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Ocena pracy doktorskiej mgr Kaliny Katarzyny Wiatr pt. ,,Poszukiwanie nowych
mechanizmow neurodegeneracji w czasie rozwoju ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 3
w mysim modelu knock-in SCA3 Ki91”

Ocena formalna

Eksperymenty, na podstawie ktorych zostata przygotowana oceniana rozprawa doktorska
zostaty wykonane w Zaktadzie Neurobiologii Molekularnej Instytutu Chemii Bioorganiczne;j
PAN w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Macieja Figla — promotora przedtozonej pracy
doktorskiej. Rozprawa zostala przygotowana na podstawie dwoch artykutdéw naukowych
opublikowanych w Molecular Neurobiology i Frontiers in Molecular Neuroscience. Sg to
czasopisma o ustalonej renomie, publikujace recenzowane prace opisujace wartoSciowe
wyniki naukowe. Magister Kalina Wiatr jest pierwszym autorem obu artykutow wchodzacych
w sktad przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej. Z dotaczonych do pracy o$wiadczen
Doktorantki i promotora rozprawy wynika, ze mgr Kalina Wiatr miata znaczacy udziat nie
tylko w projektowaniu i wykonaniu opisanych w obu artykutach doswiadczen, ale rowniez w
interpretacji uzyskanych wynikow oraz w przygotowaniu Obu manuskryptow do druku.
Opublikowane prace stanowigce najwazniejsza cze$¢ rozprawy sg spojne tematycznie i W
pelni odpowiadajg jej tytutowi.

Do artykutow naukowych wchodzacych w sktad ocenianej rozprawy mgr Kalina Wiatr
dotaczyta rozdzial zatytutowany Wprowadzenie, w ktorym omowita aktualny stan wiedzy na
temat molekularnych podstaw ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3 (w skrocie SCA3), a
takze porownata modele zwierzece stosowane w badaniach nad patogeneza tej choroby. Ten
interesujacy przeglad zostal oparty na najnowszej literaturze naukowej. Doktorantka
umiej¢tnie dobrala omawiane artykuty naukowe, dyskutujac rdézne hipotezy dotyczace
przyczyn obumierania neuronéw w SCA3. Z kolei przy omawianiu zwierzecych modeli tej
choroby, dobrze wypunktowata zalety mysich modeli typu knock-in, w tym modelu ktory
wykorzystata w swojej pracy doktorskiej.

Po tym interesujacym wprowadzeniu w tematyke rozprawy mgr Kalina Wiatr przedstawita
cele swojej pracy. Glownym celem podjetych badan bylo poznanie mechanizméw
prowadzacych do rozwoju ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3. Ten glowny cel zostal
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podzielony na pig¢ precyzyjnie okreslonych zadan badawczych, ktére Autorka nazwata
szczegOdtowymi celami pracy doktorskiej. Zaréwno cel gtoéwny, jak i cele szczegdtowe zostaty
jasno sprecyzowane, a wyniki przedstawione w dwoch artykutach stanowigcych podstawe
ocenianej rozprawy powstaly w trakcie realizacji zaplanowanych zadan badawczych.

Do pracy dotaczono takze zwigzte oméwienie obu artykutéw wchodzacych w sktad rozprawy,
uzupehlione o interpretacj¢ zawartych w nich wynikow w $wietle danych uzyskanych i
opublikowanych przez innych autorow. Omowienie artykutdow konczy rozdziat
Podsumowanie i1 perspektywy, w ktorym mgr Kalina Wiatr przedstawita najwazniejsze
osiggnigcia swojej rozprawy doktorskiej. Mowigc bardzo ogodlnie, najwazniejszymi
osiggnieciami Doktorantki jest charakterystyka mysiego modelu SCA3 Ki91 zaréwno pod
wzgledem molekularnym, jak i rowniez behawioralnym, a takze zaproponowanie
oryginalnego modelu patomechanizmu SCA3 opartego o defekt transportu pecherzykow i
mitochondriow w aksonach. Chciatbym zwroci¢ réwniez uwagg, ze przedstawione w pracy
wyniki pozwolily na wytyczenie nowych kierunkéw badan molekularnych przyczyn ataksji
rdzeniowo-mézdzkowej typu 3, co najlepiej $wiadczy 0 randze uzyskanych wynikéw oraz o
ich znaczeniu dla przysztych badan nad molekularnymi podstawami procesow
neurodegeneracyjnych.

Do cze$ci poprzedzajacej artykuly naukowe dodano takze obszerng literature naukowa, na
podstawie ktoérej Doktorantka przygotowata zaprezentowane oméwienie wynikow zawartych
w opublikowanych pracach stanowigcych podstawe pracy doktorskiej mgr Kaliny Wiatr. Do
przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej dotaczona takze streszczenie przygotowane w
jezyku polskim i angielskim, oba zbyt dtugie i przegadane.

Stwierdzam, ze rozprawa przygotowana przez mgr Kaling Wiatr spetnia formalnie
wszystkie warunki stawiane pracom doktorskim. Do rozprawy dotaczono o$wiadczenia, w
ktorym promotor rozprawy, a jednoczes$nie autor korespondencyjny wykorzystanych przez
Doktorantke artykutéw naukowych, doktadnie opisuje udziat Doktorantki w przygotowaniu
manuskryptow. Nie mam najmniejszych watpliwosci, ze wktad Doktorantki w przygotowaniu
obu prac do druku byl znaczacy i w peilni uzasadnione jest, aby mgr Kalina Wiatr
doktoryzowata si¢ na podstawie tych dwoch artykutoéw. Obie opublikowane prace ukazaty si¢
w znanych czasopismach, ktorych redakcje akceptuja prace na podstawie recenzji
przygotowanych przez pracujacych w podobnym temacie naukowcow. Zaréwno temat
rozprawy, jak i jej cele maja charakter nowatorski, co réwniez jest waznym wymogiem
stawianym przed rozprawami doktorskimi.

Ocena merytoryczna

1. Wiatr K, Piasecki P, Marczak ., Wojciechowski P, Kurkowiak M, Ploski R, Rydzanicz M,
Handschuh L, Jungverdorben J, Briistle O, Figlerowicz M, Figiel M. (2019). Altered Levels
of Proteins and Phosphoproteins, in the Absence of Early Causative Transcriptional
Changes, Shape the Molecular Pathogenesis in the Brain of Young Presymptomatic
Ki91 SCA3/MJD Mouse. Mol Neurobiol. 56(12): 8168-8202.

Pierwsza praca, ktora wchodzi w sktad ocenianej rozprawy dotyczy charakterystyki zmian
obserwowanych na poziomie molekularnym u myszy modelu SCA3 Ki9l, ale
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monitorowanych na etapie przed pojawieniem si¢ pierwszych symptoméw choroby. Przed
przystapieniem do witasciwych eksperymentow mgr Kalina Wiatr przygotowata grupe 18
homozygotycznych myszy Ki9l oraz grupe 18 myszy kontrolnych bez zmodyfikowanego
genu Atxn3. Obie kohorty pochodzity z krzyzowanych ze sobg osobnikow
heterozygotycznych SCA3 Ki9l. Korzystajac z tych dwodch grup zwierzat, Doktorantka
wykonata nastepnie szereg testow behawioralnych, w ktorych badata parametry motoryczne
oraz koordynacje ruchowa myszy kontrolnych i badanych. Wykazala, ze dwumiesi¢czne
zwierzeta Ki91 nie wykazujg jeszcze zadnych objawow choroby, zarowno ich waga, jak i
zachowanie nie odbiega od zwierzat kontrolnych. Jednak w moézdzku i korze mozgowe;j
dwumiesigcznych zwierzat Ki91 zaobserwowano juz procesy, ktore Swiadczg o rozpoczeciu
procesOéw patologicznych, np. zauwazono agregaty ataksyny 3, ale tylko w niewielkiej jeszcze
liczbie jader komoérkowych. Wykonane analizy transkryptomiczne nie wykazaty jednak u
myszy dwumiesigcznych istotnych zmian miedzy mozdzkiem i kora pierwotng myszy
kontrolnych i Ki91. Zmiany takie zaobserwowano dopiero u myszy 10- i 14-miesigcznych.
Co wiecej, czes¢ takich samych zmian potwierdzono w neuronach zréznicowanych z
komorek pobranych od pacjentow chorujacych na ataksje rdzeniowo-moézdzkowa typu 3.
Postanowiono jednak sprawdzi¢, czy u zwierzat 2-miesi¢cznych widoczne beda jakies zmiany
na poziomie biatka. Zastosowano do tego spektrometrie mas, ktoérg wykorzystano do
globalnych analiz proteomoéw tych samych co poprzednio rejondw moézgu. Doktorantka
zbadata nie tylko jakie i ile bialek znajduje si¢ w mozdzku i1 korze mozgowe;j, ale réwniez
przeanalizowata ich fosforylacje. Analizy te daty liste 93 biatek zmienionych w moézdzku i
133 w korze mozgowej, natomiast réznice w fosforylacji zidentyfikowano w grupie 83 biatek
w mozdzku 1 335 bialek w korze moézgowej. Wiekszos¢ ze zidentyfikowanych zmian
fosfoproteomu polegata na obnizonej fosforylacji biatek w Ki91 w poréwnaniu do myszy z
grupy kontrolnej. Magister Kalina Wiatr zidentyfikowata kinaz¢ PAKI, jako enzym o
obnizonym stopniu ufosforylowania zarowno w moézdzku, jak 1 w korze mozgowej. Ciekawe,
ze miejsce fosforylacji jest rézne, Ser 223 w przypadku moézdzku 1 Ser 174 w korze
mozgowej. O ile w pracy wyczytalem, ze fosforylacja Ser 223 jest wprowadzana przez kinazg
CSNK2AI, ktora oddziatuje z ataksyng 3, to nie znalaztem Zadnej informacji na temat roli
fosforylacji Ser 174. Czy znana jest kinaza wprowadzajaca t¢ modyfikacje? Na podstawie
informacji o kinazie PAK1 oraz zmianach aktywnosci enzymow zwigzanych z PAK1 mgr
Kalina Wiatr zasugerowata, ze PAK1 i $ciezki sygnatowe, w ktorych dziata ta kinaza moga
by¢ funkcjonalnie powigzane z patogeneza SCA3. Co ciekawe, Doktorantka obserwowata
zmieniony poziom fosforylacji w moézgu zwierzat Ki91 rowniez w przypadku innych kinaz,
wiele z nich ma dobrze opisane funkcje zwigzane z rozwojem 1 dziataniem komorek
nerwowych. Czeg$¢ z nich, co wiemy z literatury, oddziatuje z ataksyna 3, co jeszcze bardziej
uprawdopodabnia hipotez¢ o roli kinaz i fosforylacji w rozwoju ataksji rdzeniowo-
moézdzkowej typu 3. Dla wybranych biatek poréwnano ich poziom w moédzdzku i korze
mozgowej zwierzat kontrolnych i myszy Ki9l. Globalne dane proteomiczne poddano
whnikliwej analizie bioinformatycznej i na jej podstawie wyodrebniono 3 grupy proceséw, w
ktore zaangazowane sg biatka o zmienionym poziomie w moézgach zwierzat Ki91. Byly to
biatka nalezace do: (1) czynnikow zaangazowanych w naprawe DNA oraz modulujacych
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poziom biatek w komorce, (2) czynnikow zwiazanych z organellami i innymi strukturami w
neuronie, takimi jak pecherzyki, cytoszkielet, aksony i dendryty, (3) czynnikéw powigzane z
zaburzonymi funkcjami neuronu, w tym metabolizmem energetycznym i transportem
pecherzykow. Co ciekawe, niektore z tych bialek zostaly wczesniej opisane jako partnerzy
ataksyny 3. Uzyskane wyniki wskazaly na apoptoz¢ i mitofagi¢ jako na dwa procesy, ktorych
zaburzenie indukuje degeneracje neuronéw obserwowang w SCA3. Na szczegodlne
podkreslenie zastuguje bionformatyczna analiza otrzymanych danych proteomicznych.
Wykorzystano wiele réznych narzedzi, ktére pozwolily zidentyfikowa¢ nowe grupy bialek o
zmienionym w mozgach myszy Ki91 poziomie lub stopniem fosforylacji. Byly to biatka
zwigzane z inicjacjg translacji, bialka mitochondrialne, biatka tworzace cytoszkielet,
pecherzyki transportowe, a takze zaangazowane w transport aksonalny. Czy dla ktoregos ze
zidentyfikowanych biatek wykonano dodatkowe badania, ktore by eksperymentalnie
potwierdzity zaangazowanie danego szlaku w procesie obumierania neuronéw?

2. Wiatr K, Marczak L, Pérot JB, Brouillet E, Flament F, Figiel M. Broad Influence of
Mutant Ataxin-3 on the Proteome of the Adult Brain, Young Neurons, and Axons
Reveals Central Molecular Processes and Biomarkers in SCA3/MJD Using Knock-In
Mouse Model. (2021) Front Mol Neurosci. 14: 658339.

Druga praca, ktéra weszla w sklad rozprawy mgr Kaliny Wiatr dotyczy analizy zmian
proteomu, ale juz na pdzniejszych etapach choroby. Wykorzystujac te¢ sama grupe myszy
Ki91 1 kontrolnych wykonano testy behawioralne, a na podstawie uzyskanych wynikow
wyodrebniono 3 fazy choroby: (1) spowolnienie przyrostu masy ciata (myszy w wieku 4-10
miesiecy), (2) wezesna faza symptomatyczna (myszy w wieku 12-14 miesiecy) oraz (3) pézna
faza symptomatyczna (myszy w wieku 16-18 miesigcy) charakteryzujgca si¢ wyraznymi
zaburzeniami koordynacji ruchowej, sity migéni 1 stanami lgkowymi. Badania anatomiczne
pokazaty, ze u myszy 18-miesigcznych wystgpuje atrofia wielu rejondw mozgu, w tym
rowniez struktur bogatych w aksony, jak na przyklad ciata modzelowatego. U zwierzat Ki91
obserwuje si¢ rowniez duzo wigksze 1 liczniejsze agregaty ataksyny 3 w komorkach
nerwowych, duza jej cze$¢ byta ubikwitynowana. Podobnie jak w poprzednio omawianej
pracy, Doktorantka wykonata analizy proteomiczne mézdzku oraz kory mézgowej, ale tym
razem w wielu réznych punktach czasowych: od 4 do 18 miesigcy. Biatka o zmienionym
poziomie u myszy Ki91 w wieku 4-14 miesiecy tworzyty 5 grup funkcjonalnych: (1) transport
pecherzykow 1 endocytoza, (2) transmisja synaptyczna, (3) cytoszkielet 1 transport
mikrotubularny, (4) metabolizm energetyczny, (5) modulacja poziomu biatek. U zwierzat
starszych, ponad 10-miesiecznych, zaobserwowano, ze zmienione w stosunku do kontroli
bialka zwigzane sg z: lizosomami, fagosomami, proteasomami, pecherzykami synaptycznymi
1 synapsami. Byly one zaangazowane w degradacje¢, apoptoze, dziatanie synaps, metabolizm
energetyczny, formowanie cytoszkieletu i transport wzdtuz aksonu. Myszy w wieku 18
miesigcy, zostaty podzielone na 3 grupy, ze wzgledu na wyrazne symptomy choroby: fenotyp
fagodny, umiarkowany i cigzki. Na podstawie uzyskanych wynikow mgr Kalina Wiatr
zaproponowata, ze degeneracja aksondw, a poOzniej réwniez cial komoérek nerwowych,
obserwowana w ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3, moze by¢ indukowana zaburzeniami
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w transporcie pgcherzykow synaptycznych, mitochondriow i lizosoméw wzdhuz aksonow.
Wedlug tej ciekawej hipotezy, dysfunkcja aksonow jest waznym elementem patogenezy
SCAS3.

Doktorantka postanowita sprawdzi¢ t¢ hipoteze wykonujac podobne do poprzednich analizy
proteomiczne, ale przeprowadzone osobno w aksonach oraz we frakcji somatodendrytycznej.
Wyniki tej analizy wskazaly, ze sporo bialek maszynerii translacyjnej akumuluje si¢ w
aksonach Ki91, i to zarbwno w neuronach kory, jak i neuronach moézdzkowych. Z Kolei
poziom bialek zwigzanych z cytoszkieletem, transportem i mitochondriami byt obnizony w
aksonach myszy Ki91 w porownaniu do frakcji somatodendrytycznej i kontroli. Uzyskane
wyniki jasno wskazujg na obnizenie w neuronach myszy Ki91 poziomu niektorych biatek
mitochondrialnych. To sugeruje mozliwos¢ pojawienia si¢ w tych komoérkach deficytu
energetycznego. Doktorantka wykazala eksperymentalnie, ze to prawda, wykonujac pomiar
tempa glikolizy oraz efektywnosci fosforylacji oksydacyjnej badanej poprzez zuzycie tlenu.
Magister Kalina Wiatr przypuszcza, ze taka sytuacja spowodowana jest ztym transportem
mitochondridow w neuronie. Zgadzam si¢, ze jest to bardzo prawdopodobne, chociaz nalezato
by to udowodni¢ obserwujac ruch mitochondriow wzdhuz aksonow. Co wigcej, powinno si¢
tez zbada¢, moim zdaniem, funkcjonowanie mitochondridow wyizolowanych z neuronow
kontrolnych i Ki9l. Takie badania odpowiedziatyby na pytanie, ktore z etapow oddychania sg
zaburzone, a takze pozwolilyby monitorowaé powstawanie reaktywnych form tlenu, ktére
moga by¢ rodwniez sygnalem procesow degeneracyjnych. Te moje sugestie nie podwazaja
warto$ci oryginalnej obserwacji wskazujacej na zaburzenia w fosforylacji oksydacyjnej w
neuronach SCAZ3, a jedynie sugeruja kierunek dalszych badan prowadzonych w laboratorium
dr hab. Macieja Figla. Magister Kalina Wiatr zaobserwowata takze podwyzszony poziom
ufosforylowanych neurofilamentéw w neuronach mozdzku myszy Ki9l, co rdwniez moze
wskazywac na uszkodzenie aksonow i wadliwy transport aksonalny, w tym rowniez transport
mitochondriow. W neuronach mézdzkowych Ki91, zardwno w ciele komorki nerwowej, jak i
w aksonie, akumulujg si¢ réwniez pecherzyki, w skiad ktorych wchodzi biatko RAB7.
Roéwniez i ta obserwacja wskazuje na rolg transportu wewnatrzkomorkowego w patogenezie
SCA3.

Na podstawie wszystkich wykonanych przez siebie eksperymentow mgr Kalina Wiatr
zaproponowala, ze degeneracje neuronow w ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3 wywotuja
niedobory produkcji energii przez mitochondria, zaburzenia homeostazy bialek oraz
transportu aksonalnego pecherzykow i1 mitochondriow. To bardzo interesujaca hipoteza,
jednak wymaga doktadniejszych badan, aby ja potwierdzi¢ eksperymentalnie.

Whioski koncowe

Dwa artykuty naukowe, ktore wchodza w sktad ocenianej rozprawy zawierajg nowe 1 wazne
dla nauki wyniki. Zostalty opublikowane w znanych czasopismach naukowych, ktore
publikujg prace naukowe na podstawie opinii zewnetrznych recenzentow. Udzial mgr Kaliny
Wiatr w przygotowaniu obu publikacji jest znaczacy i1 zostal poswiadczony przez autora
korespondencyjnego. Wyniki uzyskane przez Doktorantke pozwolity na zaproponowanie
modelu patogenezy ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3, w ktorym zwrocila ona uwage na
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zaburzenia transportu pecherzykow i mitochondriow wewnatrz komodrki nerwowej, gldwnie
wzdhuz aksonu, oraz obnizenie wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej w mitochondriach.
Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spelnia wszystkie ustawowe wymogi stawiane pracom
doktorskim. Prosz¢ Rade Naukowg Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o
dopuszczenie mgr Kaliny Wiatr do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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