetniajgcych zawierajgce polecenia uiyte w procesie budowania bazy
spektralnej i w docelowej ekstrakcji danych, a takze 405 pozycji literatury oraz wykaz dorobku
naukowego. Praca zawiera: streszczenie, spis uzytych skrotéw, wstep literaturowy zawierajacy
podstawowe informacje o obiekcie badan, metodach badawczych i schemacie eksperymentu, cele
badan, cze$¢ doswiadczalng z opisem metod badawczych i zastosowanych materiatéw, wyniki badari
z podziatem na stosowane metody badawcze, dyskusje, wnioski, spis cytowanej literatury, materiaty
uzupetniajgce, prawa autorskie oraz wybrane osiggniecia naukowe Doktorantki. Praca napisana jest
w jezyku angielskim ze streszczeniem dostepnym takze w jezyku polskim.

Rozwdj technik badawczych w naukach o zyciu, a w szczegdlnosci na poziomie badarn molekularnych,
pozwolit na nowe spojrzenie na przyczyny i mechanizmy powstawania i rozwoju choréb, a takie
dostarczyt nowych mozliwosci ich diagnostyki i zwalczania. Powoli przyzwyczajamy sie do
niezwyktych do niedawna osiggnie¢ w traktowaniu choréb nowotworowych z wykorzystaniem metod
biologii molekularnej, w tym edycji gendéw (przyktadowo CRISPR/Cas9) i stosowania szczepionek
mRNA. Te ostatnie udowodnity takze swoja przydatnos¢ w prewencji zakazen wirusem SARS-COV2.
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Celowo przywotatem tutaj choroby nowotworowe oraz trapigcg nas od dwéch lat pandemie COVID-
19, bo sg one hardzo dobrze rozpoznawane spotecznie, cho¢ nie zawsze akceptowane jest ich
istnienie i proponowany przez nauke sposéb postepowania. Zdecydowanie mniejsza jest wiedza i
spoteczne zainteresowanie chorobami o podfozu psychicznym, co w pewien sposéb znajduje swoje
odzwierciedlenie w niedoborach zardwno specjalistéw, jak i infrastruktury szpitalnej i dostepnosci
skutecznej terapii. Tym niemniej problemy dotyczace tej niedocenionej sfery zdrowia cztowieka
pozostajg bardzo istotne spotecznie i zastugujg na zwiekszong uwage i zwiekszone finansowanie. W
Swietle powyiszego zainteresowanie Doktorantki problemami dziatania lekdw przeciw
psychotycznych zastuguje na szczegdlne uznanie.

Manuskrypt rozpoczyna sie streszczeniem dobrze ujmujacym tre$é catej rozprawy. Nastepnie
Doktorantka przedstawita zarys informacji o zaburzeniach psychicznych, ze szczegdlnym
uwypukleniem schizofrenii oraz wyczerpujaca informacje o lekach przeciw psychotycznych i réznym
spektrum ich dziatania. Kolejno wskazane zostaty stabo reprezentowane w komodrce biatka
odpowiedzialne za kontrole transkrypcji (TF) i ich dominujgca frakcja okredlana jako biatka
wewnetrznie nieuporzgdkowane (IDP). Biatka te w znacznej liczbie zlokalizowane s3 w jadrze
komdrkowym. Kolejno scharakteryzowane zostato proteomiczne podejscie do analizy profilu biatek i
peptydéw komdrkowych z wykorzystaniem bezzelowych metod opartych na potgczeniu
chromatografii cieczowej i spektrometrii masowej oraz zaawansowanej analizy bioinformatycznej
widm masowych. Nastepnie przedstawiony zostat schemat wariantéw eksperymentu pozwalajgcego
na analize wzbogaconych jadrowych frakcji biatek IDP, oraz schemat pobierania tkanki kory
moézgowe]j szczura. Ta wstepna cze$¢ pracy przygotowana zostata z naleiyta uwaga i w znacznej
mierze oparta zostata na publikacjach wtasnych Doktorantki

W kolejnym rozdziale (rozdziat 2) przedstawione zostaty cele badawcze. Jako cel pracy przyjeto
analize wptywu przewlektego traktowania wysoce skuteczng klozaping i czesto terapeutycznie
stosowanym risperidonem na proteom jadrowy kory szczura. Poza tym wskazano piec¢ celow
szczegotowych, w zaftozeniu prowadzacych do osiagniecia gtéwnego celu pracy. Cele badawcze
zostaty przedstawione w sposéb czytelny i nie budzgcy watpliwosci, a zakres zaplanowanych do
wykonania prac budzi podziw.

W rozdziale materiaty i metody (rozdziat 3) przedstawione zostaty metody hodowli komdrek HEK293
(ludzkie embrionalne komarki nerki), izolowania jader komérkowych tych komaérek, izolowania biatek
jadrowych i biatek z petnego lizatu komérkowego, wzbogacenia frakcji biatek IDP, przygotowania
probek do analizy proteomicznej i warunki analizy z wykorzystaniem systemu chromatografii
cieczowe] sprzezonego ze spektrometrem masowym micrOTOF-Q Il (kwadrupolowy filtr mass i
analizator TOF). Do analizy uzyskanych wynikow wskazano wykorzystanie baz danych i narzedzia
bioinformatyczne do oceny biatek IDP i ontologii genédw (GO). Dla tak samo przygotowanych prébek
przewidziano ponowng analize z wykorzystaniem systemu spektrometrii mas Q Exactive
(kwadrupolowy filtr mass i analizator Orbitrap).

Nastepnie zostaty zaprezentowane warunki hodowli zwierzat (szczury), schematy podawania
badanych lekéw (klozapina i risperidon), pobierania tkanki z obszaréw kory mdzgowej i jej regionu
przedczotowego, homogenizacji tkanki i izolowania jgder komdrkowych, a nastepnie izolowania
biatek jadrowych i wzbogacania frakcji biatek IDP oraz przygotowanie prébek do badar metodg LC-
MS. Zaprezentowano trzy strategie badawcze: analize w trybie zaleznym od danych (data
dependent analysis — DDA), celowang analize proteomiczng (paralel reaction monitoring — PRM) oraz
analize w trybie niezaleznym od danych (data-independent acquisition-based - SWATH-MS). Podano
warunki pracy i zastosowany sprzet, a w dalszej kolejnosci strategie analizy uzyskanych wynikow wraz
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ze strategig przygotowania bibliotek widm masowych. Rozdziat ten zawiera wszystkie istotne
informacje dotyczace metod badawczych i materiatow uzytych w pracy.

W rozdziale czwartym, zatytutowanym Wyniki, przedstawione zostaty wszystkie uzyskane wyniki
badawcze wraz z wynikowymi analizami bioinformatycznymi. Rozdziat ten jest bardzo obszerny i
zajmuje 65 stron manuskryptu oraz dodatkowo 46 stron materiatdw uzupetniajgcych. Rozdziat
przygotowany zostat w sposéb czytelny i graficznie stosunkowo tatwy do analizy, cho¢ objetosc i
tadunek informacji zawarty w tym rozdziale stanowi spore wyzwanie dla czytelnika.

W kolejnym, pigtym rozdziale, zaprezentowana zostata Dyskusja uzyskanych wynikéw. Zapewne dla
utatwienia lektury tekst ten podzielony zostat na dwa podrozdziaty z dalszym podziatem odpowiednio
na cztery i dwie czesci. Nie wdajac sie w szczegbtowg ocene dyskusji naleizy stwierdzi¢, ie
Doktorantka podotata nietatwemu zadaniu analizy i dyskusji tak obszernego materiatu badawczego.

W élad za dyskusja przedstawione zostaty Wnioski zgrupowane w jedenastu punktach. Trudno oprze¢
sie wraieniu, ze Doktorantka dokonata w tym fragmencie manuskryptu skréconego podsumowania
catej pracy, a poszczegdlne punkty korespondujg z najwainiejszymi uzyskanymi osiggnigciami.
Zabrakto mi w tym miejscu podstawowego wniosku wskazujacego, ze zatozone cele pracy zostaly
osiagniete. Oczekiwatbym takze jednego lub dwdch wnioskéw natury bardziej ogélnej wynikajacych z
uzyskanych wynikéw, a odnoszacych sie do wplywu na komdrki kory mézgowej, lub skutecznosci
dziatania, badanych lekéw przeciw psychotycznych. Niezaleznie od mojego krytycznego podejscia do
przedstawionych wnioskéw, na uwage zastuguje ta wielkoskalowa eksperymentalna analiza
jadrowego subproteomu biatek IDP.

Czytajac i analizujac przedstawiong mi prace odniostem wrazenie pewnego rodzaju przerostu tresci
pracy w stosunku do tego, czego spodziewatem sig. Ten przerost w znacznym stopniu utrudniat
lekture, pomimo tego, Ze praca napisana jest fatwym i komunikatywnym jezykiem. Sproébuje
skonkretyzowaé swoje negatywne odczucia w celu poddania ich dyskusji:

1. Nie jest dla mnie zrozumiate, dlaczego Doktorantka zdecydowata sie wigczy¢ do pracy
opublikowane juz wyniki dotyczace badan proteomu komdrek HEK293. Przeciez wystarczyto
odwotaé sie do tych opublikowanych wynikéw i nie umniejszatoby to rangi pracy doktorskiej,
a W znaczacy sposéb zmniejszytoby objetos¢ manuskryptu i poprawito jego
komunikatywnosc.

2. Czy koniecznym byto wykorzystanie trzech réinych metod proteomiki bezzelowej (tryb
zalezny od danych (data dependent analysis — DDA), celowana analiza proteomiczna
(paralel reaction monitoring — PRM) oraz analiza w trybie niezaleznym od danych (data-
independent acquisition-based - SWATH-MS)? Jezeli tak, to poprosze o krdtkie wskazanie
odniesionych korzysci.

3. Czytajac tekst dysertacji odniostem wrazenie, ze uzyskane wyniki s3 w znacznej czesci
uzaleznione od zastosowanej metody badawczej. Czy moje odczucie jest fatszywe, a jezeli
nie, to jak mozna znormalizowa¢ uzyskane wyniki, aby uniezaleini¢ si¢ od metody
badawczej?

W kategoriach dyskusji bardziej ogdlinej chciatbym zapytac:

4. Dlaczego Doktorantka zdecydowata sie na prace z wykorzystaniem modelu zwierzecego, cho¢
sama stwierdzita w treéci pracy, ze wynikéw takich badar nie dajg sie przenie$¢ w sposob
bezposredni na organizm cztowieka? Tym bardziej, ze dostepne s neuronalne komérki z
obszaru kory mdzgowej cztowieka (przykfadowo HCN-1A, # CRL-10442 w katalogu American
Type Culture Collection)? Tym samym uzyskane wyniki moglyby by¢ bezposrednio
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analizowane z punktu widzenia organizmu czfowieka, a jednoczeénie moiliwa bytaby
rezygnacja z udziatu w badaniach zwierzat doswiadczalnych.

5. Czy przeprowadzono oceng stopnia udziatu komérek innych niz neuronalne w preparatach
uzyskanych z kory mézgowej szczura? Chodzi mi gtéwnie o komdrki tworzace kapilarne
naczynia krwionoéne? A jezeli nie, to czy obecnosé tych komérek w homogenacie mogta mieé
wplyw na uzyskane wyniki i mogta zaktécic ich analize.

6. Jaki byt powéd wykorzystania w doswiadczeniach z komérkami HEK293 dwdch réznych
systemow spektrometrii masowej réinigcych sie zasada pomiaru wartosci m/z (TOF i
Orbitrap). Jaki praktyczny wniosek wynika z poréwnania uzyskanych wynikéw?

7. Czy mechaniczne zeskrobywanie komérek z powierzchni naczynia hodowlanego ma zalety w
stosunku do enzymatycznego odczepiania komorek (trypsynizacja)?

Pomimo przedstawionych powyzej pytari i z natury krytycznych uwag stwierdzam, Ze praca jest
bardzo wartosciowa i wnosi istotne wartosci poznawcze, a przede wszystkim dokumentuje dobre
przygotowanie warsztatowe Doktorantki. Praca w catosci wpisuje sie w dziedzing nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscypline nauki biologiczne.

Wobec powyiszego oceniana praca spetnia wymagania stawiane w Ustawie o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku, z
pézniejszymi zmianami zamieszczonymi w Ustawie z dnia 21 kwietnia 2017 roku.

Przedktadam Radzie Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagielloriskiego wniosek

o dopuszczenie Pani mgr Bozeny Skupief-Rabian do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i
jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie ocenianej pracy.

Dabra-Nowiny, 08 listopada 2021
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