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Ocenarozprawy doktorskiej mgr Piotra Tomasza Piaseckiego pt.
»Charakterystyka mysich modeli SCA3/MJD Ki91 i Ki150 ze szczeg6lnym
uwzglednieniem patogenezy w tkance, interakcji zmutowanej ataksyny 3 i

zmian transkrypcyjnych w mézgu”.

Oceniana rozprawa powstata w Zaktadzie Neurologii Molekularnej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem dr hab. Macieja Figla, ktory jest
promotorem dysertacji przygotowanej przez mgr Piotra Piaseckiego. Praca ma
klasyczny uktad i jest obszernym manuskryptem napisanym w jezyku polskim.
Tematem przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej jest patomechanizm
ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 3 (SCA3). Celem badan byto nie tylko poznanie
molekularnych przyczyn choroby, ale réwniez zaproponowanie nowych podejsé
terapeutycznych przydatnych podczas leczenia pacjentéw chorych na SCA3. Temat
pracy doktorskiej mgr Piotra Piaseckiego jest oryginalny i nowatorski, a zatem
spetnia niezbedny, podstawowy warunek stawiany przed kazdg rozprawg doktorska.

Prace rozpoczynajg dwa obszerne streszczenia napisane w jezyku polskim i
angielskim. Tuz za streszczeniami znajduje sie niezwykle ciekawy przeglad
literaturowy, stanowigcy doskonaty wstep do wtasciwej analizy opisanych w dalszych
czesciach pracy wynikow. Rozdziat ten zostat podzielony przez Autora na cztery
czesci. W pierwszej Doktorant opisat SCA3, przedstawiajgc objawy tej nieuleczalnej
choroby oraz dostepne informacje o patogenezie tego schorzenia. Druga czes¢
zostata poswiecona charakterystyce ataksyny 3 (ATXN3) oraz mutacjom w genie
kodujgcym to biatko, ktére odpowiadajg za pojawienie sie objawow SCA3. Trzeci
podrozdziat Wstepu dotyczy modeli zwierzecych ataksji rdzeniowo-mdzdzkowej typu
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3, a w ostatniej, czwartej czesci Autor skupit sie na omowieniu terapii
eksperymentalnych, ktére prébuje sie wykorzystaé do leczenia SCA3. Caty ten
obszerny rozdziat rozprawy mgr Piotra Piaseckiego zostat oparty na doskonale
wyselekcjonowanych artykutach naukowych, i to zaréwno klasycznych prac
dotyczacych SCAZ3, jak i rowniez pozycji najnowszych. Nie mam watpliwosci, ze
Doktorant zapoznat sie z wynikami, ktére zostaty opublikowane przez innych
naukowcow, dobrze je zinterpretowat i ciekawie przedstawit w omawianej czesci
doktoratu.

Cel podjetych badan zostat precyzyjnie i jasno okreslony w rozdziale
zatytutowanym Cel pracy. Dowiadujemy sie z niego, ze gtbwnym zadaniem
badawczym, ktore postawit przed sobg Doktorant, byto zbadanie patogenezy ataks;ji
rdzeniowo-mozdzkowej typu 3, przy wykorzystaniu nowego mysiego modelu choroby
0 zaostrzonym fenotypie. Warto w tym miejscu podkreslic, ze ten nowy model
zwierzecy zostat zaprojektowany i przygotowany przez Autora pracy. Zakreslone w
manuskrypcie cele zostaty w pemni zrealizowane, o czym przekonatem sie studiujgc
pozostate czesci rozprawy

Nastepnym obszernym rozdziatem ocenianej rozprawy jest fragment, w
ktérym Doktorant opisat uzywane odczynniki, a takze przedstawit stosowane w
trakcie prac nad doktoratem metody badawcze. Rozdziat ten zostat przygotowany
bardzo starannie i nie znajduje w nim wiekszych uchybien. Wszystkie metodyczne
watpliwosci, ktore nasunety mi sie podczas analizy zamieszczonych w pracy
wynikéw, zostaty wyjasnione po przeczytaniu odpowiedniego fragmentu Materiatéw i
metod.

Rozdziat Wyniki rozpoczyna sie opisem analiz transkryptomicznych mézdzku i
kory moézgowej wyizolowanych z mdézgéw myszy modelu Ki9l, w fazie pre- i
symptomatycznej. Nie zaobserwowano istotnych zmian transkrypcyjnych u myszy
Ki91 przed pojawieniem sie symptoméw choroby. Podobnie nie zaobserwowano
zmian w profilach splicingowych w moézgu zwierzat ze zmutowang wersjg ludzkiego
genu ATXN3, w poroéwnaniu do myszy kontrolnych. Natomiast u zwierzat starszych, u
ktorych obserwowalne byty juz objawy choroby, zaobserwowano wzrost poziomu
MRNA markeréw oligodendrocytéw, Oligl i Olig2, i to zarébwno w korze pierwotnej,
jak i mézdzku. Wyraznie obnizyt sie natomiast poziom ekspresji genow, ktorych
produkty zwigzane sg z mielinacjg. Brak byto jednoczes$nie zmian ekspresji gendw
stanowigcych markery neuronalne, takich jak Npy, Sst czy Reln. Doktorant sprawdzit
takze ekspresje wybranych gendéw metodg RT-gPCR w kulturze neuronalnej
pochodzacej od pacjentéw cierpigcych na SCA3. Sadze, ze mozna byto zastosowaé
w tym przypadku lepszg metode badawczg - mysle tutaj o analizie
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transkryptomicznej. Chociaz nie mam  watpliwosci, ze cze$¢ zmian
zaobserwowanych w hodowlach komorkowych pochodzgcych od pacjentow i u
myszy Ki9l jest podobna, to uwazam ze lepszym porownaniem bytyby dane
pochodzgce z analiz wysokoprzepustowych. Pomimo, ze mgr Piotr Piasecki nie
zaobserwowat istotnych zmian w ekspresji gendow w mozdzku i korze mdzgowej
myszy modelu Ki91 przed pojawieniem sie objawdw schorzenia, preparaty
mikroskopowe mozgu badanych zwierzat pokazaty wyrazng zmiane lokalizaciji
zmutowanego biatka ATXN3 w stosunku do biatka niezmutowanego — biatko
zmutowane akumulowato sie w jadrze komorkowym, gdzie tworzyto liczne
mikroagregaty.

Magister Piotr Piasecki postanowit przygotowa¢ nowy mysi model ataksji rdzeniowo-
mozdzkowej typu 3, w ktorych mozna by obserwowacé zmiany fenotypowe zwigzane z
chorobg jeszcze przed pojawieniem sie symptomédw SCA3. Dzigki zastosowaniu
specjalnemu doborowi par rodzicielskich, czyli selekcji zwierzat, ktore miaty
zwiekszong liczbe powtdorzen CAG w genie ATXN3, otrzymano nowy mysi model
SCAZ3, nazwany przez Autora Kil50. Sprawdzono, ze myszy te zawierajg w korze
mozgowej zmutowang ataksyne 3 ze zwiekszong w stosunku do biatka typu dzikiego
liczbg reszt glutaminowych. Magister Piotr Piasecki sprawdzit zachowanie sie myszy
modelu Kil50, a takze zbadat tkankowg, komdrkowg oraz subkomorkowg lokalizacje
zmutowanego biatka ATXN3 w mozgach tych zwierzat. Doktorant stwierdzit, ze
zmiany w behawiorze zwierzgat sg mozliwe do zaobserwowania juz u zwierzat
jednomiesiecznych. Co wiecej, jadrowe inkluzje charakterystyczne dla SCA3 sg
wieksze, gestsze oraz pojawiajg sie wczesniej u myszy Kil50 niz u myszy Ki9l.
Wszystkie doswiadczenia, ktérych wyniki omowitem do tej pory zostaty zaplanowane
i wykonane starannie, a ich dokumentacja nie wzbudzita moich watpliwosci. Mam
jedynie drobne zastrzezenia do podpiséw pod rysunkami. Sg one dosc¢ lakoniczne i
nie zawierajg wszystkich potrzebnych do ich interpretacji informacji. Dobrym
przyktadem jest ryc. 14 i 15, w podpisach ktorych brakuje opisu rysunku D (ryc. 14)
lub nawet A, B i C (ryc. 15). Takich przypadkdéw jest manuskrypcie co najmniej kilka.
Wykorzystujgc metody chromatograficzne mgr Piotr Piasecki stwierdzit, ze ataksyna
3 tworzy duze kompleksy. Dlatego postanowit zidentyfikowaé biatka, ktore z ATXN3
oddziatujg, i to zaréwno z ataksyng prawidtowg, jak i zmutowang. W tym celu
wykonat analize biatek wystepujgcych w poszczegoélnych frakcjach/kompleksach
zawierajgcych ataksyne, przy wykorzystaniu spektrometrii mas. Doktorant wytrgcit
rowniez, stosujgc odpowiednie przeciwciata (koimmunoprecypitacja), ataksyne wraz
z oddziatujgcymi z nig biatkami, ktére nastepnie zidentyfikowat przy pomocy
spektrometrii mas. Poszukiwano takich biatek, ktérych oddziatywanie z ataksyng 3
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znaczgco sie rozni pomiedzy biatkiem pochodzgcym od zwierzat Ki2l i myszami z
nowego modelu SCA3 — Kil50. Co ciekawe, interaktory, ktore nie oddziatywaty lub
stabo oddziatywaty ze zmutowanym biatkiem ATXN3 mozna byto przyporzadkowac
do biatek zwigzanych z translacjg oraz do grupy biatek zwigzanych z mitochondriami
I ich transportem w neuronach. Ciekawg grupe biatek, ktére zidentyfikowat Doktorant
jako interaktory zaréwno prawidtowej, jak i zmutowanej ataksyny, stanowity
podjednostki proteasomu. Moim zdaniem to bardzo interesujgcy kierunek badawczy i
powinien by¢ kontynuowany. Przedstawione dane mozna bowiem traktowac jedynie
jako wyniki wstepne, ktére muszg by¢ potwierdzone i lepiej udokumentowane, np.
przez badania mikroskopowe typu FLIM-FRET, albo jeszcze lepiej PLA (ang.
proximal ligation assay). Ostatnim eksperymentem przedstawionym w rozdziale
zatytutowanym Wyniki jest proba wykorzystania znanych zwigzkow, inhibitorow
proteasomu, do zmniejszenia poziomu zmutowanej ataksyny u chorych na SCAS.
Doswiadczenie to polegato na dodaniu specyficznych inhibitorow do hodowli
komérkowej fibroblastow pochodzgcych od pacjentow chorujgcych na SCAS3.
Magister Piotr Piasecki wykazat, ze niskoczgsteczkowe zwigzki wigzgce sie
specyficznie do podjednostek a i B wplywajg na obnizenie akumulacji ataksyny 3.
Autor rozprawy zasugerowat, ze mogtaby to byé nowa strategia terapeutyczna w
leczeniu ataksji rdzeniowo-mozdzkowej typu 3. Mam kilka pytah zwigzanych z tg
czedcig pracy. W trakcie obrony chciatbym dowiedzie¢ sie ile réznych linii
fibroblastow uzyto w tym doswiadczeniu, a przede wzystkim od ilu pacjentow
pochodzity? Czy wiadomo juz co$ na temat skutecznosci badanych zwigzkéw w
ostabianiu lub nawet eliminacji objawdéw choroby u myszy Kil50? Czy wykonano,
albo planuje sie wykonac takie eksperymenty.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaty przez Doktoranta skonfrontowane z
danymi uzyskanymi przez innych naukowcow. Dyskusja jest dobrze i jasno napisana
i dwiadczy o bardzo dobrej znajomosci literatury naukowej dotyczgcej SCAS.
Ostatnim rozdziatem ocenianej dysertacji jest krotki rozdziat zatytutowany Wnioski, w
ktorym Doktorant podsumowuje wszystkie uzyskane wyniki.

Przedstawione w recenzji pracy doktorskiej mgr Piotra Piaseckiego uwagi
krytyczne nie umniejszajg mojej wysokiej oceny tej rozprawy. W dysertacji
przedstawiono interesujgce i w petni oryginalne wyniki naukowe. Zostaly one
wiasciwie zinterpretowane i krytycznie skonfrontowane z informacjami pochodzacymi
z artykutami opublikowanymi 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
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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
pazdziernika 2022 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej
PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Piotra Tomasza Piaseckiego do dalszych
etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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