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Zaktad Ekspresji Genéw

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Piotra Piaseckiego zatytutowanej , Charakterystyka mysich
modeli SCA3/MJD Ki91 i Kil50 ze szczegélnym uwzglednieniem patogenezy w tkance,
interakcji zmutowanej ataksyny 3 i zmian transkrypcyjnych w mozgu”.

Niniejszg recenzje wykonatem jako osoba powotana do funkcji recenzenta przez Rade Naukowa
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Oceny dokonatem wedtug obowigzujgcych
uregulowan prawnych na podstawie przekazanej mi rozprawy doktorskie;j.

Praca doktorska mgr Piotra Piaseckiego zostata wykonana w Zaktadzie Neurobiologii
Molekularnej, Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod opiekg merytoryczng prof. IChB, dr
hab. Macieja Figla, petnigcego funkcje promotora w przewodzie doktorskim. Temat pracy doktorskiej
wpisuje sie w obszar badan prowadzonych od wielu lat z duzym sukcesem przez zespdt pana
promotora, zwigzanych z poznawaniem patomechanizméw kilku choréb wywotanych nietypowymi
mutacjami jakimi sg ekspansje powtdrzen trdjnukleotydowych CAG (CAG®*®), a zwtaszcza choroby
Huntingtona i ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 3 (SCA3). SCA3 jest autosomalng, dominujaca,
progresywng chorobg neurodegeneracyjng spowodowang mutacjg w genie ATXN3 prowadzacg do
powstania zmutowanej ataksyny-3 (ATXN3), zawierajgcej dtugie trakty poliglutaminowe (poliQ)
kodowane przez powtdérzenia CAG.

Szczegblnymi obiektami badan Doktoranta byly modele zwierzece SCA3 typu knock-in
eksprymujgce ludzki gen ATXN3 z rézng diugoscig powtdrzern CAG. U pacjentow z SCA3 obserwuje sie
nasilenie fenotypu chorobowego a zarazem obnizenie wieku pojawienia sie pierwszych zmian
klinicznych wraz ze wzrostem wielkosci ekspansji CAG®®, dlatego zasadnym byto postawienie sobie za
cel badan poréwnanie zmian behawioralnych i molekularnych u myszy zawierajacych okoto 90 (Ki91) i
150 powtdrzen CAG (Kil50). Ponadto niewiele wiadomo o zmianach molekularnych zachodzacych u
nosicieli mutacji w genie ATXN3 przed pojawieniem sie pierwszych objawéw choroby. Ten problem stat
sie kolejnym pytaniem, na ktére prébowat odpowiedzie¢ mgr Piasecki. Wreszcie w ostatniej czesci
pracy zaadresowano pytanie dotyczace biatek tworzgcych kompleksy ze zmutowang i prawidtowg
ataksynga-3.

Oceniana rozprawa doktorska sktada sie z trzech gtéwnych czesci. Pierwszg stanowi relatywnie
krotkie, liczagce 20 stron, choc¢ tresciwe wprowadzenie omawiajgce istniejgcy stan wiedzy w zakresie
tematyki projektu. Doktorant opisuje podstawy genetyczne i molekularne SCA3, modele zwierzece tej
choroby oraz opracowywane podejscia terapeutyczne. Czes¢ ta napisana jest w sposdb kompetentny i
informatywny, a zarazem wystarczajacy dla zrozumienia podstaw planowania i wykonania badan
opisanych w niniejszej pracy.
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Druga czes$¢ stanowi bardzo konkretnie nakreslony cel badan, podzielony réwniez na zadania
szczegotowe. Trzecim, najobszerniejszym elementem rozprawy jest drobiazgowy opis zasadniczej czesci
pracy, rozpoczynajacy sie przedstawieniem metodyki badawczej, a konczacy opisaniem i
przedyskutowaniem uzyskanych wynikéw. Jest to tradycyjny uktad rozprawy, ktdéry pozwala na logiczne
wprowadzenie poszczegdlnych tresci i prawidtowa narracje.

W tym miejscu chciatbym zwrdéci¢ uwage na nie do konica trafne sformutowanie, ktére znalazto
sie w tytule, celu pracy i wielu innych miejscach rozprawy, jakim jest okreslenie ,,zmiany transkrypcyjne
w mézgu”. Zmiany na poziomie transkrypcji nie byty badane w ocenianej pracy. Badania polegaty na
okresleniu zmian w poziomie i jakosci czgsteczek mRNA w skali cato-transkryptomowe] lub dla
indywidualnych mRNA. Prawidtowo jest to sformutowane w tytule w jezyku angielskim. Réznice w
poziomie mMRNA mogga przeciez wynikaé nie tylko z réznic w efektywnosci transkrypcji, ale réwniez
réznic w dojrzewaniu, transporcie, stabilno$ci mRNA i wielu innych procesow.

Celem pierwszej czesci badan byto okreslenie wptywu wieku zwierzat knock-in eksprymujgcych
zmutowany gen ATXN3 oraz dtugosci traktu CUG®*® na zmiany ilosciowe, w tym na poziomie cato-
transkryptomowym. Uzyskane wyniki pokazaty, ze u mtodych, bezobjawowych myszy Ki91 brak jest
istotnych roézni¢ ilosciowych, z wyjatkiem tych, ktére sg skutkiem dryfu genetycznego, z kolei w
mozdzku i korze mdzgowej osobnikéow starszych, ktdre manifestuja charakterystyczne objawy
chorobowe, wiele gendéw ulega réznicowej ekspresji, w tym geny bedace markerami oligodendrocytow.
Niemniej zmiany byty niewielkie. W dalszej czesci mgr Piasecki sprawdzat czy te same zmiany mozna
zaobserwowa¢ w komodrkach neuronalnych zréznicowanych z linii komérek iPSC pochodzgcych od
pacjentéw SCA3. Faktycznie dla genu PLP1 i PSAT1 wykazano podobne zmiany jakie obserwowano w
objawowych myszach, ale trudno sie zgodzi¢ z wnioskiem moéwigcym o podobnych zmianach dla genéw
OLIG1, OLIG2. Nie jest dla mnie jasne dlaczego zostaty poréwnane miedzy sobg pojedyncze proébki,
dlaczego akurat komérki Ctrl poréwnano z komérkami Pacjental itd. W tej czesci pracy zabrakto mi
réwniez uzasadnienia dlaczego przeprowadzono analize poréwnawczg na poziomie zmian jakosciowych
RNA, w tym alternatywnego splicingu. Ponadto przedstawione na Ryc. 6 i 7 niektore zmiany wynikaja
prawdopodobnie z alternatywnej poliadenylacji, a nie sg skutkiem zmian splicingowych, jak zostato
napisane.

W nowo wyprowadzonym mysim modelu Kil50 Doktorant stwierdzit uposledzenie aktywnosci
lokomotorycznych juz u mtodych zwierzat (1-miesiecznych) z wyraznym nasileniem u 8-miesiecznych
myszy. W badaniach zastosowat bogaty wachlarz testéw behawioralnych oceniajgcych chdd,
koordynacje ruchowg i utrzymywanie réwnowagi myszy. Badania immunohistochemiczne pokazaty, ze
w wielu obszarach mdézgu myszy Kil50 wystepujg agregaty zmutowanej ataksyny-3, z najwiekszym
zageszczeniem na mm? w hipokampie, choé moze to wprost wynikaé z wiekszej liczebnosci komdrek
przypadajacej na powierzchnie analizowanego obrazu dla tego obszaru mdzgu. Nie do korca jestem
przekonany do stwierdzenia, ze Srednia gestos¢ inkluzji jest najwieksza w hipokampie. Nie znam
doktadnego protokotu pomiaru, ale wydaje sie, ze intensywnos$é sygnatu fluorescencyjnego mowi o
ilosci zagregowanej ataksyny-3, a nie o jej upakowaniu, czego wymiarem jest gesto$é. Badania opisane
w rozdziatach 4.3.4 i 4.3.5 sg raczej opisowe i wnioski z nich wywodzone nie powinny by¢ tak
jednoznaczne, bez ukazania wymiaru ilosciowego. Tak tez w podsumowaniu pisze Doktorant, choé
wczesniej mowi o wyraznie wiekszym sygnale z poszczegdlnych immunobarwiend. Ta cze$é badan
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wymaga kolejnych eksperymentow.

Oprécz stworzenia i charakterystyki samego modelu Kil150, co jest bardzo istotnym elementem
ocenianej pracy, najciekawsze wyniki dotyczg badan proteomicznych zmierzajacych do okreslenia
prawdopodobnych komplekséw biatkowych tworzonych z udziatem ataksyny-3 w komdrkach moézgu
tego witasnie modelu SCA3 w poréwnaniu do prawidtowego modelu kontrolnego (Ki21). Zgodnie z
oczekiwaniem zmutowana ATXN3 lokalizuje gtdwnie we frakcji bardzo duzych komplekséw biatkowych
> 600 kDa, chociaz zaskakujgcym jest brak istotnosci statystycznej dla tej obserwacji poczynionej ,na
oko”. Moze to by¢ wynikiem matej liczby préb. Z kolei prawidtowa ataksyna-3 zostafa zidentyfikowana
preferencyjnie we frakcji 101-78 kDa. Badajac dwie frakcje — 282-192 kDa i 115-89 kDa — Doktorant
stwierdzit wystepowanie w nich réznic iloSciowych dla wielu biatek, w tym dla niektérych réznice byty
zasadnicze. Troche niefortunne jest okreslenie ,Biatka deregulowane we frakcjach” w tytule tabel
przedstawiajgcych te wtasnie wyniki. Dalsze badania doprowadzity do zidentyfikowania biatek, ktore
powszechniej wystepujg w immunoprecypitatach zmutowanej lub prawidtowe] ataksyny-3. W$réd nich
znajdowalty sie biatka mitochondrialne i biatka zwigzane z translacjg, ktére powszechniej, a czasami
wyltacznie wspotoczyszczaty sie z prawidiowg postacig ATXN3. Moim zdaniem ten cykl badan jest
najwazniejszym osiggnieciem ocenianej pracy.

Finalne badania pokazaty z kolei, ze w komdrkach fibroblastycznych pochodzgcych od pacjentéow
ze SCAS3 traktowanych inhibitorami proteasomu poziom prawidtowej i zmutowanej ataksyny-3 ulegat
znacznemu obnizeniu. Wyniki te sg obiecujgcym poczatkiem kolejnego projektu. Sg bowiem ciekawg
obserwacjg, ktéra wymaga szeregu dalszych eksperymentéw zmierzajagcych do wyjasnienia
mechanizmu dziatania tych zwigzkéw niskoczgsteczkowych w kontekscie biologii biatek ATXNS3.
Niemniej ciekawym jest to, co Doktorant mysli na ten temat. Jakie potencjalne mechanizmy dziatania
mozna rozpatrywac, chociaz jedynie w zakresie rozwazan czysto teoretycznych. Chciatbym zatem
poprosi¢ Doktoranta o puszczenie wodzy fantazji w rozwazaniu efektow pierwszorzedowych i efektéw
posrednich dalszego rzedu. Zwtaszcza ciekawym jest efekt dawki, gdzie przy nizszym stezeniu
niektérych testowanych zwigzkéw widoczny jest wzrost zaréwno zmutowanej jak i prawidtowej postaci
ATXN3, a w stezeniach wyzszych wyrazny spadek ilosci tych biatek. Obserwacja ta, cho¢ wywodzona
przeze mnie wprost z pokazanych w pracy wynikdéw, nie jest zgodna z tym co zostato napisane w
podsumowaniu: ,zastosowanie bortezomibu, karfilzomibu i VLX170 w stezeniu 1 nM i 10nM
spowodowato znaczace obnizenie poziomu zmutowanej i prawidtowej ATXN3”. Moze byty prowadzone
jeszcze inne, nie pokazane w pracy eksperymenty, ktore taki wynik ukazywaty? Ponadto w dyskusji
Doktorant pisze, ze , Taki efekt dziatania inhibitoréw oraz zebrane wyniki moga wskazywac, ze jednym z
podstawowych mechanizméw patologicznych SCA3 jest dysfunkcja usuwania proteasomu przez
proteofagie”. Czy taka konkluzja znaczy, ze testowane inhibitory dziatajg inaczej w komdrkach
prawidtowych bez mutacji w genie ATXN3?

Tak jak zdecydowanie doceniam wktad pracy wtozony przez Doktoranta w wykonanie tak wielu i
tak réznych metodycznie i wieloetapowych eksperymentdéw, to musze stwierdzié, ze tekst pracy
wymaga wielu poprawek w zakresie zarowno czytelnosci jak i prawidtowosci jezykowej. Znajdujg sie w
nim dziesigtki/setki literowek i niepoprawnych form gramatycznych. Przy pierwszym czytaniu tekst
momentami byt bardzo trudny do zrozumienia. Przytocze jedynie kilka nieco dziwnych Ilub
nieprawidtowych sformutowan:

b W %

UNIVERSITY
STy Rexceuencenrestarch  EPAGUR

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, 61-614 Poznan, Poland
tel. +48 61 829 5950,
e-mail: ibmib@amu.edu.pl



ADAM MICKIEWICZ UNIVERSITY, POZNAN

uAM Institute of Molecular Biology and Biotechnology

- Czy piszac o biatkach z , kolistg forme strukturalng” Autor miat na mysli biatka globularne?

- Gdzie indziej jest napisane, ze ,,tworzeniu inkluzji fibrylnych poliQ jest etap inkluzji o formie kolistej” —
pewnie lepiej globularnej niz kolistej, ale cate zdanie wymaga korekty.

- Na str. 21 jest napisane ,moze wywotac¢ tworzenie szlaku komdérkowego stuzgcego do konsolidacji
agregatéw proteotoksycznych” — tu juz trudno zaproponowac konkretng zmiane.

- ,fenotyp podobny do ludzkich pacjentéw z SCA3” — jak wyzej.

- ,myszy wykazujg progresywny fenotyp neurologiczny charakteryzujgcy sie nadpobudliwoscig,
zmniejszonym lekiem, uposledzonym uczeniem sie motorycznym, krétszymi czasami_w_tescie
Rotarod...” Te sformutowania sg trudne do zrozumienia, na przyktad czym sg czasy w tescie rotarod.
Oczywiscie mozna sie domyslaé, ale dlaczego takie sformutowanie w tym zestawieniu?

- Zdanie ,Strategie wyciszania ATXN3 obejmujg transfekcje konstruktéw RNAi specyficznych dla alleli i
niespecyficznych ...” wymaga wyjasnienia czym jest RNAI i specyficznych dla alleli, ale innego zdania ,,
przy uzyciu konstruktéw z pominieciem eksonu ukierunkowanych na ekson 9 lub 10” juz catkowicie nie
rozumiem.

- Cel ,Zbadanie mozliwych zmian w mdézgu na poziomie transkrypcyjnym” Raczej powinno by¢ napisane
badanie zmian ilosciowych i jakosciowych transkryptomu w mdzgach..., o czym pisatem juz wczesnie;j.
Sama transkrypcja w pracy nie byta badana. W zwigzku z tym mozna méwic jedynie o poziomie RNA lub
réznicy pozioméw RNA pomiedzy badanymi prébami. Ta uwaga dotyczy catej pracy.

- Nie wiem czym sie rézni Tabela 4 i 5 — majg ten sam tytut. Mozna sie jedynie domyslac.

- W pracy pojawity sie liczne skroty myslowe i okreslenia zargonowe, np. ,zmiany poziomu tych
gendw”, ,,w korze mdzgowej wykryto 4 geny”, ,okresli¢ fenotyp transkrypcyjny”, ,lzolacja mRNA i gPCR
ujawnity zmiany w genach”, ,naszym celem byto dalsze wzmocnienie fenotypu”, ,poliQ-
ekspandowanej ATXN3 (Ki150) i nieekspandowanej ATXN3 w wieku 2 miesiecy w homozygotycznym
zmutowaniu”

- Gdzie indziej jest dziwne zdanie brzmigce ,Mysi model SCA3 typu knock-in przejawiajagcy mocno
wyrazony fenotypie nie byt dostepny do badan”.

- Nazwy gendw czesto sg zapisywane normalng czcionka, a powinny by¢ zapisane kursywa. W innym
miejscu jest napisane o zmienionych biatkach (str. 62), a biatka zapisano kursywa.

- Czym jest ,Liczba powtdrzen CAG najwyzszego allelu w miotach” przedstawiona na Ryc. 11? W B z
kolei jest napisane ,miedzy modelami mysimi Ki91 i Ki1l50”, ale na rycinie nie zostaty wyraznie
wskazane elektroforegramy dla obu modeli. Opis tej ryciny powinien by¢ bardziej wyczerpujacy.
Ponadto w kilku innych rycinach zastosowano rozmiar czcionki uniemozliwiajgcy odczytanie z nich
waznych, czesto kluczowych informaciji.

Zawartos¢ ocenianej pracy doktorskiej zostata juz w wiekszosci opublikowana w marcu 2023 roku
w dobrym, specjalistycznym czasopismie z obszaru neurobiologii, jakim jest Frontiers in Molecular
Neurosci. (IF2022, 6,261; doi.org/10.3389/fnmol.2023.1122308). Mgr Piasecki jest pierwszym autorem
tej pracy. Wieksza czes¢ dysertacji zostata wiec juz wnikliwie oceniona przez ekspertdow z obszaru
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tematycznego projektu doktorskiego, chociaz jak rozumiem sktadajac rozprawe manuskrypt byt ciggle
na etapie oceny recenzenckiej.

Z dogtebnej analizy wszystkich elementdéw rozprawy doktorskiej jasno wynika, ze mgr Piotr
Piasecki w sposéb dogtebny przestudiowat zagadnienia dotyczace: patemechanizmu chordb
neurodegeneracyjnych wywotfanych ekspansjg trdjek nukleotydowych CAG, modeli zwierzecych
gtownie jednej z tych chordb — SCA3 — oraz podejs¢ terapeutycznych tej choroby. Chcac jak najlepiej
zrealizowaé zatozone cele badawcze, Doktorant zaplanowat logiczny cigg poszczegdlnych etapow
badan. Pokazat, ze potrafi w sposdb kompetentny skorzysta¢ z rozmaitych narzedzi badawczych,
interpretujgc w sposdéb witasciwy uzyskane wyniki (drobne uwagi znajdujg sie powyzej). Dyskusja
obserwacji eksperymentalnych przeprowadzona zostata w kompleksowy, a zarazem w wiekszosci
wywazony sposOb. Praca doktorska jest solidna i odpowiada na kilka bardzo wazinych pytan
biologicznych, ale réwniez uzyskane wyniki wychodzg naprzeciw oczekiwaniom srodowiska naukowego
wynikajgcego z niewielkiej liczby dobrze scharakteryzowanych modeli do badan przedklinicznych
choréb poliglutaminowych. Stworzony model mysi SCA3 bedzie z pewnoscia wykorzystywany w
dalszych badaniach zmierzajgcych do zrozumienia molekularnych podstaw SCA3 oraz testowaniu
nowych strategii terapeutycznych. Wskazane powyzej uchybienia, zwtaszcza te jezykowe, i watpliwosci
interpretacyjne nie wptywajg w istotny sposdéb na mojg wysokg ocene niniejszej rozprawy.

Whioski koncowe

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa mgr Piotra Piaseckiego spetnia
wszystkie warunki okreslone w art. 187 ust. 1 i 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z pdzniejszymi zmianami) 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 a 2022 r.). Zapoznajac
sie z rozprawg odczuwatem ogromng satysfakcje zetkniecia sie z kompleksowo prowadzonymi
badaniami, ktére doprowadzity do sformutowania kilku wnioskéw istotnych z poznawczego punktu
widzenia. Mgr Piasecki wykazat sie wiec wiedzg teoretyczng z zakresu prowadzonych przez siebie
badan. Udowodnit, ze potrafi rozwigzaé problem naukowy poprzez odpowiednie zaplanowanie badan,
wykonanie doswiadczen oraz interpretacje ich wynikow. Uzyskat istotne wyniki, poprawnie je opisat i
wyciggnat zazwyczaj uprawnione wnioski. Dlatego tez z catym przekonaniem zwracam sie do Wysokiej
Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Piotra Piaseckiego do

dalszych etapdéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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