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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt.” Charakterystyka molekularna transkryptow HTT i ATXN3 w kontekscie ich roli w

patogenezie i uzycia jako cele w terapii chordb poliglutaminowych HD i SCA3”
Dla: Rada Dyscypliny Nauki Biologiczne Instytutu Biochemii Chemii Bioorganicznej PAN
Doktorant: Pan mgr Pawet Joachimiak

Rozprawa dotyczy molekularnego podioza choréb poliglutaminowych (poliQ), spowodowanych
mutacjami dynamicznymi, z naciskiem na dwie najczestsze, plasawice Huntingtona (HD) i ataksje
moézdzkowo-rdzeniowa typu 3 (SCA3). W zagadnieniach tych promotor rozprawy dr hab. Pani
Agnieszka Fiszer posiada wieloletnie do$wiadczenie oraz osiggniecia. Rozprawe doktorskg Pan
mgr Pawet Joachimiak wykonat, w kierowanym przez Panig Promotor Zaktadzie Biotechnologii
Medycznej. Zostala przedstawiona w formie 3 artykuléw zaopatrzonych komentarzem, w tym
dwdch artykutéw oryginalnych. Doktorant jest pierwszym autorem jednego artykutu

oryginalnego, oraz przegladowego oraz drugim nastepnego artykutu oryginalnego.

Choroby poliglutaminowe dziedzicza sie dominujgco. Oznacza to, Ze jeden nieprawidtowy
allel sposréd dwodch obecnych w genomie jest wystarczajacy, by choroba rozwineta sie. Jesli
podejsciem terapeutycznym miatoby by¢ wyciszenie ekspresji nieprawidtowego allelu, biorac
pod uwage wazne role biatka HTT, konieczne jest selektywne wyciszenie allelu nieprawidtowego.
Wazng sprawg jest rowniez mozliwo$¢ pomiaru poziomu ekspresji kazdego z dwoch alleli,

nieprawidlowego oraz typu dzikiego. Oba te zagadnienia zostaty podjete w niniejszej rozprawie.

PIERWSZY ARTYKUL ORYGINALNY =zostal poswiecony selektywnemu wyciszaniu mRNA

kodujgcego nieprawidtowe biatko HTT, produkowane w formie skréconej ktéra przewaza u
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chorych. Doktorant badat mechanizm selektywnego wyciszania allelu nieprawidtowego.
Zastosowat sztucznie wyprodukowany art-miRNA zawierajacy niesparowania w stosunku do
ciaggu CAG. Efekt wyciszania pod wptywem art-miRNA poréwnywat z wyciszeniem siRNA,
dziatajacym odmiennie od miRNA, tj. poprzez ciecie AGO2, przy petnej komplementarnosci z RNA
docelowym. Skoro wyciszanie siRNA dziata z podobng intensywnos$ciag w stosunku do obu alleli
postuzyto jako uktad kontrolny do§wiadczenia. Doktorant wypracowat indukowany doksycykling
model HD - linie komdérkowa HEK - z wbudowanym nieprawidtowym allelem kodujgcym ekson 1
HTT zawierajacy 98 powtérzen CAG oraz linie z allelem typu dzikiego zawierajacym 16
powtdrzen, oba w fuzji z lucyferaza. Wyciszanie z zastosowaniem art-miRNA skutkowato
obnizeniem poziomu biatka fuzyjnego oraz RNA w allelu patologicznym, podczas gdy w allelu
dzikim jedynie nieznacznie. Zgodnie z oczekiwaniem, w wyciszaniu siRNA rdznicy nie
zaobserwowat. Ow sukces pozwolit mu péjéé o krok dalej i sprawdzi¢ jaki jest mechanizm
selektywnego wyciszania allelu nieprawidlowego przez art-miRNA. Pokazat deadenylacje
transkryptu nieprawidtowego oraz jej brak dla allelu typu dzikiego. Ponadto, obnizenie poziomu
transkryptu pod wplywem art-miRNA byto niezalezne od obecnosci dzikiego biatka AGO2 oraz
biatka AGO2 zmodyfikowanego, pozbawionego wtasciwosci przecinania duplekséw RNA.

Bardzo ciekawa wydaje sie sugestia o potencjalnym wptywie lokalizacji ciggu CAG w
danym regionie mRNA - w ORF, regionie 5’ lub 3’'UTR - na selektywno$¢ wyciszania ekspresji
przez miRNA. Ta kwestia pojawia sie w artykule, w konteks$cie innych choréb poliglutaminowych,
jednak w czesci w ktérej Doktorant nie uczestniczyt. W $wietle tych rozwazan bardzo interesujace
bytoby przetestowanie uzywanego przez Doktoranta modelu, zmodyfikowanego w ten sposéb, by
cigg CAG wystepowat w 3'UTR HTT. Jak wygladataby wtedy selektywno$¢ wyciszania
nieprawidtowego allelu w poréwnaniu z modelem przedstawionym w rozprawie?

W czasie obrony rozprawy docenitabym krotkie omoéwienie przyczyn dla ktérych wedtug
Autora wyciszanie art.-miRNA daje mozliwo$¢ selektywnego wyciszenia allelu nieprawidtowego,
w przeciwienstwie do wyciszania siRNA.

Wazng kwestig podniesiong w dyskusji jest zréznicowana efektywno$¢ art-miRNA w
wyciszaniu alleli nieprawidtowych, w réznych chorobach poliglutaminowych. Zastanawiam sie na
ile biatka oddziatujace z RNA mogtyby mie¢ na to wplyw, np. konkurowaé¢ z art-miRNA o

interakcje z ciggami powtdrzen CAG i w ten spos6b wptywac na efektywno$¢ dziatania art-miRNA.

W ARTYKULE PRZEGLADOWYM Doktorant przedyskutowat bardzo interesujgce zagadnienie
regulacji ekspresji genu, a mianowicie proces poliadenylacji koficow 3’ mRNA oraz znaczenie
wyboru alternatywnych miejsc poliadenylacji. W artykule zamie$cit roéwniez wyniki
bioinformatycznych analiz wtasnych dotyczacych tego problemu. Opisat kilka metodologii

eksperymentalnych tudziez bioinformatycznych stuzacych do badania tych proces6w. Powigzanie



z rozprawg byto oczywiste poniewaz zagadnienie to w kontekscie choréb uwarunkowanych

mutacjami dynamicznymi jest bardzo istotne.

W DRUGIM ARTYKULE ORYGINALNYM, ktorego Doktorant jest pierwszym autorem, zostato
podjete wazne i interesujace zagadnienie nier6wnej ekspresji alleli danego genu. Mysle Ze to
zagadnienie, cho¢ dla zrozumienia relacji genotyp-fenotyp w réznych chorobach genetycznych
bardzo istotne, nie jest zbyt czesto poddawane ocenie. Podjecie tego zagadnienia w kontekscie
choréb poliglutaminowych bylo mozliwe dzieki wypracowaniu przez Doktoranta metody
pomiaru poziomu mRNA niezaleznie dla allelu nieprawidtowego oraz typu dzikiego. Badania
zostaly wykonane dla mRNA HTT oraz ataksyny 3 (ATX3). W pierwszej cze$ci artykutu Doktorant
przedstawit zastosowanie techniki droplet digital PCR (ddPCR) ktora, z racji zasad na ktérych sie
opiera, daje mozliwo$¢ rozroznienia poziomu ekspresji obu alleli tych genéw. Dla odréznienia
alleli kluczowa jest obecno$¢ SNPs. Zastosowanie tej metody w stosunku do transkryptéw
odpowiedzialnych za powyzsze choroby poliglutaminowe pokazato odmienny poziom ekspres;ji
kazdego allelu w liniach komérkowych IPS wyprowadzonych z fibroblastéw pacjentéw. Okazato
sie, ze proporcja pomiedzy ekspresja allelu typu dzikiego a nieprawidtowego byta dynamiczna i
zmieniata sie w trakcie réznicowania komorek IPS do neuronéw. Uwidoczniono to na przyktadzie
HTT, przy czym zaobserwowano wzrost ekspresji nieprawidlowego allelu HTT w stosunku do
typu dzikiego. Zastanawiam sie, czy to zjawisko mogloby stanowi¢ przynajmniej jeden z

elementéw bedacych u podstawy efektow moézgowych HTT i ich braku w innych tkankach.

Uwagi krytyczne:
1. W opisie celu pracy zabrakto zaznaczenia nowatorsko$ci rozprawy tzn., na ile podjete badania

miatyby zwiekszy¢ dotychczasowg wiedze.

2. Trudno napisanie pracy przegladowej uwazac za cel rozprawy, cho¢ jej wlgczenie do rozprawy

jest jak najbardziej uzasadnione.

3. Polski komentarz dotyczacy pierwszego artykutu zaczyna sie od zdania” Aspekt terapeutyczny
w konteks$cie choréb poliQ byt pierwszym zagadnieniem, nad ktédrym pracowatem w trakcie
swojego doktoratu”. Ot6z nie mam wrazenia by Doktorant pracowat nad aspektem
terapeutycznym, co oczywiScie nie umniejsza wartos$ci tych badan. Charakter badan byt Scisle
podstawowy, jak sam moéwi, zmierzajacy do poznania mechanizmu selektywnego wyciszania HTT

w odpowiedzi na zastosowanie art-miRNA.



Ten sam problem pojawit sie w polskim streszczeniu artykutu: ,W pierwszej kolejnosci
podjatem aspekt terapeutyczny, a konkretnie bratem udzial w poznaniu mechanizmu

prowadzacego do allelo-selektywnego wyciszania ekspresji zmutowanych genéw poliQ”.

4.Czy sformutowanie ,kinetyka deregulacji” nie jest w konteks$cie tego co zrobiono zbyt $cistym

pojeciem fizycznym? Wydaje sie, ze pojecie ,dynamika” bytoby bardziej adekwatne.

5.Rycina 4a: Schemat przedstawionych konstrukcji jest nieco mylacy poniewaz nie pokazuje fuzji

pomiedzy httexon1CAG a Nluc PEST.

6.W artykule pierwszym, w opisie konstrukcji kodujacej 16 lub 98 CAG czytam: ,First, we
confirmed the similar expression of the reporters.” Jednak w Rycinie dodatkowej 5A w panelu

prawym konstrukcja 98CAG ulega znacznie stabszej ekspresji niz ta z 16 CAG.

7.Nagtowek ,0siggniecia i wnioski” nie jest odpowiedni poniewaz sg to dwie odrebne kategorie.
Zreszta, wnioskéw brak a wymienione zostaly jedynie osiggniecia. Ta cze$¢ rozprawy jest jedna

ze stabszych polskiego omoéwienia.

8. Ponadto, wnioski, jesli zostalyby zamieszczone, powinny nastgpi¢ po dyskusji zamiast jg

poprzedzac.

9. Polskie omoéwienie rozprawy w wielu miejscach zawiera niedopowiedzenia lub
nadinterpretacje, co utrudnito mi podazanie za mys$lg Autora. np., ,Ponadto, opisane podejscie
eksperymentalne zostato wykorzystane do oceny efektywnos$ci allelo-selektywnej strategii

terapeutycznej dla choréb poliQ,” - brzmi jak gdyby byta zastosowana u pacjentow.

10. Ponadto, sporo w nim niezrecznych sformutowan. Np., str. 13 Wstepu: ,Jego rolg jest

usuwanie niechcianych nukleotydéw z puli komdrkowej”. Moze raczej toksycznych?

11. W polskim jezyku naukowym uzywa sie poje¢ ,allel prawidtowy” lub ,typu dzikiego” , podczas

gdy ,normalny”/”normal” znajduje zastosowanie w jezyku angielskim.

12. Lista skrotéw jest czastkowa. Ponadto, nalezy podac peing nazwe, w miejscu w ktérym zostata

uzyta po raz pierwszy (np. ASO).



13. W polskim omoéwieniu sporo miejsca poswieca Doktorant opisowi metod wyciszania ekspresji
HTT ktore nie sg selektywne w stosunku do allelu patologicznego. Czy takie metody sg jeszcze w
uzyciu skoro wiadomo, Ze biatko HTT jest potrzebne? By¢ moze zamieszczony opis ma charakter

historyczny?

Whiosek koncowy

Pomimo uwag krytycznych rozprawe Pana mgr Pawla Joachimiaka przeczytalam z duzym
zainteresowaniem. Poza dostarczeniem nowej wiedzy rozprawa pokazuje niezwykle ciekawg
perspektywe dalszych badan. Dlatego uwazam jg za warto$ciowa. 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 postepowania 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 2023 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o

dopuszczenie Pana Pawta Joachimiaka do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia
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doktora.



