
Ur*rwxxsvrxT tM. Ananora MrcxrnwlctrA w PozwaNru
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

Dr hab. Malgorzata Borowiak, prof. UAM

OCE,NA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

PANI MGR INZ. KAROLINY SWI TONAzuEJ-KURKOWS KI EJ

ZATYTUN,OWANEJ:

,,Identyfikacja kom6rkowych i molekularnych zaburzehwczesnego rozwoju mozgu w chorobie

Huntingtona"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inZ. Karoliny Switoriskiei-Kurkowskiej zostala

wykonana pod przewodnictwem Pana prof. dr hab. Macieja Figla, prof. IChB PAN w Zakladzie

Neurobiologii Molekularnej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii w Poznaniu.

Pani mgr in?,. Karolina Switoriska-Kurkowska uzyskala w styczniu.20l6r t)tulu inZyniera

biotechnologii oraz w czerwcu 2Afir tSrtul magistra diagnostyki medycznej na Uniwersytecie

Przyrodnicrym w Poznaniu. Kandydatka nie ubiegala sig uprzednio o nadanie stopnia doktor4 odbyla

studia doktoranckie w Insgrtucie Chemii Bioorganicznej, PAN w latach 2017-2022, a obecnie jest

zatrudniona na stanowisku ,,Research developer" w ZaVJadzie Neurobiologii Molekularnej Inst5rtutu

Chemii Bioorganicznej.

F'ormalny opis rozprawy

Oceniana rozprawa obejmuje opublikowane wyniki zawarte w dw6ch artykulach naukowych,

eksperymentalny i praca przegl4dowa oraz wyniki jeszcze nieopublikowane, zatytulowane ,,Fu4rjne

organoidy m6zgowe odzrvierciedlaj4ce populacje kom6rkowe rozrvijaj4cego sig przodom6zgowia,

prezentuj4 wczesne zabtrzenianeurorozwojowe mlodzieficzej postaci HD". Tekst jest spisany w jgryku

polskim i rozpoczyna sig obszernym streszczeniem w tym jgzyku, a takhe odpowiadaj4cym mu

podsumowaniem w jgzyku angielskim. Nastgpny rozdzial stanowi Wprowadzenie, kt6ry sprawnie

przybliza wprowadza czytelnika do tematu badawczego rozprawy. Mgr inZ. Karolina Switoriska-

Kurkowskq po przedstawieniu cel6w pracy, prezentuje uzyskane wyniki, zwiglle opisuje materialy i

metody zastosowane w ramach badari i analiz. Nastgpnie prowadzi dyskusjg na ich temat, a takZe

przedstawia podsumowanie, perspektywy oraz bibliografig zwiryanq z badaniem o [rtule:
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,,Identyfikacj
Huntingtona.

a kom6rkowych i molekularnych zaburzert wczesnego rozwoju mozgu w chorobie

Ostatni4 czg56 rozprawy stanowi4 dwa artykuty naukowe opublikowane w czasopismach Frontiers in
CellularNeuroscience (2019) oraz Frontiers in Cell and Developmental Biology (2021). W obu tych
publikacjach mgt inl. Karolina Switoriska-Kurkowska jest pierwszy autorem, a zal4czoneoSwiadczenia
potwierdzaj4 jej wiod4cy udzial w przeprowadzeniu badari opisanych we wspomnianych artykulach
naukowych.

Warto podkre6li6, 2e mgr in2. Karolina Switoriska-Kurkowska zostala oznaczonaBrqzowym Krzyaem
Zashgi za dzialalno5d naukowo-badawcz4 w zakresie test6w na SARS-CoV2 w ramach Wirusowej
Grupy Wsparcia IChB PAN. Ponadto, Pani Karolinabrala aktywny udzial w pigciu konferencjach, w
tym wyglos ila prezentacje ustn4.

Merytoryczna ocean rozprawy

Rozdziatr ,,Wstgp" stanowi solidne wprowadzenie czytelnika w tematykg przeprowadzonych badari.
Doktorantka v,ykazala sig w nim glgbok4 znajomoSci4 literatury zwiqzanej z przedmiotem badari,
jednoczeSnie umiejgtnie unikaj4c nadmiernego rozbudowania tego fragmentu. Autorka zdolala
skutecznie skondensowa6 istotne informacje, co przyczynia sig do klarownoSci prezentowanych treSci.

Warto zauwuiry1,2e liczqcy I 5 stron wstgp jest starannie zredagowany, a tekst napisany jest poprawnie,

nie zawiera istotnych bl9d6w jgzykowych. Rzecz4, kt6rej mi brakowalo to s4 ryciny, stanowi4ce

gr afrczne prezentacj e temafu .

Gl6wnym celem pracy bylo opisanie wczesnych zmiankom6rkowych i molekularnych w rozwijaj4cym
sig ukladzie nerwowym potencjalnie prowadz1cych do rozwoju mlodzieficzej postaci choroby

Huntingtona.Uwa?am, ze cel ten zostal osi4gnigty w celu zadawalajqcym.

Wyniki: Prace badawcze zostaly skonstruowane w oparciu o kilka modeli badawczych: kom6rki iPSC

pochodz4cych od dw6ch pacjent5w zmlodziehcz1form4HD oraz os6b zdrowych, analizy in silico,

fuzyjnych organoid6w wyprowadzonych od kom6rek pacjent6w i kontrolnychi zwierzgcy model HD.

Choroby neurodegeneracyjne obejmuj4 szeregjednostek chorobowych czy zaburzeh neurologicznych,

kt6rych wsp6lnym mianownikiem jest utarta neuron6w w centralnym lub obwodowym ukladzie

nerwowym, co prowadzi do zaburzeri szlak6w komunikacjach w mozgu i upoSledzenia kongnitywno-

behawioralnnego oraz motoryki, w por6wnaniu do grupy kontrolnej. Molekularne mechanizmy

odpowiedzialne za rozw6j choroby nie s4 dobrze scharakteryzowane co przeklada sig na brak

skuteczrego leczenia. W swojej pracy, Doktoranta skupila sig na chorobach polyQ, wynikaj4cych z

dlugich ci4g6w powt6rzeri poliglutaminowych dotknigtych chorob4 genach w prrypadku HD w HTT.
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Zwiqzekmiqdzy chorob4 Huntingtona a defektami w rozwoju neuronalnym jest dobrze ugruntowany.
Gen HTT, ulega ekspresjiprzezcaly okres rozwoju neuronalnego i odgrywa wuiLn1rolg w neurogenezie
(proliferacji kom6rek pnia neuron6w, migracji i r62nicowaniu neuron6w. Patogeniczne rozszerzenia
powt6rzenia CAG w genie HTT powoduj4 kumulowanie sig bialka huntingtyna w agregatach, kt6re
zaklicajqnormalne funkcje kom6rkowe. Ponadto delecja genu httjest Smiertelna u myszy na wczesnych
etapach rozwoju zarodkowego. Zrozumienie mechanizm6w, w kt6rych patogeniczne agregaty HTT
zakl6cajq normalny rozw6j neuronalny, jest kluczowe dla opracowania nowych strategii
terapeutycznych w chorobie Huntingtona.

Pani mgr in2. Karolina Switoriska-Kurkowska skupila sig na wczeSniejszej i zwykle cigzszejformie HD
i poryskala linie iPSC od dw6ch takich pacjent6w celem identyfikacji zmian transkryptomicznych i
proteomicznych w oparciu o bezstronne analizy wysokoprzepustowe. Geny/biatka r6Znicuj4ce zostaly
nastgpnie por6wnane z opublikowanymi przezinne zespolami listami zmienionychczqsteczekw iPSC
podchodz4cych od os6b z p62nq fo.*Q HD i r6wniez kom6rkach macierzystych neuronalnych (NSC)
czy neuronach. Doktorantka poszukiwala gen6w zmienionych we wszystkich kom6rkach maj4c na celu
postawienie hipotez dotyczqcych uniwersalnych patomechanizm6w HD. MySlg, 2e jest to trudne
zadanie, poniewaz patomechanizmy mog1 by6 specyficzne dla ro2nych typ6w kom6rek czy form
choroby. W zwiqzku z tym mam pytanie czy zostaly podjgte prdby eksperymentalne, 2eby zawgzit te
analizy do danego typu komhrek lub etapy ronuoju neuronalnego? Czy Dohorantka r62nicowala linie
718 i l09Q do kom6rek neuronalnych? Jedna z Scieilek zmieniona we kom6rkach iPSC z JOHD byla
Scie2ka p53. Zmiany te byty obserwowane na poziomie mRNA i bialka. Czy zaobserwowano

biologiczne konsekwencje zmienione Sciezki p53 np. r62nice w chorakterystyce wzrostu linii iPSC?

W drugiej czg6ci pracy, zostaly przedstawione nieopublikowane jeszcze wyniki. Opis tej czgsci

wzbogacony jest rysunkami wprowadzaj4cym w szczegoly eksperymentalne- co pozytywnie wplywa
na czytelnoSC przekazu. Pani mg in2. Karolina Switoriska-Kurkowska wykorzystala w tej czgSci pracy

dwa zaawanasowane modele: in vitro, ludzki model HD oparty na r6znicowaniu 3 linii iPSC
pochodz4cych od os6b z JOHD i stworzeniu fuzyjnych organoid6w m6zgowych oraz model in vivo,

transgenicznej myszy zI{D. Wyprowadzenie organoid6w m6zgowych nie jest prostym zadaniem, jest

czasochlonne, wieloetapowe i wymaga zaawansowanej wied4, i umiejgtnoSci pracy z kom6rkami iPSC.

Pani Karolina sprawie udalo sig uzyska6 organoidy po 60-dniowym procesem r62nicowania, kt6re

zostalo dobre scharakteryzowane na poziomie mRNA i bialek, pod wzglgdem obecnoSci poZ4danych

marker6w specyficznych dla r62nych etap6w neurorozwoju. Nastgpnie doktorantka w oparciu o

og6lnodostgpne dane sekwencjonowanie RNA na poziomie pojedynczej kom6rki wyselekcjonowala

markery poszczeg6lnych shuktur m6zgowy i sprawdzila ich poziom ekspresji mRNA i syntezy bialka

w organoidach kontrolnych i pochodz4cych od pacjent6w JOHD. Jeden z gen6w o zmienionej ekspresji

byl TTR, kt6ry jvzulega specyficznej ekspresji w kom6rkach nablonka spotu naczynionego oraz i ulega

hyperaktywanie w mysim modelu HD. W nviqzku z pov'yilszym Doktorantka skupila swoje dalsze

analizy na TTR. Dla mnie ciekawa wstgpn4 obserwacj4 byly zmiany w ekspresji gen6w rwi1zanych z
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cytoszkieletem (kt6ry jest mniej lqczony z HD) czy stresem oksydacyjny . Czy Doktorantka moglaby ze

szczegillami uzasadni wybdr TTR do dalszych badait, a nie np. ATOXI czy SWRCAI? Ponadto,

dlaczego do dalszych badafi wykorzystano mozaikowe organoidy furyjne iako model HD? Tych

informacji zabralo w rozprawie. Czy zostala przebadana ekspresja TTR i innych zidentyfikowanych

kandydatfw w tkankach, gl6wnie mdzgu, myszy?

Podsumowanie i perspektvw), zawiera bardzo rwiglle om6wienie uzyskanych najwaZniejszych

obserwacji i wynik6w oraz doS6 og6lny. Brakowalo mi szerszej dyskusji, por6wnanie ciekawych

wynik6w uzyskanych w tej pracy w kontekScie wynik6w innych zespol6w, pr6b wyjaSnienie

mechanizm6w molekulamych w przebadanych kom6rkach HD, czy wskazania og6lnych czy

specyficznych ograniczeri przeprowadzonych badari, r62ne s4 nieodl4czna czgsci4 wszystkich naszych

bada6.

podjgta tematyka jest niezmiernie wa2na, a wybrane modele oraz szczeg6ty eksperymentalne s4

r6Znorodne, technologic znie zaawansowane i odpowiednio dobrane, co pozwala osi4gn46 istotne i

ciekawe wyniki. Byloby niezmiernie wahne,moim zdanie, alby badani a te kontynuowa6 i empirycznie

przetestowana potencjalne mechanizmy molekularne, wykorzystuj4c te dwa zaawansowane'

komplementarne systemy, ludzki in vitro i mysi in vivo. Cala praca zostalanapisana sprawnie i z duirym

zaintere sowan iem j 4 pr zeczyta\am.

Uwagi edytorskie, np.:

o Jako66 niekt6rych zdjg6 immunobarwieri fluorescencyjnych pozwala w pelni oceni6 wynik6w

. Brak skali na wielu zdjqciach mikroskopowych

Moja og6lna ocena przeprowadzonych badari i calej rozprawy doktorskiej jest bardzo pozytywna'

Eksperymenty zostaty zasadniczo poprawnie zaplanowane, wykorzystano wigcej niz 1 linie iPSC

kontrolne i od pacjeni6w, uzyskane wyniki zostaly adekwatnie zanalizowane. Doktorantka z latwosci4

zinterpretow ala tezultaty swoich bada6' Jednak2e, szkoda, 2e nie zawatla szerszej analizy swoich

wynik6w w odniesieniu do prac innych zespol6w. Podsumowujqc, rozpraw? doktorsk4 mgr in2'

Karoliny Switoriskiej-Kurkowskiej oceniam porytywnie. Praca ta stanowi oryginalne rozwi}zanie

problemu naukowego, prezentuje og6lnq wiedzg teoretyczn4 Kandydatki w dyscyplinie oraz

umiejgtnoSrs samodzielnego prowadzenia pracy naukowej'

Przedstawiona do recen zji tozprawadoktorska spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca

2018 roku prawo o szkolnictwiewy2szymi nauce (Dz.U. 22018r'poz' 1668 ze zm')' ustawie z dnia 3

lipca 2018 r. Przepisy wprowadzaj4ce ustawq - Prawo o szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz'U' 22018

r. poz. 1669 ze zm.) orazw Sposobie postgfowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instl'tucie

chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr 56l2023llntemet z
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dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskujg do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o
dopuszczenie mgr inz. Karoliny Switoriskiej-Kurkowskiej do dalszych etap6w postgpowania o nadanie
stopnia doktora nauk Scislych i przyrodniczychw dyscyplinie nauki biologiczne.
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