UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

uAM Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

Poznan, 16 wrzesnia 2024 r.

Dr hab. Katarzyna Dorota Raczynska, prof. UAM
Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr inz. Zanety Kalinowskiej-Poska pt.: ,,Opracowanie przedklinicznej strategii
terapeutycznej choroby Huntingtona i ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 3 z
wykorzystaniem wyciszajacych reagentow RNA celujacych w powtorzenia CAG w
transkryptach genow HTT i ATXN3”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Macieja Figla i dr inz. Magdaleny Surdyki, a zrealizowana w Zakladzie Neurobiologii
Molekularnej, Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk.

Tematyka badan koncentruje si¢ wokét opracowania strategii terapeutycznej celujace;
specyficznie w zmutowany ciag powtorzen CAG w mRNA genéw HTT i SCA3, ktérych
ekspresja prowadzi do syntezy biatek HTT i ATXN3 z nadmierng iloscia glutamin, bedacych
podiozem choroby Huntingtona (HD) i ataksji rdzeniowo-mézdzkowej typu 3 (SCA3).
Doktorantka zaprojektowata szereg roznych reagentéw shRNA i siRNA, bazujac na opisanym
wezesniej przez inng grupe badawcza IChB PAN reagencie A2, i wykorzystala je w formacie
wektorowym i biwalentnym, w krétko- i dlugo-terminowych analizach in vivo. W badaniach
wykorzystata humanizowane modele myszy HD (Hu'?#?21Q)  SCA3 (Ki'*°?21Q), Najpierw, w
eksperymencie 3-tygodniowym, wyselekcjonowane reagenty w wektorze wirusowym AAV-
PHP.eB podawala do zatoki oczodolowej myszy HD. Czasteczki skutecznie przekraczaty
barier¢ krew-mozg docierajgc do réznych obszaréw mozgu, gléwnie pnia mézgu, opuszki
wechowej, mozdzku i wzgérza. Po ocenie objawow niepozadanych i skutecznosei dziatania na
docelowe biatko HTT, doktorantka wybrala 2 reagenty, A4(P10A) lub A4(P10.11A) do
eksperymentu dhugoterminowego, 15-tygodniowego. W tym eksperymencie ocenila
dystrybucje sygnatu w réznych strukturach mézgu myszy HD i SCA3 po iniekcji, poréwnata
poziom mRNA i biatka HTT i ATXN3 oraz poziom ich agregatéw. Ocenita zmiany fenotypowe
zwierzat, zbadata mas¢ ich ciala, mas¢ niektorych organéw oraz przeanalizowala wplyw
iniekcji na tkanki obwodowe z uzyciem testéw biochemicznych. Nastepnie, reagent A4(P10A)
oraz inng wyselekcjonowang czasteczke, AG4, przetestowala w formacie biwalentnym, po
iniekcji domézgowej w prazkowie i do ukladu komorowego mézgu. Ocenita dystrybucje
sygnatu oraz poziom biatka HTT i ATXN3 w miejscu iniekcji i catym mézgu myszy.

Realizacja badan wymagata od autorki wykonania eksperymentéw z zakresu zarowno
biologii molekularnej, biochemii jak i eksperyment6w in vivo, ktére bywaja czasochtonne oraz
wymagajg specjalistycznych umiejetnosci. Doceniam wysilek oraz ilosé pracy, ktory
doktorantka wlozyta w uzyskanie przedstawionych w niniejszej rozprawie wynikéw, nie
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uzyskujac przy tym wszystkich celéw, ktére na poczatku zalozyla. Badania doktorantki
niewgtpliwie maja warto$¢ naukowa pod katem optymalizacji strategii skutecznego
dostarczania terapeutykéw do okreslonych, pozgdanych rejonéw mozgu. Niestety, wybrane i
testowane przez nig terapeutyki nie sg allelo-selektywne, czyli nie wykazuja potencjatu w
obnizaniu poziomu tylko zmutowanych biatek.

Z zyciorysu naukowego dowiadujemy sie, ze mgr inz. Zaneta Kalinowska-Poska jest
wspotautorka juz trzech publikacji naukowych, a wyniki zawarte w niniejszej] rozprawie maja
by¢ czescia nieopublikowanego jeszcze manuskryptu. Brak informacji o uczestnictwie
doktorantki i prezentowaniu wynikéw swoich badarn podczas konferencii naukowych, oraz
udziale w innych wydarzeniach, np.: popularyzujacych nauke.

Pod katem formalnym uktad pracy odzwierciedla typowy uklad prac doktorskich. Na
poczatku znajdujemy ,.Wykaz publikacji” doktorantki i ,,Streszczenia” pracy doktorskie;j.
Nastgpnie, we ,,Wstepie” zapoznajemy si¢ z charakterystyka choréb poliglutaminowych
(poliQ), ze szczegblnym uwzglednieniem choroby Huntingtona i ataksji rdzeniowo-
mozdzkowej typu 3, ktére znajdujg si¢ w polu zainteresowania samej doktorantki. Poznajemy
takze strategie terapii genowych stosowanych w leczeniu choréb poliQ i modele mysie choroby
HD i SCA3 wykorzystywane przez doktorantke. Uwazam, ze ten rozdziat moglby by¢
wzbogacony o wigcej ilustracji, gdyz na 22 strony wstepu znajdujemy tylko jeden rysunek. W
kolejnych czgsciach zapoznajemy sig z ,.Celem pracy”, potem wymienione sa »~Materiaty”,
opisane ,,Metody” i przedstawione ,, Wyniki” rozprawy. Rozwazania na ich temat autorka
przedstawia w rozdziale ,Dyskusja i perspektywy” i podsumowuje krétko w rozdziale
»» Whioski”. Na konicu znajdujemy ,,Wykaz (niektorych) skrotéw” (bytoby tatwiej, gdyby wykaz
byl na poczatku rozprawy), ,.Zatgczniki” — do ktérych nalezy tylko Tabela 18 (w zasadzie nie
znajduj¢ uzasadnienia, dlaczego jest ona w formie zalgeznika) i ,,Spis tabel i rysunkow”
przedstawionych w odwrotnej niz sugeruje to tytul, kolejnosci.

Niestety, nie wszystkie czgsci sg napisane poprawnie, np.: w czesei ,M&M” opisywane
sa wyniki reakcji PCR, przy czym brak zdjecia zelu, ktérego wyniki doktorantka opisuje,
zarowno w ,M&M” jak i w ,,Wynikach”, nie mozemy wiec tego nawet zweryfikowaé (str. 49
150, 51). Ponadto, wzmianka o analizach in silico, przedstawionych we wspomnianym wyzej
~Zalgczniku”, pojawia si¢ juz w pierwszym zdaniu ,,Wynikéw”, jednak dopiero w rozdziale
»Dyskusja”, 31 stron dalej, autorka informuje o zawartosci i odsyta czytelnika do Tabeli 18.
Podobnie, dopiero w rozdziale ,,Dyskusja” czytelnik dowiaduje sie, dlaczego w pracy badane
sg takze tkanki obwodowe, takie informacje powinny rozpoczynaé dedykowane im rozdzialy
» Wynikéw”, bytoby to jasniejsze dla czytelnika.

Niestety, musz¢ podkresli¢, ze cala rozprawa przygotowana jest w sposob bardzo
niestaranny, nie tylko pod katem interpunkcji, jezyka i stylu, ale réwniez tresci. Wszystkie
pomylki, ktore znalaztam, to nie tylko niedociggniecia, ale takze bledy merytoryczne, ktérych
liczba 1 waga w mojej ocenie dyskwalifikujg niniejsza prace doktorska. Ponizej przedstawiam
wazniejsze z nich.
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Do drobnych niedociggnie¢ mozna zaliczy¢: liczne literowki, zwlaszcza niewlasciwe
koncoéwki wyrazow, potknigcia stylistyczne, skroty myslowe czy ,.koszmary” zdaniowe, po
przeczytaniu ktérych czytelnik gubi gléwng mysl, typu: W fazie wczesnej choroby
Huntingtona, neurony w szlaku posrednim nie sg proporcjonalnie oraz sg bardziej dotkniete niz
neurony w szlaku bezposrednim™ (str. 14), ..Serotyp ten powstal poprzez ewolucja kapsydu
AAV9 poprzez insercjg aminokwasu heptameru w sekwencji kapsydu” (str 28), ,,To badanie
rowniez zostato wstrzymane na 1 i 2 fazie z powodu powiklan neurologicznych u niektorych
uczestnikéw oraz badanie VIBRANT-HD (ClinicalTrials.gov ID NCT05111249) firmy
Novartis doustnej terapii hipoglikemizujacej, branaplam zawiesil dawkowanie ze wzgledu na
zgloszong neuropati¢ obwodowa” (str. 29) itp..

Kolejne niedociagnigcia, to zdania nieprecyzyjne, czasem wrecz dziwne, typu:
”Specyficznos¢ alleli mozna podzieli¢ na polimorfizm pojedynczego nukleotydu SNP (...) oraz
na powtarzajace si¢ CAG (...)"” (str. 26), ,,Choroba wystepuje, gdy fragment poliQ przekracza
krytyczna dlugosé glutaminy™ (str. 16), ,,Zaobserwowano, ze wiek zachorowania u pacjentow
z HD posiadajacych allele LI lub DI najlepiej $wiadczy o dlugosci ich nieprzerwanych
powtdrzen CAG, a nie dlugos¢ zakodowanej poliglutaminy™ (str. 16). W niektérych miejscach
powstajg wrgez zdania lekko komiczne: ,,W zaawansowanych stadiach choroby pacjenci (...)
do$wiadczaja (...) zaniku twarzy i skroni” (str. 20); ,,Pacjenci chorzy na SCA3 po diagnozie
przezywaja okolo 20-25 lat” (z tego wynika, ze im pdzZniejsza diagnoza tym dluzsze zycie
pacjenta), ,,Badania te zakonczyly si¢ zgodnie z planem, ale w przypadku obu lekow nie udato
si¢ obnizy¢ poziomu Huntingtona”, czy tytul rozdziatu: ,,PCR mysiego modelu Hul28Q/21Q".
Sa tez zdania dziwnie rozpoczgte, np.: ,,Przez co dopamina prowadzi do wzrostu ROS...” —.

Z innych, wazniejszych bledéw niniejszej pracy: brak tlumaczenia wszystkich skrotow,
co niekiedy uniemozliwia zrozumienie kontekstu, np.: STR w sformutowaniu ,,iniekcja do
STR” (np.: Tab. 4), ,,DUB” w zdaniu ,,skuteczno$¢ jego dziatania neuroprotekcyjnego zalezy
(...) od aktywnosci DUB”, bufor PB, bufor GB. Niepoprawnie ttumaczone skroty, zwlaszcza
skroty biatek, np.: ,NES141” jako ,,zaleznie od CRM1/eksportu” ,,MINK1” jako ,,Missahapen
jak kinaza 1” czy wiele innych w Tabeli 18 (czasami lepiej nie thumaczy¢ na site na jezyk polski
niz robi¢ to niepoprawnie). Niekiedy tlumaczenia skrétéw podane sg kilka stron dalej od ich
pierwszego uzycia, np.: UIM. Nie wszystkie startery wymieniane w pracy znajduja sie w spisie
starterow w Tabeli 5, a czasami nazwy starterow podane w Tabeli 5 nie sg tozsame z nazwg
tych samych starteréw uzywanych w dalszej czesci tekstu. Podobnie, niektére przeciwciata
wymienione w Tabeli 10 s juz inaczej nazywane w czesci ,,Wyniki”; w tabeli przeciwcial
znajduje sie tez barwnik Hoechst33342. Przy opisie qPCR brak etapu elongacji. Czesé
wykreséw nie ma tytuldw a czgéé ma, czasem nie sg one wytlumaczone, jak tytut ,,BS” w
wykresie na Rys. 18. Brak legend pod rysunkami. Schemat dziatania ShARNA przedstawiony na
Rys. 1 nie ma w ogole odpowiednika w tekscie pracy. Opisy osi na wykresach sg raz po polsku,
gdzie indziej po angielsku. Nazwy genow nie zawsze sg pisane poprawnie, tj. raz kursywa a raz
nie. Na stronie 62 autorka podaje, Zze $rednig intensywno$¢ fluorescencji wyrazono w
jednostkach powierzchni (a.u.), po czym w kolejnym zdaniu podaje wartosci w jednostce
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“j.m.”, nie wyjasnia juz jednak tego skrotu. Na Rys. 5 raz funkcjonuje nazwa podwzgoérze a raz
$rédmozgowie, domyslam sig, ze dotycza tego samego obszaru mézgu.

Istotne pomylki znajdujemy niekiedy w tresci zdan, np.: .Pacjenci z chorobami
poliglutaminowymi najcze$ciej posiadajg dwa allele danego genu” - wigkszo$¢ genéw ma dwa
allele, tu raczej chodzi o to, Zze sa one rézne. ,Wyizolowane DNA doprowadzono do
jednakowych stezen (25 ng)” — podana wartos¢ to ilos¢ a nie stgzenie. ,,Gen Hit jest niezbedny
we wczesnym rozwoju embrionalnym myszy” - pomijajac brak kursywy dla nazwy genu,
chodzi chyba o produkt tego genu czyli bialko, nic sam gen. Nazwy chorob poliQ 1
odpowiadajace im skroty SMBA i DRPLA podane na stronie 8, 12 oraz w wykazie skrétow nie
pokrywaja sie, np.: skrot SMBA tlumaczony jest jako: a) rdzeniowo-opuszkowy zanik migsni,
b) nerwowo-migsniowa choroba Kennedyego, ¢) choroba Kennedyego.

Takie bledy powinny zosta¢ wylapane podczas uwaznego przeczytania koncowej wersji
pracy i sugeruja, ze autorka ani promotorzy tego nie zrobili. Tak duzo bledéw jest
niedopuszczalnych w pracy dyplomowej rangi pracy doktorskiej.

W tredci pracy, niestety znalaztam tez istotne bledy merytoryczne:

1.  Wybidreze analizowanie wynikéw poddanych analizie statystycznej. Kwestia dotyczy
niekonsekwencji doktorantki, ktéra cho¢ wykonuje testy statystyczne i podaje ich wyniki,
czasami poddaje rozwazaniu zmiany, ktére nie sa istotne statystyczne, w innym za$ miejscu
wyraznie podkresla, ze zmiany takie nie powinny by¢ brane pod uwagg, gdyz nie sg istotne.
Wedtug mnie, takie zmiany w ogéle nie powinny by¢ analizowane, ewentualnie mozna mowi¢
o ,,pewnej tendencji”, ktore to sformutowanie pojawia si¢ raz w niniejszej dysertacji, na stronie
98, czyli przedostatniej stronie ,,Dyskusji”. Dla przyktadu, na Rys. 14B widzimy istotne
statystycznie zmiany w poziomie AST, a nieistotne w poziomie ALT, ale doktorantka pisze:
.Poziomy tych parametréw (ALT i AST) wykazywaly jedynie niewielkie réznice u myszy,
ktorym podano A4(P10A) lub A4(P10,11A), w poréwnaniu do grupy kontrolnej Scrambled”.
Z kolei, na stronie 77, odnoszac sie do wynikow przedstawionych na Rys. 16, doktorantka
pisze: ,,Obydwa reagenty spowodowaly spadek zmutowanego biatka ATXN3 w mozdzku o
26% po wstrzykniqciu A4(P10A) i 17% po wstrzyknigciu A4(P10,11A) (Rys. 16 A)”, przy
czym, zmiany te nie sg istotne statystycznie. W kolejnym zdaniu czytamy: , Nie stwierdzono
statystycznie istotnych wynikéw w obszarach moézgu myszy Ki'*'?*? ze slabym
wyznakowaniem eGFP (kory mézgu, prazkowiu), tylko w hipokampie A4(P10A) spowodowat
24% spadek poziomu zmutowanej ataksyny-3 (Rys. 16 B)” i tu juz doktorantka analizuje tylko
zmiany istotne statystycznie. Jednoczesnie, w obu fragmentach mézgu widzimy istotne
statystycznie zmiany poziomu biatka zdrowego, ale o nich doktorantka w zasadzie milczy,
wzmiankujac jedynie ,,Nie zaobserwowano selektywnego efektu shRNA dla alleli”. Gdzie
indziej, opisujac wyniki przedstawione na Rys. 19B, autorka wnioskuje o wzroscie i spadku
masy $ledziony, przy czym zmiany te sa niewielkie i nieistotne. Réwniez na stronie 89 autorka
analizuje wyciszenie biatka ATXN3 w roznych strukturach mézgu w zasadzie w ogdle nie
zwazajac na wartosci ,.p” podane w tekécie. Co upowaznia doktorantke do tak wybidrczych i
niekonsekwentnych analiz i w efekcie biednie wyciagnietych wniosk6w? Po co doktorantka
robi analizy statystyczne, skoro potem nie maja ona dla niej znaczenia?
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2. Sprzecznos¢ wnioskow opisywanych w ,,Wynikach” i ,,Dyskusji”. Przykladem jest
analiza wynikéw przedstawionych na Rys. 13B i 19B. W rozdziale ,,Wyniki” doktorantka
zauwaza 1 wymienia zmiany dotyczace masy narzadow zwierzagt modelowych po iniekcji
reagentami (co prawda, nie zwazajac na wartosci ,,p”, 0 czym mowa wyzej). Z kolei jednak w
dyskusji znajdujemy informacjg, ze ,,Masa narzadéw nie zmienita si¢ w grupie shRNA w
poréwnaniu z grupg kontrolng (Rys. 13B, 19B)”. Zatem wnioski opisane w czesci ,, Wyniki” sg
sprzeczne z tymi, ktore zostaly opisane w czesei ,,Dyskusja”. Podobnie sprzeczne sa wnioski z
wynikéw przedstawionych na Rys. 12, gdzie w ,,Wynikach” autorka stusznie nie wymienia
wzgodrza jako obszaru, gdzie zaobserwowala obnizony poziom agregatéw po iniekcji, ale w
Dyskusji juz pisze: ,,W analizie agregatow po wstrzyknieciu A4(P10A) zaobserwowano
zaro6wno obniZenie zintegrowane] gestosci optycznej, jak i procentowej ilodci agregatow [%]
biatka HTT w czterech badanych strukturach (Rys. 12)” — te cztery badane struktury to pien
mozgu, prazkowie, mézdzek i ... wzgorze.

3.  Wysuwanie blgdnych wnioskow. Odnoszac si¢ do wynikoéw przedstawianych na Rys. 17
doktorantka pisze: ,Dane ze struktur mézgu (...) pokazuja obnizenie poziomu zmutowanego
ATXN3 0 17% (p = 0,1437)” — zmiana, do ktérej odnosi si¢ doktorantka jest nieistotna, nie
powinna by¢ analizowana, natomiast istotna w tej analizie jest zmiana poziomu biatka
normalnego, ale o tym ani stowa. Co wigcej, w ,,Dyskusji” znajdujemy informacje, iz ,,w mysim
modelu SCA3 w strukturach dobrze strandukowanych, zaobserwowano dziatanie reagentow
tylko na zmutowana ataksyne (Rys. 17)” co juz jest nieprawdziwym wnioskiem.

4.  Brak odniesienia do bardzo waznej kwestii niniejszej pracy doktorskiej, jakg jest brak
allelo-specyficznosci badanych reagentéw. Najbardziej uderza mnie to, ze w wynikach
przedstawionych w rozdziale 7.1.3, 7.2.3, 7.2.8, 7.3.3 autorka nie odnosi sie zupeinie do efektu,
jaki badane przez nig reagenty wywolujg na zdrowe, ,,normalne” biatko. A najczesciej efekt ten
jest bardzo podobny obserwujemy zaréwno obnizony poziom zmutowanego jak i zdrowego
biatka. Co wigeej, niekiedy wplyw na zdrowe biatko jest nawet wickszy (np.: Rys. 10B).
Pomijajac to, ze doktorantka ignoruje ten fakt, moim zdaniem $wiadczy to o tym, ze wybrany
reagent nie przyniost zakladanego efektu terapeutycznego. Na stronie 28 swojego doktoratu
autorka pisze, ze ,Aby zachowa¢ prawidlowe funkcje biatka, najbezpieczniejszym
rozwigzaniem jest zaprojektowanie terapii celujace tylko w zmutowany gen, nie obnizajac
poziomu prawidlowego genu. Leczenie opierajace si¢ na obnizeniu poziomu catkowitego
biatka HTT, moze przyczyni¢ si¢ nieprawidiowego funkcjonowania organizmu”. Dodaje, ze
»Badania prowadzone w Instytucie Chemii Bioorganicznej m.in. przez zespdt dr hab.
Agnieszka Fiszer, prof. ICHB PAN oraz przez zespot prof. Coreya doprowadzily do
zaprojektowania czasteczki A2, celujacej w cigg CAG oraz utworzenia terapii
alleloselektywnej (J. Huiin., 2010; Fiszer i in. 2010)”. Réwniez jako jeden z punktow rozdziah
»Cel pracy” autorka wskazuje ,,Okreélenie parametrow przedklinicznych terapeutykéw takich
jak efekty uboczne, efektywnosé obnizania poziomu zmutowanych i normalnych biatek,
alleloselektywnos¢”. Wydawaloby sig wige, ze celem doktorantki przy projektowaniu i analizie
nowych reagentow, zmienionych nieznacznie w stosunku do A2, jest takze uzyskanie efektu
allelo-specyficznego. Po eksperymentach krotkoterminowych doktorantka wybrata dwie
czasteczki shRNA, A4(P10A) i A4(P10,P11), z uwagi na, jak pisze ,, potencjal terapeutyczny
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przy obnizaniu zmutowanego biatka”. Efektu tego moim zdaniem nie uzyskata i prawie nie
dyskutuje na ten temat. Znajdujemy tylko gdzieniegdzie krotkie wzmianki, np.: na str. 78 przy
analizie wynikéw przedstawionych na Rys. 16: ,Nie zaobserwowano selektywnego efektu
shRNA dla alleli”. Czy wobec tego doktorantka jest upowazniona do twierdzenia, ze zmiany
obserwowane po podaniu reagentow wynikaja z obnizenia poziomu biatka zmutowanego? Czy
moze obserwowany fenotyp wynika raczej z uwagi na fakt, ze i zdrowe i chore bialko jest
obnizone.

5. Brak odniesienia do innej waznej kwestii niniejszej pracy doktorskiej, jaka jest
rzeczywisty wplyw badanych regentéw na docelowe biatka. Jak pisze doktorantka na stronie
96 dyskusji ,,Wyniki uzyskane dla pozioméw mRNA tylko w matym stopniu korelowaly z
wynikami uzyskanymi w badaniu pozioméw bialek HTT i ATXN3”. Niestety, niewiele wigcej
znajdujemy na ten temat rozwazan, a to kolejny istotny aspekt podlegajacy ocenie w niniejszej
pracy — shRNA powinny celowa¢ w mRNA ze zwigkszong ponadnormalnie iloscig powtorzen
CAG i w efekcie wplywaé na obnizenie poziomu zmutowanego biatka. Rys. 6 przedstawia
wynik eksperymentu Western blot, do oceny efektu wybranych reagentéw na poziom biatka
HTT. W tej krétkoterminowej analizie brakuje wynikéw poziomu mRNA, w zasadzie wigc
trudno wnioskowaé, czy jest to bezposredni efekt potencjalnego terapeutyku. Analizy poziomu
mRNA s3 natomiast wykonywane w eksperymencie dlugoterminowym. Warto by jednak
poréwnaé uzyskane wyniki — poziomu mRNA i biatka, by méc jednoznacznie wskazac, gdzie
dziatanie shRNA przeklada sie bezposrednio na poziom biatka, np. poprzez poréwnaniu
wynik6w przedstawionych na Rys. 9 i 10 oraz Rys. 15 i 16. Wedlug mojej oceny, nie zawsze
jest bezposrednia korelacja migdzy poziomem mRNA i biatka w wynikach doktorantki. Zatem
trudno wnioskowaé o bezposrednim efekcie reagenta. Szkoda, ze doktorantka si¢ w ogole do
tego nie odnosi.

6. W konicowym wniosku dotyczgcym wspomnianego wyzej eksperymentu (str. 78) autorka
donosi ponadto: ,,stabo wyznakowane regiony wykazywaly duze réznice miedzy osobnikami”
w skutecznodci poziomu obnizania biatek oraz ,,Zmutowana ludzka ATXN3 zawierata okoto
150 glutamin jednak doktadna liczba glutamin w biatku byta zalezna od osobnika w zwigzku z
ekspansjg miedzypokoleniowa CAG” (co mozna zaobserwowac na obrazach po western blot)
czy w takiej sytuacji racjonalne jest wysuwanie w ogole konicowych wnioskow? Czy nie sg one
obarczone zbyt duzym bledem/przypadkowoscia? Moze warto chociazby w takich przypadkach
zwigkszy¢ pule badanych prob.

W trakcie czytania nasunely mi sie rowniez inne kwestie, na temat ktérych zabrakto mi
w tej rozprawie informacji, mianowicie:
1.  Wedtug informacji na str. 24, ,,Doktadna rola agregatow ATXN3 w SCA3 pozostaje
nadal w pelni niewyjasniona w patologii tej choroby. Przyjmuje si¢, ze powodujg one stres
neuronalny oraz maja negatywny wplyw na biatka funkcjonalne, poprzez ich wiazanie i
blokowanie”. Chciatabym sie dowiedzie¢, jakie biatka wigze ATXN3. W pracy podana jest
jedynie informacja, ze ataksyna oddziatuje z biatkiem CHIP i parking, przy czym funkcja biatka
CHIP jest wyjasniona, ale funkcja parkiny juz nie.

strona6z8

. ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, 61-614 Poznar, Poland
& EP fel. +48 61 829 5950,
‘ r %"‘ e-mail: ibmib@amu.edu.pl

RESEARCH : : :
UNIVERSITY EPLCUR ibmib.amu.edu.pl

wosupeemnane HR EXCELLENCE IN RESEARCH




UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

uAM Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

2. W tabeli 3 podano sekwencj¢ konstruktow shRNA celujacych w cigg CAG, ale brak
objasnienia, dlaczego wprowadzono takie a nie inne zmiany w sekwencji poszczegolnych z
nich, w poréwnaniu z sekwencja konstruktu A2.

3.  Na stronie 62 podano, ze dawka reagenta sShARNA A2 rézni si¢ od pozostatych (str. 62),
ale doktorantka nie wyjasnita, dlaczego.

4., Wedlug wynikéw doktorantki przedstawionych w rozdziale 7.1.2, czgs¢ shRNA
wywolywala efekt obnizenia poziomu biatka HTT, ale jednoczesnie jako efekt uboczny
obserwowano drzenie calego ciala myszy. Ciekawi mnie, jak doktorantka wytlumaczytaby ten
efekt?

5.  Opis budowy czgsteczki biwalentnego siRNA podany na stronie 27 i 36 nie jest ani
precyzyjny, ani klarowny, wymaga poprawy.

6. W rozdziale 6.2.5 autorka wymienia testy punktowej oceny fenotypu (np.: test krawedzi,
kifoza), ale moim zdaniem powinna je takze po krétce opisaé, nie kazdy jest biegly w tej
tematyce.

7. NaRys. 13A 1 19A obserwujemy spadek masy ciata zwierzat po iniekcji obu reagentow.
Czy w kazdym z 4 przypadkéw zmiany sa istotne? Bo tylko w jednym przypadku podano
wartosc ,,p” (str. 81).

8. Masa jader po podaniu A4(P10A) malata, a po podaniu A4(P10,P11) wzrastata, jak
wynika z Rys.13B. Rowniez do tego faktu doktorantka si¢ w ogole nie odnosi.

9.  Brak wyniku barwienia immonologicznego po analizie Western blot na Rys. 10, takie
zele wida¢ na Rys. 10 czy 16.

10. W rozdziale 7.2.9 doktorantka analizuje wplyw obu reagentow na poziom i gestosé
agregatow ATXN3, ale na Rys. 18 przedstawia wyniki tylko jednego z nich — A4(P10A),
brakuje danych dla A4(P10,11A).

11. Domyslam si¢, bo brak w pracy precyzyjnych informacji, ze analizy poziomu biatka
opieraly si¢ na pomiarze intensywnosci prazka po barwieniu immunologicznym. Nie wiadomo
jednak, jaki program doktorantka do tego wykorzystata. Ciekawi mnie to, gdyz niekiedy ocena
,haoczna” pozostaje w sprzecznosci z wynikiem obserwowanym na wykresie, ponadto
obserwowane proby charakteryzuja si¢ bardzo duza zmienno$¢ migdzy powtdrzeniami
biologicznymi.

12. W przypadku wynikow przedstawionych na Rys. 12C-F, wydaje mi si¢, ze korzystne
byloby przedstawienie liczby agregatow biatka HTT u myszy zupelnie zdrowych — mozna by
wowczas oceni¢ faktyczny wzrost liczby i gestoscei agregatow w modelu chorobowym oraz
poréwnaé¢ poziom przywrocenia fenotypu zdrowego po podaniu badanego reagenta. Majgc
tylko ,,scrambled” jako kontrole, takich wnioskéw nie mozna wyciggna¢. Jesli doktorantka ma
takie dane, powinna je umiesci¢. Podobnie, na stronie 75 doktorantka pisze: ,,Obnizenie ALT
bylo statystycznie istotne po iniekcji A4(P10A) i A4(P10,11A), co moze wskazywaé na
zmniejszenie stanu zapalnego watroby w Hul28Q/21Q” sugerujac, ze w modelu chorobowym
myszy wystepuje stan zapalny watroby. Nie dowiadujemy si¢ jednak, skad autorka ma takie
dane. Jesli por6wnala poziomy obu enzymow, AST i ALS u myszy zdrowych i modelu
chorobowym, to powinna przedstawi¢ te wyniki.

strona 7 z 8

ul. Uniwersytetu Poznaniskiego 6, 61-614 Poznan, Poland

-®
® &3 tel. +48 61 829 5950,
‘ r q‘R e-mail: ibmib@amu.edu.pl
EPACU

RESEARCH
UNIVERSITY et R
il IN RESEARCEH mvimETY

EACEULENCE MalAlive HR EXCELLENCE IN RESEARCH

ibmib,amu.edu.pl



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

uAM Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

13. W pracy wykonano szereg réznych eksperymentow, ktore opieraly si¢ zar6wno na
analizach z wykorzystaniem technik biologii molekularnej jak i analiz in vivo, obejmujacych
prace z modelami zwierzecymi. W publikacji, ktéra ma zawiera¢ te wyniki, doktorantka, jest
pierwszym réwnorzgdnym autorem, wraz z promotorem pomocniczym niniejszej pracy.
Zastanawiam sie, jaki jest dokladnie udzial doktorantki w powstaniu wszystkich wynikow
opisywanych w niniejszej pracy.

Podsumowujac, wyniki uzyskane przez Pania mgr inz. Zanete Kalinowska-Poska
podczas realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej niewatpliwie posiadaja pewng wartos$é
naukowa i zostaly otrzymane wysokim naktadem pracy doktorantki. Zgadzam sie, ze autorka
wskazata metode skuteczniejszego dostarczania potencjalnych terapeutykéw do okreslonych
rejonéw tkanki moézgowej (trzy punkty koncowe ,,Wnioskow™), jednak nie zgadzam sie, ze
wybrane i testowane przez nig reagenty maja wysoki potencjal w obnizaniu poziomu
zmutowanych biatek (trzy kolejne punkty koncowe ,Wnioskéw™). Zgadzam sig, ze
zwigkszenie wachlarza testowanych czasteczek terapeutycznych o czasteczki shRNA
zawierajgce wigcej substytucji A i G w poréwnaniu z czasteczkg A2 doprowadzito do
wyselekcjonowania reagentow, przy ktorych faktycznie obserwowano zmniejszong liczbe tzw.
sekwencji ,,off-target” i mniej skutkéw ubocznych u testowanych zwierzat. Niemniej, w mojej
ocenie, w odréznieniu od czasteczki A2, czasteczki te nie sg allelo-specyficzne, wplywajac
zaréwno na mRNA 1 biatko zmutowane jak i zdrowe, co w zasadzie dyskwalifikuje je jako
czasteczki terapeutyczne. Nie wiadomo takze, czy obserwowane zmiany w poziomie biatek
istotnie wynikaja z bezposredniego z dzialania reagendw. Brakuje mi rzeczowej dyskusji
doktorantki na ten temat.

Ponadto, dysertacja jest przygotowang w sposéb bardzo niestaranny i nierzetelny, zawiera
mnéstwo bledéw, w tym bledéw merytorycznych polegajacych na blednej interpretacji lub
ignorowaniu czeéci uzyskanych wynikow. Wyrazam ubolewanie, ze autorka nie dotozyla
wigcej staran, by prace doktorska przygotowac poprawnie. Zabrakto takze tak waznej w takim
momencie merytorycznej pomocy ze strony promotordw, ktérzy powinni wylapaé pewne
istotne, wyluszczone przeze mnie kwestie.

Moja opinia w sprawie rozprawy doktorskiej mgr inz. Zanety Kalinowskiej-Poski jest
negatywna. Wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o
niedopuszczenie mgr inz. Zanety Kalinowskiej-Poéki do dalszych etapéw postepowania o
nadanie stopnia doktora.

Raw, s C(, Q.

Katarzyna Dorota Raczynska
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