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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha J. Szlachcica pt.:
»Nowe modele komérkowe iPSC choroby Huntingtona do zastosowan w
eksperymentalnej terapii komoérkowej oraz w badaniach funkcji neurorozwojowych

normalnej i zmutowanej huntingtyny”

I. Ocena formalna
Rozprawa doktorska mgr Wojciecha Szlachcica powstata w Instytucie Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk (IChB PAN) w Poznaniu. Promotorem ocenianej pracy jest dr hab.
Maciej Figiel, profesor tegoz instytutu. Przedstawiona do recenzji rozprawa dotyczy choroby
Huntigtona (HD), a méwiagc precyzyjnej nowoczesnych metod leczenia tego schorzenia, przy
zastosowaniu zmodyfikowanych komoérek macierzystych. Magister Wojciech Szlachcic
wykorzystat w swoich badaniach dobrze scharakteryzowany i intensywnie wykorzystywany
zwierzecy model HD, transgeniczng mysz YAC128, do ktérej genomu wprowadzono 4 kopie
ludzkiego genu zmutowanej huntingtyny (HTT), zawierajacej ciag 128 kodonow
glutaminowych. To wiasnie te powtarzajgce sie reszty aminokwasowe wystepujace w
zmutowanym biatku sg przyczyng choroby Huntingtona. Chociaz od dawna znamy
molekularne podtoze HD, czyli ekspansje powtorzern CAG w genie kodujgcym huntingtyne,
jesteémy jeszcze bardzo daleko od zrozumienia mechanizméw lezgcych u podstaw
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wszystkich objawéw obserwowanych u pacjentéw cierpiacy na HD i powigzaniu ich ze
zmieniong budowg huntingtyny. Warto réwniez podkresli¢, ze pomimo podejmowanych
licznych préb zastosowania najrozmaitszych terapii, choroba ta jest nieuleczalna. Pisze o
tym, aby podkresli¢, ze tematyka wybrana przez Doktoranta i jego Promotora jest w petni
oryginalna, a zaplanowane i wykonane przez mgr Wojciecha Szlachcica do$wiadczenia
odpowiadajg na wazne pytania, zarbwno o charakterze podstawowym, jak i mogg mieé¢ w
przysztosci ogromny potencjat aplikacyjny.

Wybrany przez mgr Wojciecha Szlachcica model zwierzecy idealnie nadaje sie do
badan nad eksperymentalnymi metodami leczenia HD, gtéwnie z uwagi na mozliwosé oceny
monitorowania postepéw leczenia nie tylko na poziomie molekularnym, ale takze
fenotypowym; zastosowana przez Autora rozprawy doktorskiej linia myszy transgenicznych
pozwala stosunkowo tatwo monitorowa¢ zmiany neurologiczne, metaboliczne, motoryczne, a
takze behawioralne w trakcie stosowania wybranych strategii terapeutycznych. Takie
badania wydajg sie¢ niezbedne dla prawidiowej oceny skutecznosci okreslonej terapii.
Przedstawiona do recenzji praca opisuje podjete przez Doktoranta proby otrzymania
indukowanych komérek macierzystych (iPSC), ktére poddane odpowiednim manipulacjom
genetycznym, ktorych gtéwnym celem byto obnizenie ekspresji huntingtyny oraz indukcja
réznicowania sig iPSC w kierunku prawidiowo dziatajgcych neuronéw, nadawatyby sie do
zastosowania w terapii komorkowej HD. Celem ocenianej rozprawy byta réwniez
charakterystyka molekularna uzyskanych linii iPSC pod katem identyfikacji i charakterystyki
zaburzen wywotanych obecnoscig zmutowanej huntingtyny na bardzo wczesnym etapie
rozwoju organizmu, czyli w komérkach charakteryzujgcych sie pluripotencjg. Oba te cele
badawcze uwazam za bardzo ambitne, a uzyskane przez Doktoranta wyniki s3 w petni
oryginalne i bardzo ciekawe. Spetniony zostat zatem wymég nowatorstwa badan
zaprezentowanych jako rozprawa doktorska. Z punktu widzenia tematyki, wyboru obiektu
badan oraz postawionego problemu badawczego oceniana rozprawa nie budzi zadnych
zastrzezen. Wartos¢ naukowg pracy najlepiej obrazuje fakt, ze uzyskane przez mgr
Wojciecha Szlachcica wyniki zostaly juz opublikowane w dwoéch artykutach
eksperymentalnych, ktére ukazaty sie w znanych periodykach naukowych, w Disease
Models and Mechanisms oraz Frontiers in Molecular Neuroscience. Te dwie prace stanowig
trzon ocenianej rozprawy. Dodatkowo, w pracy doktorskiej mgr Wojciecha Szlachcica znalazt
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si¢ jeden artykut przegladowy opublikowany ostatnio w Molecular Neurobiology. Doktorant
jest pierwszym autorem w obu pracach eksperymentalnych, a drugim w artykule
przegladowym. Do rozprawy dotgczono oswiadczenia wspotautoréw artykutéw stanowigcych
podstawe pracy doktorskiej mgr Wojciecha Szlachcica, z ktérych jednoznacznie wynika, co
poszczegolne osoby wykonaty w ramach prac nad zatgczonymi do rozprawy artykutami
naukowymi. Z oswiadczen tych wynika, ze mgr Wojciech Szlachcic byt najwazniejszym

autorem zaprezentowanych w rozprawie wynikow.

Stwierdzam, ze praca doktorska mgr Wojciecha Szlachcica w petni spetnia warunki
formalne stawiane rozprawom doktorskim, zaréwno pod wzgledem formy, jak i oryginalnosci

tematu, a takze poziomu naukowego przedstawionych w niej wynikéw.

ll. Ocena merytoryczna
Pierwsza praca wchodzgca w sktad ocenianej rozprawy zostata opublikowana w 2015 roku w
czasopiémie 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.
Disease Models and Mechanisms. (2015) 8(9): 1047). W artykule tym opisano
wyprowadzenie indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC) z
fibroblastow pozyskanych z transgenicznych myszy modelowych YAC128, zwierzecego
modelu choroby Huntingtona. W tym celu pozyskano fibroblasty od osobnikéw dorostych, a
nastgpnie wprowadzono do nich cDNA pieciu czynnikéw transkrypcyjnych (Oct4, Sox2, Kif4,
Myc i Lin28). Przy integracji kasety transkrypcyjnej z genomem myszy zastosowano system
wykorzystujgcy transpozaze piggyBac. Jedna z najwazniejszych zalet zastosowanego przez
Doktoranta systemu przeprogramowania komérek fibroblastow w komorki iPSC jest
mozliwos¢ wycigcia transpozonu poprzez ponowna ekspozycje otrzymanych linii na dziatania
transpozazy piggyBac. Doktorant stwierdzit, ze zastosowanie zmodyfikowanej wersji tego
enzymy o zwigkszonej aktywnosci znacznie polepszylo wydajno$¢ procesu pozgdanego
przeprogramowania genetycznego. Dodatkowo mgr Wojciech Szlachcic polepszyt wydajnosé
otrzymywania komorek iPSC stosujgc dwa dodatkowe czynniki wspomagajgce

wymazywanie zapisu epigenetycznego genomu. Czynnikami tymi byty: witamina C, ktora
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wzmacnia aktywnos¢ demetylazy histonéow oraz kwas walproinowego (VPA) - inhibitor

deacetylaz histonow. Docelowy opisany w pracy protokét pozyskiwania iPSC z fibroblastow
mysich umozliwiat otrzymanie okoto 7 kolonii na milion komérek. Wydajnos$¢ ta byta nizsza
niz w przypadku zastosowania fibroblastéw embrionalnych, ale wystarczajaco dobra do
otrzymania materiatu nadajgcego sie do dalszych analiz. Warto takze podkreslié, ze
zastosowany system byt duzo bardziej wydajny niz inne testowane metody zmiany programu
genetycznego fibroblastéw. Po uzyskaniu linii iPSC transpozon zostat usuniety poprzez
wprowadzenie do komérek plazmidu kodujgcego transpozaze hyBP i zastosowaniu
odpowiedniej selekcji negatywnej. Magister Wojciech Szlachcic uzyskat okoto 50 linii iPSC
pochodzgcych zarowno od myszy YAC128, jak i od myszy typu dzikiego. Do dalszych badan
wybrat losowo 5 linii pochodzacych z myszy YAC128 i 6 linii pochodzacych z fibroblastow
typu dzikiego. Doktorant doktadnie sprawdzit w wyselekcjonowanych liniach ich
pluripotencje, analizujgc ekspresje okreslonych gendw markerowych, a takze poprzez
wykonanie odpowiednich testow funkcjonalnych. Wszystkie wykonane testu jednoznacznie
wskazaty na pluripotencjalny charakter uzyskanych komoérek, w tym réwniez na ich zdolnosé
do réznicowania w komérki neuroektodermalne. Ta ostatnia cecha jest najwazniejsza z
uwagi na mozliwos¢ wykorzystania komérek iPSC do terapii komérkowej badanego
schorzenia. Magister Wojciech Szlachcic zajat sie nastepnie analiza wptywu zmutowane;j
huntingtyny na ekspresje genéw w komorkach iPSC pochodzgcych od myszy YAC128, jak
rowniez z myszy typu dzikiego. Badania te wykazaty, ze w komoérkach ze zmutowang
huntingtyng obserwuje sie zmniejszong indukcje kinaz typu ERK w odpowiedzi na
aktywujacy te sciezke zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (bFGF). Co wigcej, Doktorant
zauwazyt takze zwiekszong ekspresje genu kodujgcego kinaze Gsk3f oraz wzrost poziomu
ufosforylowania beta-kateniny, substratu Gsk3B. Wyniki te swiadczg o ogdlnym obnizeniu
aktywnosci $ciezki sygnatowej Wnt. Przeprowadzone dane pokazaty réwniez wzrost
ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej SOD1, enzymu zaangazowanego w odpowiedz
komérek na stres oksydacyjny. Najciekawsze jednak, ze obecnos¢ zmutowanej huntingtyny
powodowata réwniez obnizenie ekspresji biatka p53, ktére oddziatuje z huntingtyng oraz
biatkami omawianych $ciezek sygnatowych. Podczas analizowania tej cze$ci pracy nasuneto
mi sie pytanie, czy diuzsze trakty poliglutaminowe w huntingtynie wptywajg na jej wigzanie
sie z p53? Obserwacje poczynione na mysich komérkach iPSC zostaty potwierdzone
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réwniez na komoérkach pochodzacych od pacjentéw cierpiacych na HD. Réwniez i w tym
przypadku zaobserwowano zmiany w ekspresji biatek $ciezek sygnatowych Wnt i ERK, a
takze wahania poziomu dysmutazy SOD1 i biatka p53. Zmiany te byly szczegélnie widoczne
w przypadku komorek pochodzacych od pacjenta z dzieciecg formg HD, u ktérego
huntingtyna zawierata ponad 100 reszt glutaminowych.

Drugi z zatgczonych do rozprawy artykutdw ukazat sie w biezacym roku w
czasopismie Frontiers in Molecular Neuroscience (Szlachcic WJ, Wiatr K, Trzeciak M,
Figlerowicz M, Figiel M. The generation of mouse and human Huntington disease iPS cells
suitable for in vitro studies on huntigtin function. Frontiers in Molecular Neuroscience. (2017)
10: 253). Jest on w pewnym sensie kontynuacjg pracy z roku 2015, ktéra oméwitem
wczesniej. Gtownym celem badar opisanych w tym nowym artykule byto obnizenie ekspresii
genu huntingtyny w mysich komérkach iPSC. Doktorant, wykorzystujac czgsteczki shRNA,
umieszczone w kontekscie endogennego mikroRNA, miR30, uzyskat komérki z obnizonym
poziomie huntingtyny. W badaniach zastosowano shRNA rozpoznajace transkrypty
pochodzace z genu HTT lub spinki rozpoznajgce rejon powtérzeri CAG. Do wprowadzonych
do genomu konstruktow dotgczono réwniez odpowiednie geny markerowe utatwiajace
selekcje i sortowanie zmodyfikowanych komoérek. Jeden z zastosowanych wariantéw shRNA,
shHTT2, obnizat poziom huntingtyny w komérkach iPSC o okoto 85%, a po zréznicowaniu
ich do neuronalnych komérek macierzystych uzyskano wyciszenie na poziomie 60%. W
przypadku komorek ludzkich pochodzacych od pacjentéw HD takze obserwowano 50-60%
obnizenie poziomu huntingtyny, przy czym paradoksalnie stopien wyciszenia byt nizszy wraz
ze wzrostem liczby powtérzen CAG w genie HTT. Czy wynik ten oznacza, ze transkrypt ze
zwiekszong liczbg kodonéw CAG jest stabilniejszy? A moze réznice dotycza tylko stabilnosci
zmutowanego biatka? Czy dostepne sg jakiekolwiek dane na ten temat? Do wyciszenia
ekspresji huntingtyny zastosowano réwniez czasteczki RNA atakujgce w transkrypcie rejon
powtérzen CAG. Niestety, nie zaobserwowano obnizenia poziomu huntingtyny po ich
zastosowaniu. Co ciekawe, odnotowano taki efekt, gdy zréznicowano badane komoérki do
neuronalnych komérek macierzystych (NSC), chociaz wyciszenie ekspresji poziomu
huntingtyny oceniono w nich na okoto 40%, w poréwnaniu do 60% wyciszenia
obserwowanego w przypadku zastosowania wariantu shHTT2. Jak mgr Wojciech Szlachcic
zinterpretuje te réznice? Czy uzyskany wynik sugeruje, ze rejon powtorzen CAG jest w jakis
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sposob niedostepny w iPSC a w komérkach neuronalnych ta sytuacja sie zmienia? A moze
chodzi jedynie o poziomy aktywnosci biatek zaangazowanych w biogeneze miRNA? Czy
sprawdzono poziom ich ekspresji w réznych typach badanych komorek? Podczas obrony
chciatbym podyskutowaé na ten temat z mgr Wojciechem Szlachcicem. Wykorzystujac
informacje o zmianach ekspresji pewnej grupy genéw w liniach mysich iPSC z ekspresjg
ludzkiej huntingtyny o 128 powtoérzeniach, sprawdzono, czy obnizenie poziomu huntingtyny
pod wptywem dziatania czgsteczki shRNA wptywa na przywrocenie poziomu ekspresji
badanych genéw do takiego poziomu, ktéry obserwowany jest w komérkach iPSC typu
dzikiego. Uzyskano do$¢ niejednoznaczne, moim zdaniem, wyniki, nietatwe do interpretacji.
Jedynie w przypadku biatka p53 potwierdzono jednoznacznie, ze jego ekspresja i
fosforylacja w mysich iPSC, a takze w komérkach NSC koreluje z poziomem zmutowanej
huntingtyny. Niestety, nie zaobserwowano takiej zaleznosci w komérkach ludzkich.
Dlaczego?

Trzecia praca wchodzaca w sktad ocenianej rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha
Szlachcica to ciekawy artykut przegladowy z Molecular Neurobiology (Wiatr K, Szlachcic AJ,
Trzeciak M, Figlerowicz M, Figiel M. Huntigton Disease as a Neurodevelopmental Disorder
and Early Signs of the Disease in Stem Cells. (2017) Mol. Neurobiol. May 11). Praca ta w
pierwszej czesci bardzo dobrze podsumowuje obecng wiedze na temat roli prawidiowej i
zmutowanej huntingtyny w procesach rozwojowych. Autorzy publikacji podkreslaja
niezbednosc¢ takich danych dla opracowania skutecznej terapii komorkowej, ktérg mozna by
zastosowac¢ u chorych na HD. W drugiej czesci tego interesujacego artykutu autorzy
omawiajg modele komoérek pluripotencjalnych HD oraz zaburzenia jakie w komérkach iPSC
oraz NSC wywotuje pojawienie sie zmutowanej wersji huntingtyny. Warto zauwazyé, ze
omawiany artykut przeglagdowy w naturalny sposéb podkresla znaczenie wynikéw
otrzymanych przez mgr Wojciecha Szlachcica i przedstawionych w jego rozprawie

doktorskiej.

Przedstawione w rozprawie wyniki naukowe uzyskane przez mgr Wojciecha
Szlachcica sg niezwykle interesujgce i w petni oryginalne. Juz sam fakt ich opublikowania w
dobrych czasopismach naukowych, Disease Models and Mechanisms i Frontiers in

Molecular Neuroscience, $wiadczy o duzej wartosci naukowych ocenianych wynikow.
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Dodam, ze w obu przypadkach prace przeszty najprawdopodobniej kilka rund ostrej krytyki

ze strony wymagajgcych recenzentdéw, a to co trafito do mojej oceny zostato juz przez
autoréw kilkakrotnie gruntownie poprawione. Wszystkie opisane w rozprawie wyniki naukowe
zostaty bardzo wnikliwie skonfrontowane z danymi opublikowanymi wczesniej przez innych
badaczy. Ta polemika z danymi uzyskanymi przez innych oparta jest na najnowszej
literaturze naukowej i dobitnie wskazuje, ze mgr Wojciech Szlachcic znakomicie zna
literature naukowag poswiecong eksperymentalnym metodom leczenia HD. Dobrg i
gruntowng znajomos$¢ literatury naukowej dostrzegtem takze podczas czytania czesci
wstepnej rozprawy, ktére doskonale wprowadzito mnie w tematyke ocenianej rozprawy.
Rozprawe mgr Wojciecha Szlachcica konczy krotki rozdziat, w ktérym podsumowuje on
uzyskane przez siebie wyniki oraz przedstawia interesujgca perspektywe dalszych badan.

lll. Wnioski koncowe
Rozprawe doktorska mgr Wojciech Szlachcica oceniam bardzo wysoko. Autor przedstawit w
niej oryginalne i interesujgce wyniki naukowe. Oceniana praca spetnia z nawigzkg wszystkie
warunki stawiane rozprawom doktorskim. Dlatego zwracam sig do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Wojciecha Szlachcica do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na wyjatkowo wysoki
poziom zaprezentowanych w rozprawie wynikéw oraz oryginalno$¢ podjetego tematu

badawczego wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Wojciecha Szlachcica.
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