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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana magistra Piotra Piaseckiego
pt. ,,Charakterystyka mysich modeli SCA3/MJD Ki91 i Kil50 ze szczegolnym
uwzglednieniem patogenezy w tkance, interakcji zmutowanej ataksyny 3 i zmian
transkrypcyjnych w mozgu”

Pan magister Piotr Piasecki, w swojej pracy doktorskiej, podjat si¢ realizacji
bardzo ciekawego 1 waznego naukowo tematu badawczego, zmierzajac do lepszego
poznania mechanizmu ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 3. Ta choroba genetyczna,
zaliczana do tak zwanych schorzen poliglutaminowych, wywolywana jest przez
mutacje w genie ATXN3, polegajaca na ekspansji trojek nukleotydowych CAG.
Mutacja taka powoduje, ze w ataksynie-3, produkcie zmienionego genu, wystepuje
zwigkszona liczba reszt glutaminy. Mimo iz ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 3 jest
chorobg jednogenows, to istnieje wiele czynnikow modyfikujacych jej przebieg, a
molekularne procesy z tym zwigzane sg jeszcze niewystarczajgco poznane. Stad dalsze
badania w zakresie zrozumienia molekularnych mechanizmoéw tej choroby sg wazne
nie tylko z poznawczego punktu widzenia, ale takze sa konieczne w celu opracowania
skutecznych terapii.

Doktorant prowadzil badania pod opiekg naukowa Pana dr hab. Macieja
Figla, prof. IChB PAN w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk.
Trudno byloby wyobrazi¢ sobie lepsze miejsce i lepszy zespdt badawczy w Polsce w
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celu realizacji takiego projektu. Sklada si¢ na to zaréwno znakomity dorobek
promotora tej pracy w zakresie badan nad chorobami poliglutaminowymi, jak tez fakt
stwarzania znakomitych warunkéw przez jednostke badawcza.

Badania swoje Doktorant rozpoczat od analiz transkryptomicznych w
mozdzku znanego wczesniej modelu mysiego ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 3,
zwanego Ki91. Prace te wykazaly, ze w transkryptomie chorych myszy nie widac¢
duzych zmian wystepujacych przed pojawieniem si¢ fenotypowych objawow choroby.
Mozliwe bylo natomiast wykrycie ewidentnych zmian postsymptomatycznych w
poziomach specyficznych transkryptow, ktore moga by¢ pomocne w zobrazowaniu
kompleksowych zmian pojawiajacych si¢ w komorkach chorych zwierzat.

W kolejnym etapie badan, Pan magister Piotr Piasecki wyselekcjonowat
myszy o zwiekszonej liczbie powtoérzen trojki nukleotydow CAG w genie ATXN3. Ta
linia zwierzat zostata nazwana Kil50 i1 stanowi model choroby o zaostrzonym
fenotypie w porownaniu do Ki91. Doktorant opisat charakterystyke tego modelu,
zarowno pod wzgledem cech motorycznych zwierzat jak tez zmian biochemicznych w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Nastepnie okreslone zostaly biatka wigzace si¢ ze
zmutowang 1 normalng formg ataksyny-3 w mézgach myszy. Badania te pozwolity na
lepsze poznanie molekularnego mechanizmu ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3, a
takze na zaproponowanie potencjalnej terapii przy uzyciu modulatorow funkcji
proteasomu.

Przeprowadzone badania byty bardzo interesujgce i owocne. Doswiadczenia
zostaly dobrze zaplanowane 1 przeprowadzone, a na podkreslenie zastuguje
opanowanie przez Doktoranta wielu nowoczesnych metod badawczych. Interpretacja
rezultatéw jest poprawna a wysnuwane wnioski 1 proponowane hipotezy sa cickawe.
Prace doktorskg Pana magistra Piotra Piaseckiego oceniam wysoko pod wzgledem
merytorycznym. Wniosta ona duzy wktad w lepsze zrozumienie patomechanizmu
ataksji rdzeniowo-moézdzkowej typu 3. Uzyskany nowy, mysi model choroby (Kil50)
okazal si¢ bardzo uzyteczny w badaniach nad mechanizmami choroby oraz w
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poszukiwaniach nowych lekow. Niewatpliwie spelnione zostaly zatem wymagania
merytoryczne do uzyskania stopnia doktora.

Czytajac rozprawe doktorskg Pana magistra Piotra Piaseckiego nasunely mi
si¢ nastgpujace pytania:

1.

W rozdziale 3.15 opisana jest metoda przeprowadzania analiz RNAseq.
Nie zostaly jednak podane pewne istotne parametry, takie jak liczba
uzyskanych odczytow czy wielkos¢ uzyskanej bazy danych. Prosze o ich
przedstawienie podczas publicznej obrony pracy doktorskiej.

Jaka metode zastosowano w poéhilosciowej analizie pordOwnania
efektywnosci ekspresji genéw z wykorzystaniem techniki PCR w czasie
rzeczywistym po dziataniu odwrotng transkryptazg i uzyskaniu cDNA?
W rozdziale 4.2.1 Doktorant stwierdzil, ze wykonat badania metodami
RNAseq 1 qPCR w celu ,,okreslenia czy zmiany transkrypcyjne sa
bezposrednig przyczyng patogenezy SCA3”. Moim zdaniem, w ten
sposOb nie jest mozliwe okreSlenie czy takie zmiany, jeSli zostang
zaobserwowane, s3 bezposrednia przyczyna choroby, czy tez s3
wtornym  skutkiem innych procesow albo pierwotnych zmian
patogennych. Prosze o komentarz 1 stanowisko Doktoranta w tej sprawie.
Na str. 58 czytamy: ,,... zmiany splicingowe w 6 genach w korze
mozgowej, natomiast w korze mézgowej wykryto 4 geny.” Bardzo prosze

0 wyjasnienie, gdyz ten opis jest zupelnie niejasny. Autor powotuje si¢
na Tabele 6, ale tam z kolei jest wymienionych 7 gendéw o zmienionych
wariantach splicingowych w mézdzku oraz 4 w korze mozgowe;.

Autor wskazuje, ze wyniki pokazane na Rycinie 15 $wiadcza o
nadmiernej aktywacji mikrogleju u myszy Kil50. Nie wykonano jednak
zadnej analizy iloSciowej danych przedstawionych na tej rycinie. Prosze
0 komentarz lub zademonstrowanie danych ilo$ciowych.
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W pracy zaproponowano ciekawa hipoteze, ze: ,,indukcja proteofagii
moze przywrdci¢ funkcjonalng aktywno$¢ proteasomu, poprzez
odnawianie w komorce, a poniewaz zmutowana ATXN3 jest zwigzana z
protasomem, mozna spodziewal si¢ obnizenia poziomu samego
zmutowanego biatka”. Thlumaczyloby to mechanizm dzialania
bortezomibu w doswiadczeniach opisanych w tej pracy. Mam w zwiazku
z tym pytanie do Doktoranta, czy uwaza, ze w takim razie zastosowanie
jakiego$ stymulatora autofagii mogloby przynies¢ podobne efekty jak
uzycie inhibitora proteasomu?

Oceniajac strone redakcyjng pracy, mam z kolei kilka uwag, ale tez pytan:

1.

W bardzo wielu polskich tekstach spotyka si¢ obecnie duzy btad
logiczny, ktory jest takze obecny w ocenianej rozprawie (str. 151 27). Jest
to sformutowanie ,,i/lub”. W jezyku polskim okreslenie to nie ma
zadnego logicznego sensu. Koniunkcja ,,1” oznacza konieczno$¢
spelnienia obu z podanych w zdaniu warunkéw, za$§ alternatywa
nieroztgczna ,,lub” oznacza, ze moze by¢ spetniony jeden warunek badz
oba. Zatem okreSlenie ,,i/lub” nie ma sensu, gdyz ,,1” zawiera si¢ juz w
,lub”. Mozna by co prawda uzy¢ okreslenia ,,i/albo”, czyli polaczenia
koniunkcji 1 alternatywy rozlacznej (tzn. spelnienia jednego i tylko
jednego z dwoch warunkow), ale nie ma takiej potrzeby, gdyz ,,i/albo”
oznacza doktadnie to samo co ,,Jub”. Prawdopodobnie okreslenie ,,i/lub”
wzigto si¢ bezposrednio z prostego, ale blednego, thumaczenia z jezyka
angielskiego zwrotu ,,and/or”. Jednak w jezyku angielskim nie ma
odpowiednika stowa ,,lub”. Stowo ,,and” jest odpowiednikiem ,,i”, za$
stowo ,,0or” jest odpowiednikiem ,albo”. Zatem aby po angielsku
powiedzie¢ ,,lub” trzeba uzy¢ okreslenia ,,and/or”, natomiast nie ma
takiej koniecznosci w jezyku polskim, gdyz istnieje stowo ,,lub”.
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Na str. 17 Doktorant pisze: ,,Struktura krystalograficzna domeny...”.
Krystalografia to metoda badan zwigzkow chemicznych, natomiast
struktura krysztatu, to struktura krystaliczna (nie krystalograficzna). Tak
samo jak méwimy o sytuacji epidemicznej, a nie epidemiologiczne;.

W pracy powtarzajg si¢ numery niektorych rozdzialéw. Na przyktad
rozdzialy oznaczone jako 1.4.1, 1.4.2. 1 1.4.3. wystepuja odpowiednio na
stronach 171 21,191 22, 20 i 22, natomiast rozdziaty z kazdej takiej pary
majg inne tytuly.

Nalezy pamigtac, ze ekspresji ulegaja geny, a nie biatka (np. str. 22, 23).
Na str. 23 Doktorant pisze: ,,... kluczowe biatka autofagii (...) sa
znacznie zwigkszone....”. Byloby to fascynujace odkrycie, jednak
nigdzie nie znalaztem poparcia takiego twierdzenia, ani w literaturze (w
tym w cytowanej pracy ,,Sittler et al. 2018”), ani nie bylem w stanie
zaobserwowa¢ tego we wlasnych doswiadczeniach dotyczacych
autofagii. Nigdzie bowiem nie bylo wida¢ aby czasteczki bialek
zwigzanych z autofagia powigkszaty si¢ w pewnych warunkach.
Oczywiscie pozwolitem sobie zazartowac, jednak zwracam uwage na
konieczno$¢ uzywania precyzyjnych sformulowan w tekstach
naukowych oraz unikanie Zargonu, aby nie zosta¢ Zle zrozumianym.
Rzecz jasna chodzi 0 zwigkszanie si¢ pozioméw odpowiednich biatek, a
nie o zwigkszanie biatek jako takich, ale z przytoczonego cytatu zupetnie
to nie wynika.

Co Autor mial na mysli piszac ,,ekspandowany” o zmienionej formie
biatka ATXN3 (str. 28)? Termin ,,ekspandowane” uzywany jest w
pracach z zakresu technologii zywnosci 1 zywienia i 0znacza produkty
(najczesciej ziarna), ktore dzigki obrébce termicznej i ci$nieniowej
powiekszaja swoja bazowa objetos¢. Rozumiem, ze w tym przypadku
Doktorantowi nie chodzito o zwigkszenie objetosci biatka pod wplywem
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obrdbki termiczne;j 1 ci$nieniowej? Termin ten Autor zastosowat rowniez
w legendzie do Ryciny 12 (str. 67).

7. Skrot SARA nie jest wyjasniony (str. 29).

8. Dlaczego w Tabeli 1, Tabeli 7 i Tabeli 8 stosowany jest jezyk angielski a
nie polski?

9. Dlaczego w Tabeli 4 uzywane sg angielskie nazwy (w tytutach kolumn)
oraz angielski (a nie polski) zapis wartosci utamkow dziesietnych (z
kropka po wartosci liczby catkowitej a nie z przecinkiem)?

10. Czym rozni si¢ Tabela 4 od Tabeli 5? Legendy i ukfad obu tabel sg
identyczne. Dlaczego zatem zaprezentowane dane nie zostaly ujete w
jednej tabeli?

11. Co oznacza ,,zapalenie mysiego modelu SCA3 Kil50” (str. 70, tytul
rozdziatu 4.3.4)?

12. Na Rycinie 19 nazwy biatek sa zupelnie nieczytelne. Podobnie jak
wszystkie uzyte napisy na panelach B, D 1 F na Rycinie 20. Przy tak male;j
czcionce analiza przedstawionych wynikéw badan jest zupelnie
niemozliwa.

13. W calej rozprawie wystepuje wiele btedoéw literowych 1 niepoprawnych
sformutowan (niewlasciwe odmiany, tryby, czasy itp.). Odnosi si¢
wrazenie jakby praca pisana byla w pospiechu i nie skorygowana od
strony redakcyjnej przed wydrukowaniem. Nie wyplywa to co prawda na
wartos¢ merytoryczng zamieszczonych w niej wynikdw 1 wnioskow,
niemniej nieco psuje efekt calo$ci. Zachecam zatem Doktoranta do
przywigzywania w przysztoSci wigkszej wagi do poprawnego
redagowania prac naukowych, tak aby czytelnicy (w tym recenzenci) nie
mieli watpliwosci co do zaprezentowanego tekstu oraz mogli bez
problemu analizowa¢ zobrazowane wyniki badan.
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W podsumowaniu uwazam, ze Pan mgr Piotr Piasecki przedstawit bardzo
ciekawg prace naukowsg. Wykazat si¢ wiedza teoretyczng z zakresu prowadzonych
badan oraz umiejetnosciami prowadzenia prac naukowych 1 rozwigzywania
problemdéw naukowych. Stwierdzam zatem, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce” (Dz. U. z2018 r., poz. 1668 z p6zniejszymi zmianami),
ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. ,,Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce” (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669 ze pdzniejszymi zmianami) oraz w
uchwale Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk nr
128/2022 z dnia 24 pazdziernika 2022 r. (uchwata okreslajaca sposéb postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii o dopuszczenie Pana magistra Piotra Piaseckiego do dalszych
etapOw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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