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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marii Czarnek
pt. ,Badanie proteolizy i aktywnosci biologicznej domeny zewnatrzkomérkowej
mysiej neureguliny 2”

Rozprawa powstata w Zaktadzie Biochemii Komorki Wydziatu Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii UJ pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny Berety i podejmuje temat proteolizy
neureguliny 2. Jest to ligand nalezacy do rodziny naskdérkowego czynnika wzrostu (EGF)
aktywujacy dwa sposréd czterech typdw receptoréw ERBB, z ktérych bodaj najlepiej poznany
jest receptor ERBB1 aktywowany przez EGF. Aktywnos$¢ biologiczna neuregulin, w tym
neureguliny 2 jest stabiej poznana i badania Pani mgr Czarnek zmierzaty do wypetnienia tej
luki. Rozprawa ma klasyczny uktad, jej Wstep przynosi wyczerpujacy przeglad literatury na
temat struktury receptoréw z rodziny ERBB i mechanizméw molekularnych, ktére sprawiaja,
7e ich aktywno$¢ lezy u podstaw kluczowych procesow zyciowych komorki. Z tych tez
powodéw dysfunkcja receptordw tej rodziny prowadzi do zaburzenh rozwoju embrionalnego,
funkcjonowania m.in. uktadu nerwowego i miesni oraz jest istotna w nowotworzeniu. Ten
ostatni watek jest potraktowany z duza uwaga. Doktorantka dokonata m.in. krytycznego
przegladu lekéw — przeciwciat i inhibitorow aktywnosci receptoréw ERBB stasowanych w
réwng doktadnoscia scharakteryzowata ligandy receptoréw ERBB, w tym neureguliny, a na
koniec enzymy katalizujace kontrolowang proteolize form prekursorowych tych biatek.

Sposdb prezentacji wymienianych zagadnieri we Wstepie budzi podziw. Pomimo szerokiego
zakresu danych (w samym Wstepie cytowanych jest ponad 200 publikacji), informacje
zaprezentowane s3 w sposob przejrzysty i usystematyzowany. Zakres tematyczny Wstepu jest
umiejetnie sprowadzony do przejrzystego kompendium wiedzy na wymienione wyzej tematy
i dobitnie wskazuje, ze Doktorantka porusza sie swobodnie w omawianym temacie i jest
obdarzona umiejetnoscig syntezy danych. Wstep jest dobrym wprowadzaniem do rozprawy,
uzasadnia celowo$é¢ podjetych badan, ktére zmierzaty do wykrycia enzymoéw katalizujacych
proteolize neureguliny 2 i zbadania wptywu tego ligandu receptoréw ERBB2/3 na komorki
nowotworowe i komérki érédbionka. Dodatkowo Doktorantka zmierzata do identyfikacji
proteaz odpowiedzialnych za proteolize receptora EGF, ktdra jak sie okazato z Jej badan,
towarzyszy aktywacji komorek przez neureguling 2.
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Obszerng cze$é¢ pracy doswiadczalnej zajmuje identyfikacja enzymdw, tzw. szedaz,
dokonujgcych proteolizy wyjsciowe] transbtonowej formy neureguliny 2 i uwolnienie jej
zewnatrzkomérkowego, aktywnego biologicznie fragmentu. W tym celu Doktorantka uzyskata
trzy linie komérek modelowych: uniesmiertelnione mysie fibroblasty embrionalne MEF,
komérki mysiego czerniaka B16F10 i komorki mysiego nowotworu jelita grubego MC38CEA,
ktére na skutek transdukcji wektorem lentiwirusowym nadprodukowaty neureguling 2,
najpierw w formie pozbawionej niewielkiego fragmentu z jej C korca, a w dalszej czesci badan
- petnego biatka. W identyfikacji proteaz neureguliny 2 Doktorantka postuzyta sig szeregiem
inhibitorow réinych klas proteaz, wyciszaniem kodujgcych je genéw przy uzyciu
interferujgcego RNA (siRNA), a takze nadprodukcja proteaz BACEL i BACE2 oraz kombinacja
niektérych z tych czynnikow. Dodatkowo, do komdrkach MEF pozbawionych metaloproteazy
ADAM10, umiejetnie wprowadzata gen neureguliny 2 i obnizata ekspresje genu kodujgcego
proteaze ADAM17, a takze wprowadzita ponownie do tych komérek proteazy ADAM10, BACE1
lub BACE2. W otrzymanych komédrkach analizowata poziom formy transbtonowej neureguliny
2 i uwalnianego fragmentu zewnatrzkomoérkowego (dla poréwnania w niektérych wariantach
badata tez proteolize lepiej poznanej neureguliny 1) oraz okreslata poziom mRNA badanych
biatek. Takie wszechstronne podejscie pozwolito jej ustali¢, ze w uktadzie modelowym za
uwalnianie zewnatrzkomdrkowej, aktywnej formy neureguliny 2 odpowiadajg proteazy
ADAM10, BACE2, z potencjalnym udziatem BACE1.

Z uwagi na mézgowa lokalizacje endogennej neureguliny 2 i ADAM10 Doktorantka dazyta do
ustalenia, czy wykryte enzymy odpowiadaja za proteolize tego biatka w neuronach.
Indukowata zatem synteze neureguline 2 wyposazone] w odpowiednie metki w neuronach
pierwotnych i potwierdzita wrazliwos¢ jej proteolizy na inhibitory wytypowanych proteaz.
Wykazata tez obecno$é transkryptu Bace2 (obok spodziewanej obecnosci mRNA neureguliny
2 i ADAM10) w wybranych strukturach moézgu myszy oraz wspétwystepowanie proteazy
BACE2 i neureguliny 2 wykonujac barwienia immunohistochemiczne skrawkéw tych mézgdw.
Na koniec Doktorantka powrdcita do badan komdrek nowotworowych, aby wykazac, ze
neuregulina 2 po odcieciu fragmentu zewngtrzkomdrkowego ulega proteolizie w obregbie
fragmentu transblonowego przez y-sekretaze, analogicznie do neureguliny 1. Wykazata tez, ze
obie funkcjonalne pochodne pro-neureguliny 2, zardwno zewnatrz- jak i
wewnatrzkomoérkowa, ulegaja modyfikacjom potranslacyjnym.

Powyzszy skrétowy opis badan bardzo wyraZnie pokazuje, ze prowadzone przez Doktorantke
analizy wyrozniaty sie dociekliwoscia i wielostronng weryfikacjg uzyskiwanych danych.
Wszystko to pozwolito Doktorantce na uzyskanie rzetelnych wynikéw w wiekszosci
opublikowanych w autorskiej pracy w Molecular Neurobiology.

Doktorantka dyskutuje w rozprawie uzyskane wyniki na temat proteolizy neureguliny 2
konfrontujac je z dostepna literaturg i osadzajgc je jednocze$nie w kontekscie aktywacji
neuronalnych receptoréw dla glutaminianu (ktére indukuja proteolize neureguliny 2 przez
ADAM10), a takze dojrzewania synaps glutaminergiczych. Jest §wiadoma ograniczen wtasnych
badar (np. praca z nadprodukowang, a nie endogenng neureguling 2), ale potrafi tez wykazac
ograniczenia cytowanych prac i zaproponowa¢ na tej podstawie doswiadczenia, ktdre
mogltyby przyniesé rozstrzygniecie dyskutowanych watkdw.



Dopetnieniem zaprezentowanych badai sa wyniki wstepnych doswiadczen nad
proteolitycznym zrodtem powstawania skréconych ufosforylowanych form receptora EGF w
komérkach linii MDA-MB-468 ludzkiego raka sutka stymulowanych przez neureguliny. Takie
skrédcone formy receptora EGF nie s3 rozpoznawane przez przeciwciata stosowane w terapii
niektérych nowotworéw, na co Doktorantka zwraca uwage w Dyskusji, i co daje dodatkowy
asumpt do badan nad ich geneza i aktywnoscig biologiczna.

Omawiane badania oceniam wysoko, niemniej jednak mam do nich kilka pytar:

1. Z jakiego powodu wyniki badan nad proteoliza neureguliny 2 nie sg opatrzone analiza
istotnosci statystycznej réznic? Taka analiza pojawia sie w dalszej czesci rozprawy.

2. Na prezentowanych ilustracjach blotéw brakuje markeréw masy czgsteczkowej. Opisy
umieszczone pod Rycinami tylko w pewnym stopniu kompensuja ten brak. Z uwagi na wykryte
przez Doktorantke modyfikacje potranslacyjne badane biatka migrowaty w zelu
poliakryloamidowym inaczej niz wynikatoby z ich realnej masy czasteczkowej, ale to raczej nie
jest powéd decyzji o rezygnacji z opisu pozycji markeréw, ktére z resztg pojawiaja sig¢ w
niektérych czesciach rozprawy.

3. Udziat BACE, najprawdopodobniej BACE2 w proteolizie neureguliny 2 w komdrkach
BF16F10 udato sie wykryé dopiero po jednoczesnym podaniu inhibitorow proteaz BACE i
metaloproteaz. Sam inhibitor BACE nie byt w stanie powstrzymac proteolizy neureguliny 2 (np.
Rycina 10), pomimo relatywnie wysokiej ekspresji w tych komérkach genu kodujgcego BACE2.
Jaki moze byé powod tego zjawiska? W neuronach pierwotnych inhibitor proteaz BACE (PF-
06649282) efektywnie powstrzymywat proteolize neureguliny 2 (Ryc. 20), chociaz nadal
widzimy w tym przypadku synergie dziatania obu typow inhibitoréw.

4. Jednoczesne hamowanie aktywnosci metaloproteaz i y-sekretazy zatrzymywato
neureguline 2 w formie transbtonowej w komérkach MC38CEA, podczas gdy w komorkach
B16F10 gromadzit sie fragment C-koricowy CTF (Rycina 25). Jak mozna interpretowac to
zjawisko?

Dalsza cze$¢ rozprawy skupia sie na analizie potencjalnej funkcji neureguliny 2 w
nowotworzeniu. W tym celu doktorantka otrzymata domene EGF neureguliny 1B i dwéch
izoform neureguliny 2 (o i B) transformujgc bakterie odpowiednimi genami i oczyszczajac
biatka z ciatek inkluzyjnych, w ktérych mimo przemysélanego doboru szczepow E. coli biatka te
sie odkfadaty. Doktorantka wykorzystata otrzymane biatka do stymulacji komorek
nowotworowych i komorek srodbtonka. Okazato sie, ze wybrane do badan typy komorek
nowotworowych mysich i ludzkich - komérki raka sutka i jadra - reaguja na stymulacjg
neureguling 1B (a z reguty nie neureguling 2), odpowiadajac fosforylacja receptoréw ERBB,
przyspieszong proliferacja i zwiekszona zywotnoscia, a takie ekspresjg gendw kodujacych
czynniki proangiogenne i zmianami aktywnosci MMP9. Przeciwnie, pierwotne komorki
érédbtonka naczyr wiosowatych mézgu myszy linii MBE reagowaty na stymulacjg izoforma o
neureguliny 2 (a nie neureguling 1B). Warto ponownie podkresli¢ wielostronnos¢ badar obu
typéw komérek. Ponadto, rownolegte badania Doktorantki przeprowadzone na komérkach
linii szpiczaka z nadprodukowanymi receptorami ERBB wykazaty, ze neuregulina 2P takze w
tych komérkach indukuje fosforylacje receptoréw ERBB3 i ERBB4, a ujawnienie tego zjawiska
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utatwiata immunoprecypitacja ufosforylowanych receptoréw. Biorgc pod uwage te ostatnie
dane, czy mozna bytoby uzyska¢ podobny wynik wzbogacajac endogenne ufosforylowane
receptory ERBB z komdrek nowotworowych poprzez ich immunoprecypitacje lub badajac
fosforylacje receptoréw w czasie (a nie w jednym punkcie czasowym aktywacji)?

W dyskusji tej czesci wynikdw Doktorantka wnikliwie analizuje przyczyny rozbieznodci
wynikéw prac réznych grup oraz wtasnych nad receptorami ERBB, ktére sg fosforylowane i
aktywowane w wyniku stymulacji komoérek przez neureguling 2. Zwraca uwage na
heterogenno$é uzywanych w tych doswiadczeniach rekombinowanych form neureguliny 2 i
proponuje, ze ostateczny efekt aktywacji receptoréw ERBB przez ten ligand moze zaleze¢ od
ekspresji kodujgcych je gendw, ale tez od mniej oczywistego udziatu biatek tworzgcych
kompleksy z receptorami ERBB i wptywajgcych na interakcje ligand-receptor. Doktorantka
poswieca tez uwage obserwowane] przez siebie aktywacji komérek srédbtonka linii MBE przez
neureguline 2a punktujac celnie podobienstwa i réznice dostepnych danych i proponujac
rozwigzania, ktére pozwolityby na uzyskanie petniejszego obrazu aktywnosci neuregulin
wobec tego typu komérek.

Bioragc pod uwage fakt, ze aktywnos$¢ srodbfonka jest waznym elementem repertuaru
wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej jestem ciekawa zdania Doktorantki na temat
potencjalnego wptywu neuregulin na ten aspekt funkcjonowania srédbtonka.

W tym miejscu chce podkresdlié wszechstronny i doskonaty warsztat badawczy, ktérym
postugiwata sie Doktorantka. Samodzielnie sklonowata gen neureguliny 2, a takze neureguliny
1 (typ | i lll) na matrycy cDNA otrzymanej z RNA wyizolowanego z mézgu mtodych myszy.
Otrzymata wektory lentiwirusowe kodujgce wspomniane biatka wyposazone w dwie
odmienne metki, ktére pozwolity na wykrywanie formy wyjsciowej i zewnatrzkomorkowej
biatek uwalnianej do nadsgczu hodowlanego. Konstrukty te postuzyty lej do transdukcji
komérek HEK293, a otrzymane w ten sposob czastki wirusowe uzyte zostaty do transdukcji
komoérek docelowych. Podobnie, Doktorantka przygotowata wektory lentiwirusowe z
sekwencjami kodujgcymi enzymy ADAM10, BACE1 i BACE2. Z uwagi na fakt, ze komarki linii
MEF pozbawione proteazy ADAM 10 nie pozwalaty na nadprodukcje neureguliny 2, w opisany
powyzej sposéb Doktorantka otrzymata wektory transpozonowe z sekwencjg kodujaca
neureguling 2 i uzyta ich do transfekcji komoérek MEF. Przygotowata tez wektory
transpozonowe kodujgce ludzkie receptory ERBB, ktére postuzyty Jej do transfekcji komorek
szpiczaka. Ponadto, otrzymata wektory pozwalajgce na transkrypcje in vitro Cas9 i sgRNA i
uzyta otrzymane mRNA do elektroporacji komorek w celu wykluczenia/obnizenia ekspresji
genu kodujgcego ADAM17 w komdérkach MEF.

Ten imponujacy warsztat biologa molekularnego uzupetnia szeroka paleta innych
umiejetnosci, takich jak izolacja pierwotnych neuronéw, badanie Zzywotnosci i proliferacji
komérek (trzema metodami), preparatyka neuregulin do badan ich wplywu na komérki
nowotworowe i $rodbtonka, badanie glikozylacji biatek, zymografia zelatynowa, barwienia
immunofluorescencyjne biatek w neuronach pierwotnych i immunochistochemiczne skrawkéw
maozgu.



Roprawa jest obszerna, pod wzgledem jezykowym praktycznie nie ma w niej uchybien. Mam
tylko pewne zastrzezenia do ,targetowania”, ,ilosci komorek”, ,centralnego” uktadu
nerwowego i dominacji ,,eksperymentéw” nad doswiadczeniami. Szczegdtowy opis plazmidu,
warunkow hodowli bakterii i oczyszczania neuregulin (strony 121-127) mogtby znalezé sie w
czeéci metodycznej, a nie w opisie wynikow. Chce jednak podkreslic, ze praca jest przejrzysta,
napisana bardzo tadng polszczyzng i starannie przygotowana.

Podsumowujac, w mojej ocenie rozprawa spetnia warunki ustawowe ,Prawa o Szkolnictwie
Wyzszym i Nauce” stawiane rozprawom doktorskim. Wobec powyiszego wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszczenie Pani mgr Marii
Czarnek do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Jednoczesnie, majac na wzgledzie
oryginalnos¢ i warto$¢ uzyskanych wynikéw wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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