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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha J. Szlachcica pt.:

,,Nowe modele kom6rkowe iPSC choroby Huntingtona do zastosowafi w

eksperymentalnej terapii kom6rkowej oraz w badaniach funkcji neurorozwojowych

normalnej i zmutowanej huntingtyny"

l. Ocena formalna

Rozprawa doktorska mgr Wojciecha Szlachcica powstala w lnstytucie Chemii Bioorganicznej

Polskiej Akademii Nauk (lChB PAN) w Poznaniu. Promotorem ocenianej pracy jest dr hab.

Maciej Figiel, profesor tegoz instytutu. Przedstawiona do recenzji rozprawa dotyczy choroby

Huntigtona (HD), a m6wiqc precyzyjnej nowoczesnych metod leczenia tego schozenia, pzy

zastosowaniu zmodyfikowanych kom6rek maciezystych. Magister Wojciech Szlachcic

wykorzystal w swoich badaniach dobze scharakteryzowany i intensywnie wykozystywany

zwietzQcy model HD, transgenicznq mysz YAC128, do kt6rq genomu wprowadzono 4 kopie

ludzkiego genu zmutowanej huntingtyny (HfI), zawierajqcej ciEg 128 kodon6w

glutaminowych. To wlaSnie te po\,vtazajece sig reszty aminokwasowe wystgpujqce w

zmutowanym bialku sq pzyczynE choroby Huntingtona. Chocia2 od dawna znamy

molekularne podlo2e HD, czyli ekspansje powt6rze6 CAG w genie kodujqcym huntingtyng,

jesteSmy leszcze bardzo daleko od zrozumienia mechanizm6w lezqcych u podstaw
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wszystkich objaw6w obserwowanych u pacjent6w cierpiEcy na HD i powiqzaniu ich ze
zmienionq budowq huntingtyny. warto r6wnie2 podkreslii, 2e pomimo podejmowanych

licznych pr6b zastosowania najrozmaitszych terapii, choroba ta jest nieuleczalna. pisze o

tym, aby podkreslid, 2e tematyka wybrana pzez Doktoranta i jego promotora jest w pelni

oryginalna, a zaplanowane i wykonane przez mgt wojciecha szlachcica doSwiadczenia

odpowiadajq na wa2ne pytania, zar6wno o charakteze podstawowym, jak i mogq miei w
pzyszlo6ci ogromny potencjal aplikacyjny.

Wybrany Wzez mgt Wojciecha Szlachcica model zwiezgcy idealnie nadaje sie do

badai nad eksperymentalnymi metodami leczenia HD, gl6wnie z uwagi na mo2liwos6 oceny

monitorowania postqp6w leczenia nie tylko na poziomie molekularnym, ale tak2e

fenotypowym; zastosowana pzez Autora rozptawy doktorskiej linia myszy transgenicznych

pozwala stosunkowo latwo monitorowa6 zmiany neurologiczne, metaboliczne, motoryczne, a

takze behawioralne w trakcie stosowania wybranych strategii terapeutycznych. Takie

badania wydajq sig niezbgdne dla prawidlowej oceny skutecznosci okreslonej terapii.

Pzedstawiona do recenzji praca opisuje podjgte pzez Doktoranta pr6by otzymania
indukowanych kom6rek maciezystych (iPSC), kt6re poddane odpowiednim manipulacjom

genetycznym, kt6rych gl6wnym celem bylo obnizenie ekspresji huntingtyny oraz indukcja

r62nicowania siq iPSC w kierunku prawidlowo dzialajqcych neuron6w, nadawalyby sig do

zastosowania w terapii kom6rkowej HD. Celem ocenianej rozprawy byla r6wnie2

charakterystyka molekularna uzyskanych linii |PSC pod kEtem identyfikacji i charakterystyki

zaburzeh wywolanych obecno6ciq zmutowanej huntingtyny na bardzo wczesnym etapie

rozwoju organizmu, czyli w kom6rkach charakteryzujqcych siq pluripotencjq. Oba te cele

badawcze uwazam za bardzo ambitne, a uzyskane pzez Doktoranta wyniki sq w pelni

oryginalne i bardzo ciekawe. Spelniony zostal zatem wym6g nowatorstwa bada6

zaprezentowanych jako rozprawa doktorska. Z punktu widzenia tematyki, wyboru obiektu

badan oraz postawionego problemu badawczego oceniana rczptawa nie budzi 2adnych

zasltzeze^. Warto66 naukowq pracy najlepiej obrazuje fakt, 2e uzyskane ptzez mgr

Wojciecha Szlachcica wyniki zostaly juL opublikowane w dw6ch artykulach

eksperymentalnych, kt6re ukazaly sig w znanych periodykach naukowych, w Dlsease

Models and Mechanisms otaz Frontiers in Molecular Neuroscience. Te dwie prace stanowiq

tzon ocenianej rczptawy. Dodatkowo, w pracy doktorskiej mgr Wojciecha Szlachcica znalazl
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sie jeden artykul pzeglEdowy opublikowany ostatnio w Molecular Neurobiology. Doktorant

jest pieMszym autorem w obu pracach eksperymentalnych, a drugim w artykule

pzeglqdowym. Do rozprawy dolqczono o6wiadczenia wsp6lautor6w artykul6w stanowiqcych

podstawe pracy doktorskiej mgr Wojciecha Szlachcica, z kt6rych jednoznacznie wynika, co

poszczeg6lne osoby wykonaly w ramach prac nad zalqczonymi do rozprawy artykulami

naukowymi. Z oSwiadczei tych wynika, 2e mgr Wojciech Szlachcic byl najwa2niejszym

autorem zaprezentowanych w rozprawie wynik6w.

Stwierdzam, 2e ptaca doktorska mgr Wojciecha Szlachcica w petni spelnia warunki

formalne stawiane rozprawom doktorskim, zar6wno pod wzglgdem formy, jak ioryginalnoSci

tematu, a takze poziomu naukowego pzedstawionych w niej wynik6w.

ll. Ocena merytoryczna

Pierwsza praca wchodzqca w sklad ocenianej rozprawy zostala opublikowana w 2015 roku w

czasopismie Disease Models and Mechanisms (Szlachcic WJ, Switonski PM, Krzyzosiak

WJ, Figlerowicz M, Figiel M. Huntington disease iPSCs show early molecular changes in

intracellular signaling, the expression of oxidative stress proteins and the p53 pathway.

Drsease Models and Mechanisms. (2015) 8(9): 1047). W artykule tym opisano

wyprowadzenie indukowanych plurrpotencjalnych kom6rek maciezystych (iPSC) z

fibroblast6w pozyskanych z transgenicznych myszy modelowych YAC128, zwiezgcego

modelu choroby Huntingtona. W tym celu pozyskano fibroblasty od osobnik6w doroslych, a

nastepnie wprowadzono do nich CDNA pigciu czynnik6w transkrypcyjnych (Oct4, Sox2, Klf4,

Myc i Lin28). Przy integracji kasety transkrypcyjnej z genomem myszy zastosowano system

wykorzystujqcy transpozaze piggyBac. Jednq z najwa2niejszych zalet zastosowanego pzez

Doktoranta systemu pzeprogramowania kom6rek fibroblast6w w kom6rkt iPSC jest

m02liwo56 wyciecia transpozonu poptzez ponownq ekspozycjg otrzymanych linii na dzialania

transpozazy piggyBac. Doktorant stwierdzil, 2e zastosowanie zmodyfikowanej wersji tego

enzymy o zwigkszonej aktywnoSci znacznie polepszylo wydajno5c procesu pozqdanego

pzeprogramowania genetycznego. Dodatkowo mgr Wojciech Szlachcic polepszyl wydajn056

otrzymywania kom6rek iPSC stosujqc dwa dodatkowe czynniki wspomagajqce

wymazywanie zapisu epigenetycznego genomu. Czynnikami tymi byly: witamina C, kt6ra
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wzmacnia aktywno66 demetylazy histon6w oraz kwas walproinowego (VPA) - inhibitor

deacetylaz histon6w. Docelowy opisany w pracy protok6l pozyskiwania |PSC z fibroblast6w

mysich umozliwial otzymanie okolo 7 kolonii na milion kom6rek. WydajnoSd la byla ni2sza

niz w pzypadku zastosowania fibroblast6w embrionalnych, ale wystarczajqco dobra do

otzymania materialu nadajqcego sig do dalszych analiz. Warto tak2e podkre6li6, 2e

zastosowany system byl duzo bardziej wydajny niz inne testowane metody zmiany programu

genetycznego fibroblast6w. Po uzyskaniu linii |PSC transpozon zostal usuniety poqzez

wprowadzenie do kom6rek plazmidu kodujqcego transpozaze hyBP i zastosowaniu

odpowiedniej selekcji negatywnej. Magister Wojciech Szlachcic uzyskal okoNo 50 linii iPSC

pochodzqcych zar6wno od myszy YAC128, jak i od myszy typu dzikiego. Do dalszych badah

wybral losowo 5linii pochodzqcych z myszy YAC128 i6linii pochodzqcych z fibroblast6w

typu dzikiego. Doktorant dokladnie sprawdzil w wyselekcjonowanych liniach ich

pluripotencjq, analizuj4c ekspresjq okreslonych gen6w markerowych, a lak2e popzez

wykonanie odpowiednich test6w funkcjonalnych. Wszystkie wykonane testu jednoznacznie

wskazaly na pluripotencjalny charakter uzyskanych kom6rek, w tym r6wnie2 na ich zdolno66

do r6znicowania w kom6rki neuroektodermalne. Ta ostatnia cecha jest najwa2niejsza z

uwagi na mo2liwo56 wykozystania kom6rek |PSC do terapii kom6rkowej badanego

schozenia. Magister Wojciech Szlachcic zajql sie nastepnie analizq wpNywu zmutowanej

huntingtyny na ekspresjg gen6w w kom6rkach |PSC pochodzqcych od myszy YAC128, jak

r6wnie2 z myszy typu dzikiego. Badania te wykazaly, 2e w kom6rkach ze zmutowanq

huntingtynq obserwuje siq zmniejszonq indukcje kinaz typu ERK w odpowiedzi na

aktywujqcy t9 Scie2kg zasadowy czynnik wzrostu fibroblast6w (bFGF). Co wiecej, Doktorant

zauwazyl tak2e zwigkszonq ekspres.lg genu kodujacego kinaze Gsk3B oraz wzrost poziomu

ufosforylowania beta-kateniny, substratu Gsk3B. Wyniki te Swiadczq o og6lnym obnizeniu

aktywno6ci Sciezki sygnaNowej Wnt. Pzeprowadzone dane pokazaly r6wnie2 wzrost

ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej SODI, enzymu zaangazowanego w odpowiedz

kom6rek na stres oksydacyjny. Najciekawsze jednak, 2e obecno66 zmutowanej huntingtyny

powodowala r6wnie2 obni2enie ekspresji biaNka p53, kt6re oddzialuje z huntingtynq oraz

bialkami omawianych Sciezek sygnalowych. Podczas analizowania tej czgSci pracy nasunqlo

mi sig pytanie, czy dlu2sze trakty poliglutaminowe w huntingtynie wpNywaja na jej wiqzanie

siq z p53? Obserwacje poczynione na mysich kom6rkach |PSC zostaly potwierdzone
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r6wnie2 na kom6rkach pochodzEcych od pacjent6w cierpiqcych na HD. R6wnie2 i w tym
przypadku zaobserwowano zmiany w ekspresji bialek Scie2ek sygna.lowych Wnt iERK, a

tak2e wahania poziomu dysmutazy soDl i bialka p53. Zmiany te byly szczeg6lnie widoczne

w przypadku kom6rek pochodzqcych od pacjenta z dzieciecq formq HD, u kt6rego

huntingtyna zawierala ponad 100 reszt glutaminowych.

Drugi z zalqczonych do rozprawy artykul6w ukazal sig w bie2qcym roku w

czasopi6mie Frontiers in Molecular Neuroscience (Szlachcic WJ, Wiatr K, Tzeciak M,

Figlerowicz M, Figiel M. The generation of mouse and human Huntington disease ips cells

suilable for in vitro studies on huntigtin function. Frontiers in Molecutar Neuroscience. (2017)

10: 253). Jest on w pewnym sensie kontynuacjq pracy z roku 2015, kt6rq om6wilem

wczesniej. Gl6wnym celem badari opisanych w tym nowym a(ykule bylo obnizenie ekspresji

genu huntingtyny w mysich kom6rkach iPSC. Doktorant, wykozystujqc czEsteczki shRNA,

umieszczone w kontekscie endogennego mikroRNA, miR30, uzyskal kom6rki z obnizonym

poziomie huntingtyny. W badaniach zastosowano shRNA rozpoznajqce transkrypty

pochodzEce z genu Hff lub spinki rozpoznajqce rejon powt6rzerl CAG. Do wprowadzonych

do genomu konstrukt6w dolqczono r6wnie2 odpowiednie geny markerowe ulatwiajqce

selekcje i sortowanie zmodyfikowanych kom6rek. Jeden z zastosowanych wariant6w shRNA,

shHTT2, obni2al poziom huntingtyny w kom6rkach |PSC o okolo 85%, a po zr62nicowaniu

ich do neuronalnych kom6rek maciezystych uzyskano wyciszenie na poziomie 60%. W
przypadku kom6rek ludzkich pochodzqcych od pacjent6w HD tak2e obseruowano 50-60%

obni2enie poziomu huntingtyny, ptzy czym paradoksalnie stopiefi wyciszenia byl ni2szy wraz

ze wzrostem liczby powt6ze6 CAG w genie HTT. Czy wynik ten oznacza,2e transkrypt ze

zwiqkszonq liczbq kodon6w CAG jest stabilniejszy? A mo2e r62nice dotyczq tylko stabilnoSci

zmutowanego bialka? Czy dostgpne sq jakiekolwiek dane na ten temat? Do wyciszenia

ekspresji huntingtyny zastosowano r6wnie2 czqsteczki RNA atakujqce w transkrypcie rejon

powt6rzeh CAG. Niestety, nie zaobsenrvowano obni2enia poziomu huntingtyny po ich

zastosowaniu. Co ciekawe, odnotowano taki efekt, gdy zr6znicowano badane kom6rki do

neuronalnych kom6rek macierzystych (NSC), chocia2 wyciszenie ekspresji poziomu

huntingtyny oceniono w nich na okolo 40%, w por6wnaniu do 60% wyciszenia

obseruowanego w przypadku zastosowania wariantu shHTT2. Jak mgr Wojciech Szlachcic

zinterpretuje te r62nice? Czy uzyskany wynik sugeruje, 2e rejon powt6rzei CAG jest w jaki6
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spos6b niedostepny w iPSc a w kom6rkach neuronalnych ta sytuacja sie zmienia? A moze
chodzi jedynie o poziomy aktywnosci bialek zaanga2owanych w biogenezg miRNA? czy
sprawdzono poziom ich ekspresji w r62nych typach badanych kom6rek? podczas obrony
chcialbym podyskutowa6 na ten temat z mgr wojciechem szlachcicem. wykozystujqc
rnformacje o zmianach ekspresji pewnej grupy gen6w w liniach mysich ipsc z ekspresiE
ludzkiej huntingtyny o 128 powt6zeniach, sprawdzono, czy obni2enie poziomu huntingtyny
pod wplywem dzialania czEsteczki shRNA wplywa na pzywr6cenie poziomu ekspresji

badanych gen6w do takiego poziomu, kt6ry obseruowany jest w kom6rkach ipsc typu
dzikiego. Uzyskano do56 niejednoznaczne, moim zdaniem, wyniki, nielatwe do interpretacji.

Jedynie w pzypadku bialka p53 potwierdzono jednoznacznie, 2e jego ekspresja i

fosforylacja w mysich iPSc, a takze w kom6rkach NSC koreluje z poziomem zmutowanej

huntingtyny. Niestety, nie zaobserwowano takiej zale2nosci w kom6rkach ludzkich.

Dlaczego?

Tzecia praca wchodzqca w sklad ocenianej rczptawy doktorskiej mgr Wojciecha

szlachcica to ciekawy artykul pzeglqdowy z Molecular Neurobiology (wiatr K, szlachcic AJ,

Tzeciak M, Figlerowicz M, Figiel M. Huntigton Disease as a Neurodevelopmental Disorder

and Early Signs of the Disease in Stem Cells. (2017) Mol. Neurobiol. May i.l). praca ta w
pierwszej czgsci bardzo dobze podsumowuje obecnq wiedzg na temat roli prawidlowej i

zmutowanej huntingtyny w procesach rozwojowych. Autozy publikacji podkreSlajq

niezbgdnoS6 takich danych dla opracowania skutecznej terapii kom6rkowej, kt6rq mozna by

zastosowac u chorych na HD. W drugiej czgsci tego interesujqcego artykulu autozy

omawiajq modele kom6rek pluripotencjalnych HD oraz zaburzenia jakie w kom6rkach ipSC

oraz NSC wywoluje pojawienie sie zmutowanej wersji huntingtyny. Warto zauwazye,2e

omawiany artykul przeglAdowy w naturalny spos6b podkre6la znaczenie wynik6w

otzymanych pzez mgt Wojciecha Szlachcica i pzedstawionych w jego rozprawie

doktorskiej.

Pzedstawione w rozprawie wyniki naukowe uzyskane ptzez mgt Wojciecha

szlachcica sq niezwykle interesujqce iw pelni oryginalne. Ju2 sam fakt ich opublikowania w

dobrych czasopismach naukowych, Disease Models and Mechanisms i Frontiers in

Molecular Neuroscience, swiadczy o duzej wartosci naukowych ocenianych wynik6w
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Dodam, 2e w obu przypadkach prace pzeszly najprawdopodobniej kilka rund ostrej krytyki
ze strony wymagajqcych recenzent6w, a to co trafilo do mojej oceny zostalo ju2 pzez
autorow kilkakrotnie gruntownie poprawione. Wszystkie opisane w rozprawie wyniki naukowe
zostaly bardzo wnikliwie skonfrontowane z danymi opublikowanymi wczeSniej pzez innych
badaczy. Ta polemika z danymi uzyskanymi pzez innych oparta jest na najnowszej
literatuze naukowej i dobitnie wskazuje, ze mgr Wojciech Szlachcic znakomicie zna
literaturg naukowq poSwiqconq eksperymentalnym metodom leczenia HD. Dobrq i

gruntownq znajomoSd literatury naukowej dostzeglem takze podczas czytania czgsci
wstgpnej rozprawy, ktore doskonale wprowadzilo mnie wtematykq ocenianej rczptawy.
Rozprawq mgr Wojciecha Szlachcica konczy krotki rozdzial, w ktorym podsumowuje on
uzyskane przez siebie wyniki oraz przedstawia interesujqca perspektywg dalszych badah.

lll. Wnioski kofrcowe

Rozprawg doktorskq mgr Wojciech Szlachcica oceniam bardzo wysoko. Autor pzedstawil w
niej oryginalne i interesujqce wyniki naukowe. Oceniana praca spelnia z nawiqzkqwszystkie
warunki stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego zwracam siq do Rady Naukowej lnstytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Wojciecha Szlachcica do
dalszych etap6w przewodu doktorskiego. Jednocze6nie, z uwagi na wyjqtkowo wysoki
poziom zaprezentowanych w rozprawie wynik6w oraz oryginalno66 podjgtego tematu
badawczego wnoszg o wyr6znienie rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha Szlachcica.

o
dr Artur Jarmolowski
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