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Choroby neurodegeneracyjne to grupa wolno postepujgcych schorzen osrodkowego ukfadu
nerwowego, takich jak m.in. choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, czy tzw. choroby polyQ.
Schorzenia polyQ charakteryzujg sie ekspansjg powtérzern CAG w kodujgcych sekwencjach niektdrych
gendéw, co skutkuje wydtuzonymi fragmentami poliglutaminowymi w kodowanych przez nie biatkach
oraz ich zaburzong proteostazg i agregacjg. Do grupy tych choréb zalicza sie m.in. chorobe Huntingtona i
ataksje rdzeniowo-mozdzkowe, z ktorych jedna, stanowigca przedmiot badan opisanych w dysertacji,
jest warunkowana ekspansjg CAG w genie ataksyny 3 (ATX3). Ze wzgledu na ztozong etiologie, choroby
neurodegeneracyjne stanowig wcigz nierozwigzany problem medyczny i spoteczny. Brak skutecznych
metod leczenia zwigzany jest z niejasnymi przyczynami i mechanizmami molekularnymi tych patologii, a
takze niedostatkiem adekwatnych modeli zwierzecych. Jedyng nadzieje na pokonanie tych zagrozen daja
badania naukowe zmierzajgce do wyjasnienia patomechanizméw choréb neurodegeneracyjnych z
zastosowaniem udoskonalonych modeli zwierzecych tych chordb, jak tez do opracowania nowych
strategii terapeutycznych. W ten nurt wpisuje sie tematyka badan przedstawionej mi do oceny rozprawy
doktorskiej mgr Eweliny Jesion.

Celem tej pracy byta weryfikacja hipotezy, ze jednym z istotnych czynnikéw patomechanizmu
ataksji rdzeniowo-modzdzkowej typu 3 (ang. spinocerebellar ataxia type 3; SCA3) sg zaburzenia
metabolizmu cholesterolu zwigzane z obnizong aktywnoscig hydroksylazy cholesterolu (CYP46A1),
enzymu z rodziny cytochromu P450, odpowiedzialnego za synteze 24S-hydroksycholesterolu (24-OHC),
czyli gtéwnej formy cholesterolu, w jakiej jest on wydalany z mdézgu z przekroczeniem bariery krew-
moézg. Ze wzgledu na specyficzng ekspresje genu kodujgcego CYP46A1 w komodrkach Purkiniego
mozdzku, ktére ulegajg silnej degeneracji w SCA3, praca zaktadata zbadanie mozliwosci i behawioralnych
efektow fenotypowych obnizenia poziomu biatka CYP46A1 wybidrczo w komdrkach Purkiniego mézdzku.
Metodyka pracy powstata w oparciu o uprzednie doswiadczenia i osiggniecia zespotu prof. Macieja Figla
w Zaktadzie Neurobiologii Molekularnej ICHB PAN w zakresie rozwoju takich narzedzi biologii
molekularnej jak wektory wirusowe typu AAV oraz charakterystyki transgenicznych modeli SCA3 Ki91 i
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Kil50. W niniejszej pracy doktorskiej zbadano i potwierdzono mozliwos¢ wybidrczej transdukcji
neurondw Purkiniego mézdzku z zastosowaniem wektoréw wirusowych typu AAV zawierajagcych shRNA
genu CYP46A1 i uzyskania obnizenia poziomu biatka CYP46A1 w mdzdzku myszy dzikich oraz w mysim
modelu SCA3 Kil150. Zbadano takze w testach behawioralnych fenotypowe skutki obnizenia poziomu
biatka CYP46A1 w moézdzku myszy dzikich oraz myszy transgenicznych Ki150.

Uprzednio prowadzono juz badania efektdw obnizenia lub podwyzszenia poziomu biatka
CYP46A1 za pomocg iniekcji wektoréw wirusowych zawierajgcych odpowiednie shRNA w rézne rejony
moézgu myszy dzikich oraz w mysich modelach choréb neurodegeneracyjnych, przede wszystkim typu
Alzheimerowskiego, ale takze w innym modelu SCA3. Badania te sg jednak nieliczne i nie daty
dotychczas jasnej odpowiedzi na gtéwne pytania niniejszej dysertacji. Opisane w tej dysertacji podejscie
metodyczne i uzyskane wyniki mozna zatem uzna¢ za nowatorskie, dostarczajgce wielu cennych nowych
danych i stanowigce znaczacy wktad na drodze do opracowania nowych terapii genowych SCA3 i innych
choréb neurodegeneracyjnych.

Za jedno z najwazniejszych osiggnie¢ tej pracy uwazam opracowanie metody specyficznej i
efektywnej transdukcji komorek Purkiniego mdézdzku w wyniku stereotaktycznych iniekcji wektora o
serotypie AAV-PHP.eB bezposrednio do jader gtebokich mdézdzku, w poblize zakoriczern aksonalnych
komorek Purkiniego, wykorzystujgc zdolnos¢ wektoréw AAV-PHP.eB do transportu retrogradowego w
tych komérkach. Opracowanie takiej metodologii otwiera nowe mozliwosci dla terapii genowej SCA3 o
bardzo wysokim poziomie neuronalnej selektywnosci. Ponadto nalezy docenié, ze efekty obnizenia
biatka CYP46A1 w modzdzku myszy oceniano poprzez przeprowadzenie odpowiednich testéow
behawioralnych, takich jak czute testy pretéw statycznych (Static Rod test), test Rotarod i testy
punktowe fenotypu ataksji. Bardzo ciekawe sg wyniki wskazujgce, ze wbrew oczekiwaniom, selektywne
obnizenie poziomu biatka CYP46A1 w komodrkach Purkiniego modzdzku nie skutkuje powstaniem
fenotypu SCA3 u myszy typu dzikiego, ani tez pogtebieniem fenotypu SCA3 w modelu SCA3 Kil150, lecz
przeciwnie, poprawia motoryke zaréwno myszy typu dzikiego, jak myszy typu SCA3 Ki150.

Opis i ocena rozprawy

Rozprawa przygotowana jest zgodnie z obowigzujgcymi zasadami dotyczacymi prac doktorskich.
Dysertacja liczy 122 strony i ma klasyczny ukfad. Po spisie tresci zamieszczono streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, oraz Wprowadzenie (26 stron), w ktérym zawarto dobrze wyselekcjonowane
informacje naukowe, podane w odpowiedniej kolejnosci, a takze zilustrowane trzema przejrzystymi
rycinami.

W rozdziale ,,Wprowadzenie” Autorka najpierw opisata metabolizm cholesterolu w mézgu oraz
zaburzenia metabolizmu cholesterolu w chorobach neurodegeneracyjnych, w tym dane wskazujgce na
obnizenie poziomu CYP46A1 w tkankach modzdzku pacjentdw z SCA3. Nastepnie opisano podtoze
genetyczne i objawy kliniczne SCA3, strukture i funkcje ataksyny 3 w normie oraz neuropatologiczne
skutki mutacji w postaci ekspansji CAG tego biatka. Dalej dokonano przeglagdu ogdlnych strategii terapii
genowych, a takze strategii rozwijanych specyficznie dla terapii SCA3, w tym z zastosowaniem wektorow
AAV o réznych serotypach. Wprowadzenie koriczy przeglad mysich modeli SCA3 i omdwienie przestanek
do wyboru modelu homozygotycznych myszy SCA3 Ki150/150 do badan. Nastepnie zamieszczono krotki
opis ogdlnego celu pracy i celdow szczegdtowych. Wstep dobrze uzasadnia podjete badania, a cele badan
przedstawiono przejrzyscie.
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Opis materiatéw i metod (17 stron) jest zwiezty, a zarazem dostatecznie szczegdtowy, aby
umozliwi¢ powtdrzenie eksperymentéw. Warsztat metodologiczny pracy obejmuje szerokg game
réznorodnych technik biologii molekularnej i neurobiologii, takich jak iniekcje stereotaktyczne w scisle
okreslone struktury mdézgu myszy, uzyskanie i analiza lizatéw tkanek mézgu metodg immunoblottingu,
analiza skrawkéw modzgu metodg immunohistochemii, mikroskopia konfokalna, genotypowanie i testy
behawioralne zwierzat. Dobdér metod i narzedzi badawczych jest odpowiedni dla realizacji celu projektu.

Gtéwng cze$é rozprawy stanowi opis wynikdw przedstawiony na 38 stronach i 26 rycinach.
Pragne podkresli¢ precyzyjne zaplanowanie i przeprowadzenie doswiadczen, a takze ich dokumentacje
w postaci zdje¢ mikroskopowych, obrazéw immunoblotéw oraz wykreséw. Ocena poziomu biatka
CYP46A1 dwoma metodami (immunoblotting i immunohistochemia) oraz ocena zmian motoryki
zwierzat z zastosowaniem kilku réznych testéw behawioralnych pozwolity na uzyskanie rzetelnych
danych.

Rozdziat ,,Dyskusja i perspektywy” zajmuje 10 stron, po czym znajdujemy podsumowanie w
formie wnioskéw koricowych. Dyskusja uzyskanych danych dowodzi, ze doktorantka potrafi nie tylko
zastosowac odpowiednie techniki do wykonania badan, ale takze zinterpretowaé wyniki, poréwnac z
danymi eksperymentalnymi uzyskanymi przez innych badaczy oraz sformutowac na tej podstawie nowe
hipotezy i cele dalszych badan.

Spis bibliografii (w kolejnosci alfabetycznej) jest niezwykle obszerny i zajmuje az 25 stron.
Publikacje zostaty wtasciwie wyselekcjonowane, w tym uwzgledniono prace z ostatnich pieciu lat. Na
koricu zamieszczono wykaz stosowanych skrétéw.

Proporcja poszczegdlnych czesci pracy jest odpowiednia. Rozprawa ma przejrzystg konstrukcje i
w syntetyczny sposdb dostarcza wszystkich informacji pozwalajgcych na ocene oryginalnosci i istotnosci
rozwigzanego problemu naukowego, ogdlnej wiedzy doktoranta w uprawianej dziedzinie naukowe;j i
umiejetnosci prowadzenia badan naukowych. Praca napisana jest w sposdb zwiezty, przejrzysty i
ciekawy.

Uwagi d.t. zawartosci merytorycznej i konstrukcji pracy:

1. We Wprowadzeniu pomocny bytyby schemat stadidw transdukcji komérek wektorami AAV
zawierajgcymi shRNA i interferencji RNA, a w opisie materiatdw schematy stosowanych
wektoréw wirusowych AAV.

2. W opisie metod brakuje informacji, jak wykonywano iniekcje retro-orbitalne.

W opisie metod brakuje tez informacji, jaka byta pte¢ badanych zwierzat doswiadczalnych.

4. Badania prowadzono u zwierzat jednej pfci. Czy istniejg jakies przestanki aby przypuszcza¢, ze
wyniki prowadzonych badan, zwtaszcza testéw behawioralnych, bytyby podobne u samcoéw i
samic?

5. Str. 24, Wprowadzenie. Stwierdzenie ,, Do celowania w patogeneze SCA3 stosuje sie dwa
gtdwne rodzaje strategii terapeutycznych opartych na oligonukleotydach, sg to antysensowne
oligonukleotydy (ASO) oraz interferencje RNA (RNAI)” budzi pewne watpliwosci. W istocie,
strategie oparte na RNAi mozna rozpatrywac jako podgrupe zastosowan ASO (praca
przeglagdowa ,Antisense oligonucleotides for Alzheimer's disease therapy: from the mRNA to
miRNA paradigm” EBioMedicine 2021, doi: 10.1016/j.ebiom.2021.103691). Trudno tez
zgodzic sie ze stwierdzeniem, ze na podstawie miRNA ,,zaprojektowano sztuczne RNAI takie
jak miRNA, siRNA czy shRNA”. To zbyt daleko idgcy skrét myslowy. Mimiki miRNA czy
antagomiRy projektowane sg w oparciu o sekwencje docelowe dla miRNA w 3’ UTR mRNA,
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podczas gdy siRNA czy shRNA projektowane sg najczesciej przy zatozeniu, ze sekwencje
docelowe dla nich znajdg sie w rejonach kodujgcych mRNA.

Czemu w badaniach, ktérych wyniki przedstawiono na Rysunku 24. biatko CYP46A1
znormalizowano stosujgc jako biatko referencyjne Lamine 8, a w pozostatych analizach typu
immunoblotting stosowano GAPDH? Nalezy tez zauwazy¢, ze metoda immunoblottingu jest
metoda potilosciowa, nie ilosciowa.

Jednym z wymienianych przez Autorke atutow wektordw AAV-PHP.eB jest ich zdolnos¢ do
przekraczania bariery krew-maézg. Jednak w wyniku podan systemowych, to jest iniekcji retro-
orbitalnych AAV-PHP.eB-eGFP, transdukcji ulegto wiele struktur mdézgu. Na podstawie lektury
Dyskusji nie jest jasne, czy w Swietle pozostatych wynikéw pracy doktorskiej, w poréwnaniu
do bezposrednich iniekcji do mézdzku, podania systemowe tego wektora uwazaé¢ mozna za
mato obiecujacg strategie terapii genowej SCA3, zagrozong licznymi efektami ubocznymi?.
W Dyskusji przedstawiono wyniki innych prac wskazujgce na odmienne efekty obnizenia
poziomu CYP46A1 w réznych strukturach moézgu. Skutki obnizenia poziomu CYP46A1 w tych
samych strukturach i komadrkach mézgu, takich jak komérki Purkiniego moézdzku, mogg takze
by¢ odmienne w zaleznosci od typu neurodegenerac;ji i jej stadium oraz rodzaju
aktywowanych proceséw kompensacyjnych czy zmian systemowych w organizmie, takich jak
np. hipercholesterolemia czy zesp6t metaboliczny. Dlatego nalezatoby moze nieco ostrozniej
sformutowaé wniosek nr 5: ,Selektywne obnizenie CYP46A1 w komédrkach Purkiniego moze
by¢ celem teraputycznym w SCA3 i w innych chordéb (powinno byé: chorobach)
neurodegeneracyjnych zwigzanych z zaburzeniem przemian cholesterolu w mézdzku w PC”.
CYP46A1 jako potencjalny cel terapeutyczny w SCA3 i innych chorobach
neurodegeneracyjnych wymaga wielu dalszych weryfikacji.

Kontynuujgc temat ztozonosci skutkéw obnizenia CYP46A1 dla proceséw neurodegeneracji
warto zauwazyé, ze obnizenie poziomu CYP46A1 w hipokampie we wczesnych stadiach
choroby Alzheimera moze mieé kluczowe znaczenie takze w dezintegracji tratw lipidowych w
btonach neurondw, gdzie zachodzi proces amyloidogennej proteolizy APP.

Rozdziat ,Wnioski” w punkcie 8 dysertacji w istocie stanowi podsumowanie wynikéw i
whnioski, taki wtasnie tytut bytby bardziej adekwatny.

Przydatne bytoby zamieszczenie na koncu spisu bibliografii listy artykutéw ze
wspoétautorstwem doktorantki, ktére majg zwigzek z dysertacja.

Spis skrotdw zawiera skroty w jezyku angielskim, zatem przydatne bytoby zamieszczenie
petnych nazw i termindw w jezyku angielskim, nie tylko w jezyku polskim (np. SCA,
spinocerebellar ataxia).

Uwagi edycyjne i jezykowe.

Uwagi krytyczne dotyczgce edycji i bteddw jezykowych pracy zamieszczam na koncu recenzji,
jako mniej istotne w porédwnaniu z aspektami merytorycznymi.

Stwierdzam, ze praca przygotowana jest na ogdt starannie, autorka postuguje sie poprawnym,
naukowym jezykiem. Z obowigzku recenzenta musze jednak wskaza¢ nastepujgce uchybienia.

1.
2.

Materiaty i Metody: metoda to Western blotting lub immunoblotting, nie ,Western blot”.
Termin ,barwienia immunofluorescencyjne” mozna zastgpi¢ bardziej uniwersalng nazwa
,metody immunohistochemiczne”.
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3. Innym czestym btedem w rozprawach doktorskich jest termin ,izolacja DNA, izolacja RNA” —
zamiast ,izolowanie DNA, RNA (proces).

4. Brakuje informacji, czy Rysunek 2 we Wprowadzeniu jest opracowaniem wtasnym, czy moze
pochodzi z innego Zrddta. Opis tego Rysunku sprawia wrazenie niedoktadnego ttumaczenia
automatycznego typu Google translator (,fioletowe okragte struktury” to inaczej kétka?).
Usterki wystepujg takze w opisie Rysunku 10.

5. Czeste sg btedy interpunkcyjne: zdania ztozone podrzednie badz wspotrzednie powinny byé
rozdzielone przecinkami.

Podsumowanie

Mimo kilku uwag krytycznych, ktérych celem jest gtdwnie zacheta do dalszej dyskusji, wysoko
oceniam przedstawiong do oceny dysertacje. Ambitne cele pracy zrealizowano poprzez szeroko
zakrojone, rzetelnie i konsekwentnie poprowadzone badania, ktére doprowadzity do sformutowania
waznych konkluzji. Uzyskane wyniki majg w wiekszosci nowatorski, oryginalny charakter. Dysertacja
cechuje sie dobrg organizacjg obszernego materiatu, a takze sprawnoscig przedstawienia i omdéwienia
wynikéw i ich dyskusji w Swietle istniejgcej literatury. Lektura dysertacji nie pozostawia watpliwosci, ze
mgr Ewelina Jesion osiggneta duzg sprawnos¢ eksperymentalng oraz zdobyta rozlegta wiedze i
umiejetnos¢ krytycznej analizy danych, co zapewnia Jej swobode w podejmowaniu wymagajgcych
wyzwan naukowych i umozliwia prowadzenie samodzielnych badan.

Podsumowujgc stwierdzam, ze 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.
p0z.1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce 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 pazdziernika2022 r.). i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Eweliny Jesion do dalszych etapéw postepowania o nadanie
stopnia doktora.
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