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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Jesion pt. ,,Wptyw poziomu biatka
CYP46A1 w mézgu mysiego modelu Ki150 w konteks$cie roli metabolizmu

cholesterolu w patogenezie ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 3

Oceniana praca zostata wykonana w Zaktadzie Neurobiologii Molekularnej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Macieja Figla.
Promotorem pomocniczym rozprawy mgr Eweliny Jesion jest dr inz. Magdalena
Surdyka. Praca zostata napisana po polsku i ma forme manuskryptu. Tematem
rozprawy jest badanie udzialu metabolizmu cholesterolu w patogenezie ataksiji
rdzeniowo-moézdzkowej typu 3, w skrocie SCA3, i potencjalne terapie tej
nieuleczalnej dotad choroby zwigzane z regulacjg metabolizmu cholesterolu w
mozgu chorych. Temat ten jest bardzo ambitny i oryginalny, co stanowi podstawowe
wymaganie stawiane przed pracg doktorskg. Podjete przez Doktorantke zadania
badawcze dobrze wpisujg sie w problematyke naukowg od wielu lat prowadzong w
laboratorium kierowanym przez dr hab. Macieja Figla.

Magister Ewelina Jesion, przed omoéwieniem wynikéw wykonanych przez
siebie eksperymentow, przedstawita w swojej pracy doktorskiej interesujacy przeglad
literaturowy, stanowigcy wstep ocenianej rozprawy. Rozdziat ten zostat przygotowany
na podstawie najnowszej literatury naukowej i doskonale wprowadza ciytelnika w

tematyke pracy, dostarczajgc jednocze$nie cennych informacji wykorzystanych przez
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Autorke pézniej w rozdziale zatytutowanym Dyskusja i perspektywy. Wstep jest
napisany jasno i zrozumiale, w niektorych jedynie miejscach przydatoby sie troche
wiecej informacji i zrozumienia dla czytelnika, ktéry niekoniecznie musi wiedzie¢, co
to jest ,postepujgca oftalmoplagia zewnetrzna” czy ,uogodlniona arefleksja”, nie
wspominajac o ,kacheksji’. Przydatoby sie kilka stow wyjasnienia dla nie lekarzy. To
sg jednak drobne szczegodty, bo bardzo szybko mozna w Internecie rozszyfrowac
chociazby najbardziej skomplikowane terminy medyczne. Chciatbym w tym miejscu
podkresli¢, ze omawiany przeglad literaturowy czytatem z duzym zainteresowaniem i
wiele sie z niego dowiedziatem. Dodam takze, ze ta cze$¢ rozprawy jest zilustrowana
trafnie dobranymi schematami, ktére utawiajg jej czytanie. Jedynym elementem,
ktorego zabrakto mi we Wstepie to informacje o budowie moézdzku - takie
podstawowe informacje utatwityby mi analize zamieszczonych w pracy zdjec
mikroskopowych.

W nastepnym rozdziale ocenianej rozprawie mgr Ewelina Jesion
sprecyzowata gtébwny cel swoich badan. Doktorantka napisata, ze swojg prace
doktorska traktuje jako weryfikacje pewnej hipotezy naukowej, ktora zaktadata, ze
dysfunkcja 24-hydroksylazy cholesterolu CYP46A1 jest powigzana funkcjonalnie z
wystgpieniem objawéw SCA3. Hipoteza taka zostata wysunieta na podstawie
wczesniejszych  obserwacji  fgczgcych  poziom  enzymu  CYP46A1 z
patomechanizmem innych choréb neurodegeneracyjnych. Poniewaz w SCA3
najbardziej zdegenerowanymi neuronami sg komorki Purkinjego w mézdzku, to
wiasnie te czeS¢ mozgu zaplanowano przebada¢. Z uwagi na ekspresje genu
CYP46A1w komorkach Purkinjego, ktére sa najbardziej zdegenerowanymi
komorkami w mozdzku oséb chorych na SCA3, to wiasnie te neurony wybrano jako
cel manipulacji genetycznych. W badaniach wykorzystano myszy typu WT oraz
Ki150/150, ktore sg zmodyfikowanym zwierzecym modelem choroby SCA3. U myszy
tych nie tylko, ze ekspresji ulega wprowadzony do ich genomu ludzki gem ATX3 o od
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140 do 163 powtérzen CAG, to jeszcze zmutowane w ten sposéb sa oba allele tego
genu.

Rozdziat zatytutowany Materiaty i metody zostat przygotowany starannie.
Jedynym mankamentem jest, moim zdaniem, do$¢ zdawkowe opisanie myszy
Ki150/150. Mozna te informacje znalez¢ w tekscie, ale brakuje ich doktadniejszego
opisu w Materiatach i metodach, do ktorej to czesci najczesciej zagladamy szukajac
danych o uzytym w badaniach materiale biologicznym. Duzym dla mnie utrudnieniem
przy analizie opisanych w pracy wynikéw byt réwniez brak szczegoétowego opisu
zastosowanych wektorow wirusowych. Przedstawione informacje pozwolity co
prawda na zrozumienie wykonanych doswiadczen, ale zabrakio mi szczegétéw
budowy uzytych wektorow.

Rozdziat poswiecony uzyskanym przez Doktorantke wynikom rozpoczyna
omowienie kilku doswiadczen, ktérych wyniki miaty odpowiedzie¢ na pytanie o
wydajnosc¢ transdukcji komérek moézdzku w wyniku wstrzykniecia w rozne jego
obszary dwéch wektorow wirusowych: AAVrh10 i AAV-PHP.eB, ktére zawieraty gen
kodujgcy GFP. Obserwacja akumulacji GFP w komodrkach moézdzku pozwolita
stwierdzi¢, ze najlepszym sposobem transdukcji komorek Purkinjego jest iniekcja
wektora AAV-PHP.eb do jader gftebokich mézdzku. Badania te umozliwity wybér
odpowiedniego serotypu wirusa, miejsca jego iniekcji w obrebie moézdzku, a takze
zaproponowanie odpowiedniej liczby czastek wirusowych potrzebnych do uzyskania
transdukcji komoérek. W nastepnym kroku mgr Ewelina Jesion postanowita obnizy¢
poziom hydroksylazy 24-hydroksylaza cholesterolu CYP46A1 w komoérkach
Purkinjego za pomocg interferencji RNA, przy wykorzystaniu spinki wyciszajacej
zawierajgcej krotkie sekwencje genu CYP46A1. Jako kontrole zastosowano spinke
zawierajgca przypadkowa sekwencje wyciszajgcg. Zatozono, ze obnizenie ekspres;ji
CYP46A1 w mozdzku myszy typu dzikiego spowoduje pojawienie sie objawow
choroby SCA3. Chociaz w eksperymentach zastosowano wirusa, ktory wywotywat

transdukcje neuronéw Purkinjego, nie zaobserwowano zadnych negatywnych
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efektow obnizenia poziomu 24-hydrolazy cholesterolu w mézdzku myszy typu
dzikiego. Podobnie nie zaobserwowano istotnego pogtebienia sie objawow
chorobowych w przypadku obnizenia poziomu CYP46A1 w moézdzku myszy
reprezentujacych mysi model choroby SCA3. To zaskakujgcy wynik w $wietle
obserwacji wskazujgcej na obnizenie poziomu tego enzymu u pacjentoéw cierpigcych
na rézne choroby neurodegeneracyjne. Na obronie chciatbym dowiedzie¢ sie, czy
wykonano lub zaplanowano wykonanie eksperymentéw zwiekszajgcych poziom 24-
hydroksylazy cholesterolu w mézdzku? Bardzo ciekawe byloby poréwnanie
zachowania zwierzat o zmniejszonym i zwiekszonym poziomem CYP46A1. W
ocenianej pracy Doktorantka przebadata réwniez wptyw wprowadzenia do mézdzku
wektora wirusowego, ktory, jak pokazaty eksperymenty, nie dostawat sie do komérek
Purkinjego tylko powodowat transdukcje innych typéw komorek moézgu. Jaki byt sens
wykonania tych eksperymentow? Chciatbym rowniez odnies¢ sie do
zaprezentowanych zdje¢ pokazujacych ekspresje GFP. Niektére z nich (np. rys. 13
na stronie 62) sg niezwykle wyrazne, z fatwo dostrzegalnymi obszarami mézdzku,
inne zdjecia sg duzo trudniejsze do interpretacji, zwlaszcza, ze nie we wszystkich
przypadkach zastosowano detekcje histochemiczng lokalizujacg okreslone czesci
mozdzku. Z czego wynikaja te réznice w jakosci zdjec?

Magister Ewelina Jesion wykazata réwniez eksperymentalnie, ze poziom CYP46A1
badany metodg barwienia immunofluorescencyjnego jest obnizony w mozdzku
myszy Ki150 w stosunku do myszy typu dzikiego. Poziom tego obnizenia okreslono
na 35%, ale nie jest jasne ile komoérek analizowano. W podpisie pod rysunkiem
napisano, ze analizowano n=3, co, jak rozumiem, dotyczy liczby myszy. Nie
znalaztem jednak informacji o liczbie analizowanych komérek, na podstawie ktérych
wyliczono spadek poziomu 24-hydroksylazy cholesterolu. Autorka rozprawy
przedstawita rowniez dowody wskazujgce na obnizenie poziomu CYP46A1 po
iniekcji odpowiednich wektoréw wirusowych zaréwno do jader gtebokich moézdzku,

jak i po iniekcjach lobularnych. | tu réwniez, tak jak przy badaniu poziomu 24-
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hydroksylazy cholesterolu u zwierzat niepoddanych iniekcji, nie wyjasniono
dokfadnie, w jaki sposéb dokonano oceny intensywnosci fluorescencji w badaniach
poziomu CYP46A1 przy uzyciu specyficznych przeciwciat. Czy nie lepiej bytoby
zastosowa¢ w tych doswiadczeniach metode ELISA? Dla iniekcji wirusa AAV-
PHP.eB do warstwy jader gtebokich wykonano takze ocene wyciszenia ekspresiji
genu CYP46A1 na poziomie RNA. Wykonana analiza RT-qPCR wykazata, ze mRNA
CYP46A1 jest co prawda na nizszym poziomie w mozdzku zwierzat, ktérym
wstrzyknieto wektor wirusowy ze spinka wyciszajgcg ekspresje genu CYP46A1, ale
réznica miedzy tymi myszami, a myszami inieckowanymi wektorem kontrolnym nie
byta istotna statystycznie. Musze w tym miejsc zwroéci¢ uwage, ze o ile na rysunku ta
nieistotnos¢ statystyczna zostata wyraznie zaznaczona, to w tekscie (str. 84) mgr
Ewelina Jesion pisze o istotnej statystycznie réznicy poziomu mRNA 24-hydroksylazy
cholesterolu w mozdzkach badanych zwierzat. Na podstawie zaproponowanych
wynikow Doktorantka zaproponowata, ze selektywne obnizenie poziomu CYP46A1 w
komérkach Purkinjego moze by¢ celem dziatan terapeutycznych w SCA3 i innych
chorobach neurodegeneracyjnych. Ta interesujgca koncepcja, wymaga jednak
jeszcze wielu dodatkowych eksperymentow kontrolnych, ktérych wyniki wzmocnityby
pomyst Autorki rozprawy.

Wszystkie otrzymane wyniki zostaty bardzo rzeczowo przedyskutowane w
obszernym rozdziale zatytutowanym Dyskusja i perspektywy Po jego przeczytaniu
nie mam watpliwosci, ze mgr Ewelina Jesion bardzo dobrze zna literature dotyczaca
SCA3, a takze artykuty naukowe opisujace eksperymentalne podejscia do leczenia
tej choroby. W tej czesci rozprawy Doktorantka przedstawita rowniez perspektywy
badan nad patogenezg ataksji mézdzkowo-rdzeniowej typu 3 oraz nad nowymi
strategiami terapeutycznymi. Ostatnim rozdziatem, poprzedzajagcym spis
wykorzystanej literatury, jest zgrabnie napisany rozdziat zatytutowany Wnioski, w
ktérym Autorka pracy podsumowata wszystkie uzyskane przez siebie wyniki i

zakreslita plan przysztych badan nad interesujgcym jg tematem.
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Uwagi krytyczne i pytania dotyczace ocenianej rozprawy nie umniejszajg mojej
wysokiej oceny pracy doktorskiej mgr Eweliny Jesion. W rozprawie przedstawiono
interesujgce i oryginalne wyniki naukowe. Zostaty one wtasciwie zinterpretowane i
krytycznie skonfrontowane z informacjami pochodzacymi z artykutami, ktére zostaty
juz opublikowane przez innych autoréw. Przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace Ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
(uchwata Rady Naukowej IChB PAN nr 128/2022/Internet z dnia 24 pazdziernika
2022 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o

dopuszczenie mgr Eweliny Jesion do dalszych etapow postermGabni? o nadanie
igne
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