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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
PANI MGR INZ. KAROLINY SWITONAKIEJ-KURKOWSKIEJ

ZATYTULOWANE]:

,Identyfikacja komérkowych i molekularnych zaburzen wezesnego rozwoju moézgu w chorobie
Huntingtona”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Switonskiej-Kurkowskiej zostata
wykonana pod przewodnictwem Pana prof. dr hab. Macieja Figla, prof. IChB PAN w Zakiadzie
Neurobiologii Molekularnej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii w Poznaniu.

Pani mgr inz. Karolina Switoniska-Kurkowska uzyskata w styczniu.2016r tytutu inzyniera
biotechnologii oraz w czerwcu 2017r tytul magistra diagnostyki medycznej na Uniwersytecie
Przyrodniczym w Poznaniu. Kandydatka nie ubiegala si¢ uprzednio o nadanie stopnia doktora, odbyfa
studia doktoranckie w Instytucie Chemii Bioorganicznej, PAN w latach 2017-2022, a obecnie jest
zatrudniona na stanowisku ,,Research developer” w Zakladzie Neurobiologii Molekularnej Instytutu
Chemii Bioorganiczne;.

Formalny opis rozprawy

Oceniana rozprawa obejmuje opublikowane wyniki zawarte w dwoch artykutach naukowych,
eksperymentalny i praca przegladowa oraz wyniki jeszcze nieopublikowane, zatytutowane ,,Fuzyjne
organoidy mézgowe odzwierciedlajace populacje komorkowe rozwijajacego si¢ przodomozgowia,
prezentuja wczesne zaburzenia neurorozwojowe miodzieficzej postaci HD”. Tekst jest spisany w jezyku
polskim i rozpoczyna si¢ obszernym streszczeniem w tym jezyku, a takze odpowiadajacym mu
podsumowaniem w jezyku angielskim. Nastgpny rozdziat stanowi Wprowadzenie, ktéry —sprawnie
przybliza wprowadza czytelnika do tematu badawczego rozprawy. Mgr inz. Karolina Switonska-
Kurkowska, po przedstawieniu celéw pracy, prezentuje uzyskane wyniki, zwigzle opisuje materialy i
metody zastosowane w ramach badan i analiz. Nastgpnie prowadzi dyskusj¢ na ich temat, a takze
przedstawia podsumowanie, perspektywy oraz bibliografi¢ zwigzang z badaniem o tytule:
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»Identyfikacja komorkowych i molekularnych zaburzen wczesnego rozwoju mozgu w chorobie
Huntingtona."

Ostatnig czg$¢ rozprawy stanowig dwa artykuly naukowe opublikowane w czasopismach Frontiers in
Cellular Neuroscience (2019) oraz Frontiers in Cell and Developmental Biology (2021). W obu tych
publikacjach mgr inz. Karolina Switoriska-Kurkowska jest pierwszy autorem, a zalaczone oswiadczenia

potwierdzaja jej wiodacy udziat w przeprowadzeniu badan opisanych we wspomnianych artykutach
naukowych.

Warto podkresli¢, ze mgr inz. Karolina Switonska-Kurkowska zostala oznaczona Brazowym Krzyzem
Zastugi za dziatalno$¢ naukowo-badawczg w zakresie testébw na SARS-CoV2 w ramach Wirusowe;j
Grupy Wsparcia IChB PAN. Ponadto, Pani Karolina brata aktywny udziat w pieciu konferencjach, w
tym wyglosita prezentacje ustng.

Merytoryczna ocean rozprawy

Rozdziat ,,Wstgp” stanowi solidne wprowadzenie czytelnika w tematyke przeprowadzonych badan.
Doktorantka wykazala si¢ w nim glgboka znajomoscia literatury zwigzanej z przedmiotem badaf,
Jjednoczesnie umiejetnie unikajac nadmiernego rozbudowania tego fragmentu. Autorka zdotala
skutecznie skondensowac istotne informacje, co przyczynia si¢ do klarownosci prezentowanych tresci.
Warto zauwazy¢, ze liczacy 15 stron wstep jest starannie zredagowany, a tekst napisany jest poprawnie,
nie zawiera istotnych bledow jezykowych. Rzecza, ktorej mi brakowalo to sg ryciny, stanowigce
graficzne prezentacje tematu.

Gléwnym celem pracy bylo opisanie wezesnych zmian komdrkowych i molekularnych w rozwijajacym
si¢ ukladzie nerwowym potencjalnie prowadzacych do rozwoju milodzienczej postaci choroby
Huntingtona. Uwazam, ze cel ten zostal osiggniety w celu zadawalajacym.

Wyniki: Prace badawcze zostaty skonstruowane w oparciu o kilka modeli badawczych: komorki iPSC
pochodzacych od dwdch pacjentow z mlodzieniczg formg HD oraz oséb zdrowych, analizy in silico,
fuzyjnych organoidéw wyprowadzonych od komoérek pacjentow i kontrolnych i zwierzecy model HD.

Choroby neurodegeneracyjne obejmujg szereg jednostek chorobowych czy zaburzen neurologicznych,
ktérych wspdlnym mianownikiem jest utarta neuronéw w centralnym lub obwodowym ukladzie
nerwowym, co prowadzi do zaburzen szlakéw komunikacjach w mézgu i uposledzenia kongnitywno-
behawioralnnego oraz motoryki, w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Molekularne mechanizmy
odpowiedzialne za rozwdj choroby nie sa dobrze scharakteryzowane co przeklada si¢ na brak
skutecznego leczenia. W swojej pracy, Doktoranta skupita si¢ na chorobach polyQ, wynikajgcych z
dhugich ciggéw powtoérzen poliglutaminowych dotknigtych choroba genach w przypadku HD w HTT.
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Zwiazek migdzy choroba Huntingtona a defektami w rozwoju neuronalnym jest dobrze ugruntowany.
Gen HTT, ulega ekspresji przez caty okres rozwoju neuronalnego i odgrywa wazna role w neurogenezie
(proliferacji komérek pnia neuronéw, migracji i réznicowaniu neuronéw. Patogeniczne rozszerzenia
powtorzenia CAG w genie HTT powoduja kumulowanie sie biatka huntingtyna w agregatach, ktére
zakiocaja normalne funkcje komorkowe. Ponadto delecja genu htt Jest $miertelna u myszy na wezesnych
etapach rozwoju zarodkowego. Zrozumienie mechanizméw, w ktorych patogeniczne agregaty HTT
zaklocaja normalny rozwdj neuronalny, jest kluczowe dla opracowania nowych strategii
terapeutycznych w chorobie Huntingtona.

Pani mgr inz. Karolina Switofiska-Kurkowska skupita si¢ na wezesniejszej i zwykle ciezszej formie HD
i pozyskata linie iPSC od dwoch takich pacjentéow celem identyfikacji zmian transkryptomicznych i
proteomicznych w oparciu o bezstronne analizy wysokoprzepustowe. Geny/biatka roznicujace zostaty
nastgpnie poréwnane z opublikowanymi przez inne zespotami listami zmienionych czasteczek w iPSC
podchodzacych od 0s6b z pdzna formg HD i réwniez komérkach macierzystych neuronalnych (NSC)
czy neuronach. Doktorantka poszukiwata genéw zmienionych we wszystkich komérkach majac na celu
postawienie hipotez dotyczacych uniwersalnych patomechanizméw HD. Mysle, ze jest to trudne
zadanie, poniewaz patomechanizmy moga by¢ specyficzne dla roznych typéw komoérek czy form
choroby. W zwiazku z tym mam pytanie czy zostaly podjete proby eksperymentalne, zeby zawezié te
analizy do danego typu komdérek lub etapy rozwoju neuronalnego? Czy Doktorantka réznicowata linie
71Q i 109Q do komdrek neuronalnych? Jedna z Sciezek zmieniona we komoérkach iPSC z JOHD byta
sciezka p53. Zmiany te byly obserwowane na poziomie mRNA i biatka. Czy zaobserwowano
biologiczne konsekwencje zmienione Sciezki p53 np. réznice w charakterystyce wzrostu linii iPSC?

W drugiej czesci pracy, zostaly przedstawione nieopublikowane jeszcze wyniki. Opis tej czesci
wzbogacony jest rysunkami wprowadzajacym w szczegoly eksperymentalne- co pozytywnie wplywa
na czytelno$é przekazu. Pani mg inz. Karolina Switonska-Kurkowska wykorzystata w tej czesci pracy
dwa zaawanasowane modele: in vitro, ludzki model HD oparty na réznicowaniu 3 linii iPSC
pochodzacych od oséb z JOHD i stworzeniu fuzyjnych organoidéw mozgowych oraz model in vivo,
transgenicznej myszy z HD. Wyprowadzenie organoidéw mézgowych nie jest prostym zadaniem, jest
czasochtonne, wieloetapowe i wymaga zaawansowanej wiedzy i umieje¢tnosci pracy z komérkami iPSC.
Pani Karolina sprawie udalo si¢ uzyskaé¢ organoidy po 60-dniowym procesem roéznicowania, ktore
zostalo dobre scharakteryzowane na poziomie mRNA i bialek, pod wzgledem obecnosci pozadanych
markeréw specyficznych dla réznych etapéw neurorozwoju. Nastgpnie doktorantka w oparciu o
ogodlnodostgpne dane sekwencjonowanie RNA na poziomie pojedynczej komodrki wyselekcjonowata
markery poszczeg6lnych struktur moézgowy i sprawdzita ich poziom ekspresji mRNA i syntezy biatka
w organoidach kontrolnych i pochodzacych od pacjentow JOHD. Jeden z gendw o zmienionej ekspresji
byt TTR, ktory juz ulega specyficznej ekspresji w komdrkach nablonka spotu naczynionego oraz i ulega
hyperaktywanie w mysim modelu HD. W zwigzku z powyzszym Doktorantka skupita swoje dalsze
analizy na TTR. Dla mnie ciekawa wstepng obserwacja byly zmiany w ekspresji genéw zwiazanych z
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cytoszkieletem (ktory jest mniej taczony z HD) czy stresem oksydacyjny. Czy Doktorantka moglaby ze
szczegdlami uzasadni wybor TTR do dalszych badan, a nie np. ATOXI czy SMARCA4? Ponadio,
dlaczego do dalszych badar wykorzystano mozaikowe organoidy fuzyjne jako model HD? Tych
informacji zabralo w rozprawie. Czy zostala przebadana ekspresja TIR i innych zidentyfikowanych
kandydatow w tkankach, giownie mozgu, myszy?

Podsumowanie i perspektywy zawiera bardzo zwiezle oméwienie uzyskanych najwazniejszych
obserwacji i wynikow oraz do$¢ ogélny. Brakowato mi szerszej dyskusji, poréwnanie ciekawych
wynikéw uzyskanych w tej pracy w kontekscie wynikéw innych zespotoéw, prob wyjasnienie
mechanizméw molekularnych w przebadanych komoérkach HD, czy wskazania ogoblnych czy

specyficznych ograniczen przeprowadzonych badaf, rézne sa nieodtaczna czescig wszystkich naszych
badan.

Podjeta tematyka jest niezmiernie wazna, a wybrane modele oraz szczegoly eksperymentalne s3
réznorodne, technologicznie zaawansowane i odpowiednio dobrane, co pozwala osiagna¢ istotne i
ciekawe wyniki. Byloby niezmiernie wazne, moim zdanie, alby badani a te kontynuowac i empirycznie
przetestowana potencjalne mechanizmy molekularne, wykorzystujac te dwa zaawansowane,
komplementarne systemy, ludzki in vitro i mysi in vivo. Cala praca zostata napisana sprawnie i z duzym
zainteresowaniem ja przeczytatam.

Uwagi edytorskie, np.:

o Jako$¢ niektorych zdje¢ immunobarwien fluorescencyjnych pozwala w pefni oceni¢ wynikow
e Brak skali na wielu zdjeciach mikroskopowych

Moja ogoélna ocena przeprowadzonych badan i calej rozprawy doktorskiej jest bardzo pozytywna.
Eksperymenty zostaly zasadniczo poprawnie zaplanowane, wykorzystano wiecej niz 1 linie iPSC
kontrolne i od pacjentéw, uzyskane wyniki zostaty adekwatnie zanalizowane. Doktorantka z fatwoscia
zinterpretowata rezultaty swoich badaf. Jednakze, szkoda, ze nie zawarla szerszej analizy swoich
wynikéw w odniesieniu do prac innych zespolow. Podsumowujgc, rozprawg doktorska mgr inz.
Karoliny Switonskiej-Kurkowskiej oceniam pozytywnie. Praca ta stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, prezentuje ogélng wiedzg teoretyczna Kandydatki w dyscyplinie oraz
umiej@tnoéé samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca
2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace 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
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dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o
dopuszczenie mgr inz. Karoliny Switoﬁskiej-Kurkowskiej do dalszych etapow postepowania o nadanie
stopnia doktora nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

(J?’/W79 yon \Q

Dr hab. Malgorzata Borowiak
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