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Recenzjarozprawy na stopien doktora nauk biologicznych
mgr Pawla Joachimiaka
stanowigcej cykl publikacji zatytulowany
»Charakterystyka molekularna transkryptéw HTT i ATXN3 w kontekscie ich roli w

patogenezie i uzycia jako cele w terapii choréb poliglutaminowych HD i SCA3”

Przestana do recenzji praca doktorska obejmujaca cykl 3 publikacji. Jest to osiggnigcie
naukowe na stopien doktora nauk biologicznych, ktore zostato zatytutowane: ..Charakterystyka
molekularna transkryptow HTT i ATXN3 w kontekscie ich roli w patogenezie i uzycia jako cele

w terapii choréb poliglutaminowych HD i SCA3™ sktada si¢ z nastepujgcych publikaci:
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Nalezy podkresli¢, ze tak szeroko zakrojony temat jest wyzwaniem bardzo ambitnym a
jednoczesnie dotyczy niezwykle waznego tematu w zakresie badan chorob zwyrodnieniowych
mozgu o charakterze chordb poliglutaminowych. Choroby poliglutaminowe to 9 chorob takich
jak ataksje rdzeniowo-moézdzkowe 1,2,3.6.7, 17, choroba Huntingtona, DRPLA oraz rdzeniowo-
opuszkowy zanik miegéni. Choroby poliglutaminowe charakteryzujg si¢  podobnym
patomechanizmem mutacji (nadmierna liczba powtorzen CAG), akumulacja w komorkach
patologicznych bialek oraz objawem antycypacji, natomiast ich oraz kliniczny jest niezwykle

roznorodny - od dominujacych objawow mozdzkowych po ruchy plasawicze i choroby migsni.

Powyzszy cykl publikacji zostal uzupetniony o krotkie wprowadzenie, sprecyzowanie
celu pracy doktorskiej i sformutowanie 4 zadan badawczych, zwigzte omowienie cyklu prac
oraz podsumowanie z sformutowaniem 9 wnioskéw oraz dyskusj¢e. Rozprawa na stopien
doktora nauk mgr Pawta Joachimka zawiera takze spis tresci, wykaz i objasnienia uzywanych
skrotow, streszezenie w jezyku polskim i angielskim, bibliografie, na kitdrg si¢ sklada 142
pozycji piSmiennictwa glownie z ostatnich lat oraz zalgczniki: oswiadczenia o wkladzie
doktoranta w powstanie opisanych prac naukowych oraz prace naukowe wchodzace w sklad

rozprawy doktorskiej.

Wszystkie oceniane prace stanowigce cykl 3 prac bgdacygh rozprawg na stopien doktora
nauk biologicznych doktoranta zostaty opublikowane wfoétatnich dwoch latach: 2021-2023.
Kazda z nich ukazata si¢ w czasopismie z IF powyze] 7.677 a ich taczny IF wynosi 26,319
punktdw co jest rownowazne 420 punktow MNiISW. W dwdch powyzszych publikacjach mgr
Pawet Joachimiak jest pierwszym autorem, a w jednej publikacji jest trzecim wspodtautorem.
Badania do pubiikacji zostaly wykonana w Zakladzie Biotechnologii Medycznej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN.

Przedstawione prace nie budzg zadnych watpliwosci co do oryginalnosci. Opis
metodologii i przedstawione wyniki sg odpowiednio dokladne 1 umozliwiajg innym badaczom

powtdrzenie badania w celu weryfikacji wynikow na innym materiale.



Choroby poliglutaminowe takie jak choroba Huntingtona (HD) i ataksja rdzeniowo —
mozdzkowa typ 3 (SCA3) sg chorobami rzadkimi, ale nieuchronnie powodujgce duze kalectwo i
niesprawnos$¢ chorych, az w koncu doprowadzajac do przedwezesnej $Smierci. Nieliczne proby
terapii farmakologicznych szerokiego spektrum objawow klinicznych powyzszych chorych nie
spowodowaly satysfakcjonujgcej poprawy klinicznej. Choroba Huntingtona charakteryzuje sig
wystepowaniem plgsawicy. depresji, zaburzen zachowania i pamigci. W obrazie SCA dominuja
objawy mozdzkowe prowadzgce do zaburzen koordynacji ruchéw dowolnych. Leczenie
objawowe poprzez stosowanie neuroleptykow zmniejsza nasilenie ruchéw plasawiczych a
leczenie przeciwdepresyjne redukuje objawy depresji u chorych z HD. Nie udokumentowano
skutecznosci  dziatania zadnego prokognitywnego leku w redukcji nasilenia zaburzen
poznawczych w HD, jak rowniez zaden z znanych terapeutykéw nie wplywa na objawy ataksji.
Dlatego tak niezwykle wazne jest opracowanic terapii genetycznych hamujgcych progresje
choroby, a moze nawet powodujgcych zatrzymanie ujawnienia si¢ jej pierwszych objawow.
Terapie genetyczne z duzym skutkiem stosowane w leczeniu rdzeniowego zaniku migsni, a w
2023 roku FDA zarejestrowatla terapi¢ genetyczng do leczenia dystrofii miesniowej Duchenne’a
i ataksji Friedreicha. Niestety w ostatnim czasie intensywnie prowadzone badania terapii
genetycznych HD i SCA3 nie zostaly zakonczone sukcesem. Dlatego cel pracy doktorskiej,
ktérym jest poznanie cech transkryptéw zwigzanych z chorobami poliglutaminowymi majacych
znaczenie w patogenezie oraz projektowaniu strategii terapeutycznych ma istotne znaczenia
poznawcze i jest w gldwnym nurcie badan w tym zakresie. Rola transkryptow w patogenezie
poliQ nie jest jeszcze w pelni zbadana dlatego temat pracy doktorskiej uznaj¢ za bardzo
interesujacy poznawczo jak rowniez niezwykle istotny klinicznie, mieszczacy si¢ w cyklu badan

poszukiwania skuteczne] terapii genetycznej chordb poliQ.

W wprowadzeniu Doktorat, krotko omawia patomechanizm genetyczny i komorkowy
chorob poliQ takich jak HD i1 SCA-3, role trakskryptow w patogenezie tych choréb oraz
strategie terapeutyczne celowane na transkrypty poliQ takie jak terapie allelo-selektywne vs.
nieallelo-selektywne, terapie z wykorzystaniem ASO. terapie wykorzystujace proces
interferencyjnego RNAE oraz ich mechanizm dziatania. Wprowadzenie jest napisanie zwi¢zle,
ale zwiera wszystkie istotne tresci do analizy przedstawionych prac.

W pierwszej z prezentowanych prac podj¢to probe doktadnego opisania mechanizmu
dziatania art-miRNA, czyli specyficznych oligonukleotydéw celujacych w cigg powtdrzen
CAG. Z powyzszych oligonukleotyddéw najbardziej efektywnym okazatl si¢ dzialajacy allelo-

selektywnie oligonukleotyd A2. Czgsteczki art-miRNA majg potencjal terapeutyczny poprzez
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swoje miejsca wigzania w ORF. Ponadto udokumentowano, ze istnieje rézna efektywnosc
dziatania art-miRNA na poszezegdlne transkrypty poliQ. Wykazano, ze pomimo celowania w
ten sam region mutacji (wydtuzony cigg CAG), art-miRNA ujawniaty zréznicowang aktywnos¢
wyciszania dla roznych genéw. Z tego powodu Doktorat podjat probe okreslenia czynnikow,
ktore decyduja o tym dlaczego art-miRNA dzialajg z roznag efektywnosciag w zaleznosci od
celowanego transkryptu poliQ. Autor badal mechanizmu wyciszenia HTT w odpowiedzi na
zastosowanie oligonukleotydu A2 na modelach dwoch linii komoérkowych HEK Flp-In T-REx-
293 z indukowalng doksycykling ekspresja egzonu 1 HTT zawierajacego cigg 16 lub 98
powtorzen CAG (nazywane ,,16 CAG” oraz .98 CAG"), ktére odpowiadajg dzikiej i
zmutowanej HTT, odpowiednio. Poziom ekspresji zmutowanego transkryptu HTT w linii 98
CAG spadt o ok. 50%, podczas gdy poziom transkryptu normalnego w linii 16 CAG obnizyl si¢
jedynie nieznacznie w wybranych punktach czasowych. Spadek poziomu biatka w obu liniach
byt bardziej znaczacy, a w dodatku poziom zmutowanego biatka spadl jeszcze wyrazniej — o ok.
70%, podczas gdy poziom biatka normalnego spadt o ok. 40%. Udokumentowano, ze A2
znaczgco obnizyt poziom zmutowanego biatka, podczas gdy poziom zmutowanego transkryptu
pozostawal bez zmian co sugeruje to, ze w opisanym przypadku allelo-selektywnej inhibicji
zmutowanej HTT hamowanie translacji poprzedza, proces rozpadu mRNA.

W kolejnym eksperymencie Doktorant badal deadenylacj¢ transkryptu wykazujac, ze
A2 spowodowalo nagly deadenylacj¢ jedynie zmutowanego transkryptu zawierajacego 98 CAG,
co sugeruje istotng role deadenylacji w represji genow spowodowanej dzialaniem art-miRNA.
Nastepnie Autor badal role AGO2 w mechanizmie dziatania art-miRNA poprzez okreslenie
czy aktywno$¢ katalityczna AGO2, lub sama jego obecnosé, jest niezbedna do wyciszenia
ekspresji genow za pomocg art-miRNA. Przeprowadzone doswiadczenie udokumentowato, ze
art-miRNA A2 obniza ekspresje gendow niezaleznie od AGO2 i jego wlasciwosel ciecia
transkryptow. Reasumujge art-miRNA celujgce w wydtuzone ciggi powtdrzen CAG powodujg
inhibicj¢ translacji oraz gwaltowng deadenylacj¢ mRNA, rcé nastepnie prowadzi do degradacja
transkryptu. W drugiej cze$¢ publikacji analizowano natomiast dlaczego art-miRNA A2, mimo
ze celuje w wydtuzone ciggi CAG, wykazuje zmienng efektywno$é dziatania w zaleznosei od
modelu choroby poliQ. Stwierdzono. ze wplyw na to mogg mieé¢ rézne czynniki komoérkowe,
jak 1 cechy charaklei'ystyczne konkretnych transkryptow poliQ takie jak np. niski poziom
ekspresji 4 genow (HTT, ATNI1, ATXN3 oraz ATXN7) w liniach fibroblastow
wyprowadzonych od pacjentow ewentualnie lokalizacja ciggu powtdérzen lub specyficzna

sekwencja otaczajgca ciggi powtdrzen.



Kolejna praca jest publikacja pogladowa, w ktorej autorzy omawiajg obecny stan wiedzy
odnos$nie zaburzen alternatywnej poliadenylacji (APA) w chorobach spowodowanych ekspansjg
powtorzen tandemowych, w tym w chorobach poliQ oraz wskazuja kierunki dalszych badan.
Zaburzenia APA sg powigzane takze z wicloma chorobami nowotworami. Autor opisal proces
poliadenylacji i APA oraz metody i narzgdzia pozwalajgcych na predykeje i identyfikacje miejsc
APA. Omoéwil takze implikacjach APA w chorobach poliQ. ktore spowodowane sg
wydluzeniem ciggu powtdrzen, zlozonych sekwencji diugosei 3-12 nukleotydow  oraz
przeanalizowal potencjalnymi perspektywami dalszych badan zagadnienia APA w choroby
poliQ i mozliwos¢ wprowadzenia nowych terapii nacelowanych z APA.

W trzeciej pracy autorstwa Doktoranta i jego wspolpracownikéw analizowano metody
oceny iloSciowej zmutowanych biatek w chorobach poliQ. Opracowano allelo-selektywna
metode okreslenia poziomu badanych alleli, w komorkach i tkankach nerwowych, ktore
dotkniete sg procesami patogennymi prowadzgcymi do chorob poliQ. Autor zidentyfikowat w
wybranych ludzkich liniach komoérkowych wyprowadzonych od pacjentéw SCA3 1 HD
heterozygotyczne warianty SNP wystepujgce w sekwencjach ATXN3 1 HT'T oraz analizowl je w
kontekscie allelu WT lub MUT. W doswiadczeniu postugiwal si¢ metodg ddPCR. Material
SCA3 uzyty w pracy stanowily linie komorkowe wyprowadzone od pacjenta: fibroblasty,
indukowane pluripotentne komorki macierzyste (ang. induced pluripotent stem cells, iPSC).
neuralne komorki macierzyste (ang. neural stem cells, NSC) oraz neurony. W sekwencji
ATXN3 powyzszych komoérek wystepuje 5 SNP pozwalajacych na odrdéznienie obu alleli. W
przeprowadzenia reakcji ddPCR autor zastosowat. ATXN3_SNP2 oraz ATXN3_SNPS5. Analiza
wynikow ujawnila, ze uzyskane stosunki procentowe WT/MUT w roznych powyzszych typach
komorek sg do siebie zblizone (ok. 54% WT1/46% MUT). Wynik wykazaly, ze roznicowanie
neuronalne wplywa z kolei na wzrost liczby transkryptdéw ATXN3 na komorke. np stwierdzit
54 transkryptow w neuronalnej komérce macierzystej vs 12 transkrytow w fibroblastach. W
drugim etapie eksperymentu Autor badal linie komdrkowe iPSC, NSC oraz neurony,
pochodzace z linii wyprowadzonej od pacjenta z HD. Do reakcji ddPCR z posréd 7 typow SNP
pozwalajacych na odréznienie obu alleli wybral HTT_SNP2, HTT_SNP5 oraz HTT_SNP7,
(jedyne SNP skore?owanym z wystepowaniem mutacji HTT). W przeprowadzonym
eksperymencie wykazat, Ze réznicowanie neuronalne wplynelo na zmiang stosunku ekspres;ji
obu alleli. W komorkach wysoko zrdznicowanych spadla procentowa ckspresja allelu WT,
podczas gdy procentowa ekspresja allelu MUT wzrosta. Natomiast odwrotnie niz w ATXN3
obserwowano mniejsza ilo$¢ na jedng komorke transkryptow HTT w komorkach wysoko
zroznicowanych neuronalych NSC vs indukowane pluripotentne komorki macierzyste.

Nastepnie badania przeprowadzono na myszach transgenicznych Hu 128/21 analizujgc 4



regiony mozgu pobrane od myszy 4 i 10 miesigcznych i wykazano, ze poziom ekspresji
transgenu WT HTT byl wyzszy u myszy 10- miesigeznych, niz u myszy 4-miesigcznych
(poziom ekspresji MUT HTT byl nizszy). Doktorant udokumentowat, ze metoda jest ddPCR
wraz analizg transkryptéw SNP, pozwala precyzyjnie okresli¢ poziom ekspresji endogennych
alleli WT 1 MUT, a roznicowanie neuronalne moze wplywaé zardwno na poziom ekspresji
konkretnego allelu jak i na poziom ekspresji w ogole. Ponadto, wiek myszy moze wplywac na
obserwowany poziom ekspresji obu alleli HTT. Powyzsze metody mogg mie¢ zastosowanie do

sprawdzenie ekspresji genow po zastosowaniu metod inzynierii genetycznej.

Podsumowujac osiggniecie naukowe mgr Pawla Joachimiaka mozna stwierdzié, ze
wszystkie sktadajgce si¢ na nie 3 prace, w ktorych Doktorant jest pierwszym lub trzecim
autorem ze znacznym udzialem, maja istotne znaczenie naukowe. Wszystkie prace dotycza tego
samego tematu roli transkryptow HTT i ATXN3 w patogenezie i ewentualnie terapii chorob
poliQ. Powstaly w nawigzaniu do wczesniejszych doniesien innych autorow, odpowiadaja na
wazne pytania naukowe. Wszystkie zostaly opublikowane w znaczacych specjalistycznych
czasopismach naukowych i uzupetniajg $wiatowe pismiennictwo w poruszanych tematach.
Przedstawione cykl 3 prac Doktoranta, odpowiadajg w mojej opinii stawianym obecnie
wymogom dla uzyskania stopnia naukowego doktora nauk biologicznych. Przedstawiona do
recenzji rozprawa doktorska spelnia 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 wprowadzajgce ustawe —Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z
2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w
Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023r.) i wnioskujg¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr Pawla Joachimi;ké do dalszych etapdw postgpowania
0 nadanie stopnia doktora.

Ze wzgledu na oryginalno$¢ tematu, rzetelng metodologi¢ oraz bardzo interesujgce

poznawczo opracowanie wynikow wnioskuje o wyrdznienie pracy.
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