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Tematyka badawcza rozprawy doktorskiej
Rozprawa doktorska mgr inz. Zanety Kalinowskiej-Poski zatytutowana ,,Opracowanie przedklinicznej
strategii terapeutycznej choroby Huntingtona i ataksji rdzeniowo-mdézdzkowej typu 3
z wykorzystanie wyciszajgcych reagentéw RNA celujgcych w powtdrzenia CAG w transkryptach
gendw HTTi ATXN3” dotyczy chordb poliglutminowych (poliQ) zaliczanych do grupy rzadkich choréb
genetycznych. Schorzenia te najczesciej pojawiajg sie u pacjentow w wieku srednim, a w miare
uptywu czasu towarzyszgce im objawy znacznie pogarszajg jakos¢ ich zycia, czesto prowadzac do
wielu wykluczen spotecznych. Ponadto w/w choroby sg na dzien dzisiejszy postepujace i Smiertelne,
gdyz nie ma na rynku skutecznych terapii. Ze wzgledu na poznanie ich etiologii istniejg potencjalne
mozliwosci zastosowania terapii genowych. Stad tez niniejsza rozprawa doktorska skupia sie wokot
poszukiwania obiecujgcych terapeurykdw. Przedstawiane badania prowadzone byty na mysim
modelu w/w chordb i majg charakter przedkliniczny.

Tematyke uwazam za niezwykle istotng zaréwno w kontekscie zrozumienia mechanizméw
odpowiedzialnych za powstawanie tych choréb genetycznych, jak réwniez ze wzgledu

na potencjalne znaczenie terapeutyczne i mozliwosci poprawy zycia pacjentéw.



Uktad rozprawy doktorskiej
Praca posiada uktad charakterystyczny dla rozprawy doktorskiej, tj. zawiera: spis tresci (2 % str.),
wykaz publikacji (3/4 str.), streszczenie w jezyku polskim (1 3/4 str.), streszczenie w jezyku
angielskim (1 % str.), obszerne wprowadzenie (21 str.), cele pracy (% str.), materiaty i metody (11 %
str.), wyniki (30 str.), dyskusja (9 str.), wnioski (3/4 str.), bogatg bibliografie (16 str.), spis skrotow
(1 % str.), zatgczniki w postaci tabeli (5 str.), spis tabel i rysunkow (2 % str.).

Praca doktorska napisana zostata jezykiem naukowym na 127 stronach i zawiera duzg liczbe

schematow, rycin i tabel, co utatwia zrozumienie tresci tekstu.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Praca rozpoczyna sie obszernym wprowadzeniem, w ktérym Autorka charakteryzuje choroby

poliglutaminowe i opisuje ich genetyczng etiologie. Doktorantka w szczegdlnosci koncentruje sie

na chorobie Huntingtona (HD) oraz ataksji rdzeniowo-mdézdzkowej typu 3 (SCA3). Omawia kliniczne
objawy tych schorzen, ktore manifestujg sie w obszarach: poznawczym, motorycznym

i psychiatrycznym. Nastepnie opisuje ich genetyczne podtoze oraz biatka sprawcze. Z kolei

przechodzi do opisania terapii genowych mozliwych do stosowania w chorobach poliglutaminowych

omawiajgc kolejno terapie genowa opartg na oligonukleotydach antysensownych (ASO) oraz terapie
opartg na RNAIi. W dalszej czesci wprowadzania Pani mgr inz. Kalinowska-Poska omawia strategie
celowania w powtdrzenie CAG. Nastepng cze$é stanowig opisy badan klinicznych w chorobach
poliglutaminowych. Wprowadzenie konczy przedstawieniem modeli zwierzecych chordb poliQ,
tj. charakterystyka zwierzat biallelicznych modelu HD Hu 12%/21Q graz modelu SCA3 Kil®0/21Q

Ta czes¢ rozprawy doktorskiej zostata napisana w interesujgcy sposéb $wiadczacy o dobrej

znajomosci tematu oraz literatury. Mam jednak kilka uwag i pytan do tej czesci:

1. Str. 19. ,lIstniejg przypuszczenia, ze selektywna degeneracja populacji GABAergicznych (MSN)
moze byé¢ rezultatem ekcytototoksycznosci spowodowanej przez receptor N-metylo-D-
asparaginowy (NMDA).” Czy Doktorantka moze przyblizy¢ na czym doktadnie polega ten
mechanizm ?

2. Str. 24. Autorka wspomina o stanie zapalnym towarzyszgcym chorobie SCA3. Czy w swoich
badaniach Doktorantka oceniata ten parament ? Alternatywnie, czy s3 tego rodzaju dane
dostepne sg w literaturze ?

3. Rozdziat pt. ,Badania kliniczne w chorobach poliglutaminowych” w poréwnaniu
z poprzedzajgcymi czesSciami pracy napisany jest chaotycznie. Brakuje tgcznikdw pomiedzy

omawianiem wynikow poszczegdlnych badan. Jest on tak naprawde napisany jako jeden akapit.



Alternatywa dla tekstu mogtaby by¢ tabela z przedstawianiem poszczegdlnych badan klinicznych
w jednej kolumnie i wypunktowaniem najwazniejszych wynikéw oraz wnioskéw ptyngcych z tych
badan w drugiej kolumnie.

Na str. 30 Autorka napisata: ,,W przypadku choréb poliglutaminowych uzywane sg zaréwno
komodrkowe, zwierzece, jak i inne modele chorobowe.” Jakie ,inne modele chorobowe” ma
Doktorantka na mysli ? Ponadto wkradt sie w tym zdaniu btad literowy zamiast: chordb
poliglutaminowych jest napisane ,,choréb poliglumanowych”.

Str. 31 ,,Zwyrodnienie jgder jest jednym z objawdw choroby Huntingtona.....”. W tym zadaniu
brakuje nazwy jader. Powinno by¢: jgder podstawy.

Str.31 Autorka napisata, ze stosowany pracy model mysi HD charakteryzuje sie mniejszg masg
mazgu niz myszy kontrolne w 12 miesigcu zycia. Jak duzy jest ten ubytek masy ?

Nastepna czes¢ rozprawy doktorskiej to pie¢ celdw pracy, ktére sg jasno okreslone i dotyczg
przedklinicznej charakterystyki terapeutykdw w modelach zwierzecych HD i SCA3. Nalezato jednak
w tym miejscu doprecyzowad, ze badania dotyczg myszy. Ponadto warto postawi¢ hipoteze lub
hipotezy badawcze. Stad tez prosba do Doktorantki o sformutowanie takiej hipotezy/hipotez
badawczych.

Kolejng czes$¢ stanowig materiaty i metody, ktére w wielu aspektach sg szczegétowo opisane.
Pomocne jest réwniez zawarcie informacji w licznych tabelach. Natomiast niektére dane moim
zdaniem sg zbyt szczegdtowe, np. podanie producenta butli z mieszaning tlenu medycznego,
strzykawek insulinowych, czy mat grzewczych dla zwierzat. Z kolei brakuje informacji dotyczace;j
ptci myszy oraz liczby zwierzat uzytych w czasie wszystkich eksperymentéow wchodzgcych w sktad
rozprawy. Nie ma takze istotnej informacji dotyczacej paszy dla zwierzat, tj. skagd ona pochodzita.
Na str. 47 napisano: , Zwierzetom zapewniono nieograniczony dostep do wody i pokarmu
odpowiedniego dla myszy (ad libitum)”. Stowo ,nieograniczony” jest niepotrzebnej. Ad libitum
oznacza bez ograniczen, nieograniczony.

Na stronie 52 przy opisie iniekcji retro-ortbitalnej oraz operacji stereotaktycznej napisano,
ze zwierzeta poddano anestezji wziewnej, ale nie dodano nazwy anestetykéw. Informacja
o podaniu izofluoranu znajduje sie dopiero na str. 54. W podrozdziale dotyczgcym oceny fenotypu
zwierzat wypisano nazwy czterech testéw, ale ich nie opisano. Czy Doktorantka moze pokrotce
opisa¢ na czym polegat kazdy z nich ?

Ponadto na str. 54 napisano, ze ,,W przypadku ostrego i postepujgcego pogorszenia sie stanu
myszy, eksperyment zakoriczono przed czasem”. lle razy miato to miejsce i jakie parametry brano

pod uwage przy ocenie stanu zdrowia zwierzat ?



Nie ma takze informacji, dlaczego pobierano serce, Sledzione i jadra. Brak szczegdtowych

informacji dotyczacych perfuzji, np. czasu jej trwania, szybkosci przeptywu PFA.

Przy opisie badan immunohistochemicznych (str. 59) brakuje informacji dotyczacych kontroli.

Czy przeprowadzano badania kontrolne ? Jesli tak to na czym one polegaty ? Brak takze informacji

dotyczacych stezen przeciwciat drugorzedowych.

Przy opisie statystyki (str. 60) napisano ,Kazdy eksperyment zostat powtdrzony co najmniej

trzykrotnie”, natomiast nie ma informacji liczbie ,,n” jesli chodzi o zwierzeta.

Z kolei Autorka przechodzi do opisu wynikéw, ktdrych jest bardzo duzo, co wskazuje na
ogromny wktad pracy Doktorantki. Przedstawione one zostaty w formie rysunkéw obrazujgcych
schematy eksperymentéw, zdje¢ mikroskopowych i wykreséw. W wiekszosci ryciny sg czytelne
z wyjatkami opisanymi ponizej. Do tej czes¢ mam rowniez kilka pytan:

1. Rysunek 5 C przedstawiajacy zdjecia mikroskopowe, ktére sg bardzo mate i stabo czytelne.
W legendzie brak opisu skali, ktéra jest rézna dla rysunku Ai C.

2. Str. 65, Rysunek 65 — gwizdki s mate i odlegte od stupkéw. Opis Rysunku 6: N=2, 3 lub 4.
W jakim przypadku N=2 ?

3. Str. 67 Sygnat fluoroscencyjny w mysim modelu Hu 128%21Q jest duzo silniejszy niz w przypadku
Ki 1509/21Q_ Jaka moze by¢ tego przyczyna ?

4. Str. 68 Dlaczego w przypadku analizy poziomu ekspresji mRNA HTT wykonano jg we wzgérzu
i mézdzku, a nie w pniu mozgu, strukturze, ktéra jest bardzo wrazliwa w HD ?

5. Str.68 Dlaczego analize ekspresji mRNA wykonano na 5 obszarach mézgu, a biatkana 6 ?

6. Str. 69 Przedstawione zostaty wyniki. Moim zdaniem warto opisa¢ jedynie te istotne
statystycznie.

7. Str. 69 i dalej w pracy warto wyrazi¢ ,wartosci p” z doktadnosciag do dwdéch miejsc po
przecinku, a nie czterech.

8. Str. 70 Rysunek 10 — proponuje nie zaznacza¢ na tym rysunku w postaci wartosci p, ktére
wskazujg na brak istotnosci statystycznej. Ewentualnie moze przedstawi¢ wartosci bliskie
p=0.05 jako trend. Ponadto w legendzie brak opisu wartos¢ p dla **

9. Str. 71 Rysunek 11 W legendzie brak opisu dla * i **** gwiazdek

10. Str. 72 Rysunki 12 C-F sg bardzo stabo czytelne ze wzgledu na matg czcionke. Dodatkowo mam
pytanie jak technicznie dokonywano analizy iloSciowe] agregatéow ?

11. Str. 73 Napisano, ze ,myszy ktére otrzymaty iniekcje reagentem A4(P10A), wykazaty
statystyczne istotnie mniejszy przyrost masy ciata niz grupa Scrambled. Z czego to mogto

wynikac¢ ? Czy zaobserwowano u tych myszy zmiany w poborze paszy lub aktywnosci fizycznej?



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.
23.
24,

25

Jesli zmiany dotyczyty spadku masy cata to moze warto w przysztosci zobaczy¢ co dzieje sie na
poziomie trzustki u tych zwierzat. Dodatkowo mozna dokonad analizy metabolicznej i okresli¢
w surowicy krwi poziom insuliny, glukozy i glukagonu.

Str. 73 Napisano: ,, U myszy Hu 12%21Q z30hserwowano istotne statystycznie zmiany w masie
serca i jader”. Jak Doktorantka mogtaby zinterpretowac te wyniki ? Czy organy analizowano
w stosunku do masy ciata zwierzat ?

Str. 73 ,Badanie to przeprowadzano dzien przed iniekcja myszy i wykazano pomijalny wyniki
(Sredni wynik <1)......” Czy Autorka moze uscisli¢ co oznacza termin ,pomijalny wynik” ?

Str. 74, rysunek 13 A Zaznaczono na nim zmiany masy ciata, ale czy byly one istotne
statystycznie ? W legendzie do tego rysunku brak opisu dla * i **,

Str. 75 Napisano ,,Obnizenie ALT byto statystycznie istotne po iniekcji A4(P10A) i A4(P10, 11A)”
Natomiast na Rys. 14 B brak oznaczen wskazujgcych na tg istotnosc¢ statystyczng. W legendzie
brak opisu dla **.

Str. 76-77. Dlaczego w przeprowadzonych analizach ekspresji mRNA nie brano pod uwage
istotnej dla SCA3 struktury, jaka jest pied mézgu ?

Str. 76 -78 W przypadku SCA3 zaobserwowano wzrost poziomu ekspresji mRNA ATXN3
i spadek poziomu biatka ATXN3 w identycznych strukturach mézgu (tj. wzgdrzu, mdézdzku,
korze mézgu i prazkowiu). Jak Doktorantka moze zinterpretowac te wyniki ?

Wynik Western Blot pod wykresami 16A i 16B sg bardzo mato i stabo czytelne.

Dlaczego przestawiono wyniki USREDNIONYCH zmian poziomu biatka ATXN3 na rys. 17 ?
O czym one informuja czytelnika ?

Str. 80. W opisie do legendy rys. 18 brak symbolu **,

Na str. 81 napisano, ze u myszy po iniekcji A4(P10A) zaobserwowano niewielki spadek masy
mozgu o 4%. Czy przy analizie masy mozgu brano pod uwage masy ciata zwierzat ?

Str. 85 Na jakiej podstawie dokonano wyboru dawek do iniekcji domdézgowych do prazkowia?
Str. 88, rys. 24. W legendzie brak opisu dla * i ***przedstawionych na wykresie.

Str. 89 Opisano spadki patologicznego biatka w korze mdzgowej, wzgdrzu i médzdzku, ale
wszystkie byty nieistotne statystycznie (p=0,73; p=0,22; p=0,11).

. Str. 90-91, rys. 26 Brak opisu *i ** w legendzie.

Wskazanie powyzszych uchybien ma na celu pomoc Doktorantce i zwrdcenie uwagi na istotne

szczegbly dotyczace opisu badan i ich przedstawiania na rycinach. Pomimo wymieniony powyzej

uwag uwazam, ze pod wzgledem merytorycznym otrzymane wyniki sg one bardzo warto$ciowe.

Ponadto doceniam duzg ilo$¢ pracy, ktorg wtozyta Doktorantka w przeprowadzenie



skomplikowanych i czasochtonnych eksperymentéw, analize wynikow oraz przygotowanie rycin

oraz tabel. Powyzsze uwagi nie umniejszajg jakosci otrzymanych wynikéw, a jedynie uczulajg na

skrupulatng ich prezentacje.

Kolejng czes¢ stanowi rozdziat zatytutowany Dyskusja i perspektywy. By¢ moze lepszy tytut
to po prostu Dyskusja, ktérej czescia mogag byc przyszte kierunki badan i ich potencjalne
zastosowanie terapeutyczne. W tej czesci na 9 stronach Doktorantka podsumowuje wtasciwie
najwazniejsze wyniki swoich badan. Na pierwszych stronach Autorka przedstawia argumenty
przemawiajgce za potrzebg prowadzenia badan przedklinicznych z zastosowaniem przedstawionych
w rozprawie metod w celu poszukiwanie skutecznych terapeutykédw w chorobach poliQ. Nastepnie
poczynajac od str. 93 przechodzi do oméwienia najwazniejszych wynikow i ich interpretacji. Autorka
podkresla, ze transdukacja i sygnat eGFP byty stabilne w czasie zaréwno krétkotrwatej ekspozycji
(3 tygodnie), jak i dtugotrwale (po 15 tygodniach). Do tej czesci mam rowniez kilka pytan:

1. W zwigzku z wysokim wyznakowaniem Cy3 w mysim mdzgu po zastosowaniu reagentdéw
biwalentnych podawanych do prazkowia i braku silnego sygnatu, ktéry byt opisany w innej
publikacji (Alterman i in., 2019) nasuwa sie pytanie podawane dawki. Czy byty one takie same
w przypadku tej rozprawy doktorskiej i badan Altermana ?

2. Przy okreslaniu parametréw krwi (str. 95) z uwagi na obserwowane zmiany w masie ciata
zwierzat w przysztosci warto przeprowadzi¢ analizy dotyczace stezend glukozy, insuliny
i glukagonu, ktére mogty by rzuci¢ swiatto na ewentualne nieprawidtowosci metaboliczne.
Mozna rowniez w przysztosci zaplanowaé zbadanie w mdzgu neuropetyddéw zaangazowanych
w regulacje funkcji metabolicznych.

3. Przy analizie masy mézgdéw zwierzat (str. 96) warto wzig¢ pod uwage masa ciata i przedstawic
dane jako stosunek masa mdzgu do masa ciata.

4. Nastr.96 napisano, ze ,model myszy HD otrzymat wyzszg dawke terapeutyczng niz myszy SCA3,
dla mézgdw o podobnej masie” . Czy planuje sie prowadzenie dalszych badan z wyzszg dawka
dla myszy SCA3 ?

5. Przy interpretacji wynikéw dla mRNA genu ATXN3 (str. 96) napisano, ze ,,Sam poziom ekspresji
MRNA rdznit sie znacznie miedzy osobnikami”. Czy ten wynik nie wskazuje na potrzebe
powtorzenia tego eksperymentu ? To moze rowniez przyczynia¢ do jak napisata Doktorantka
»matego stopnia korelacji z wynikami uzyskanymi w badaniu pozioméw biatek HTT i ATXN3”.

6. W kontekscie podkreslonych w tej czesci perspektyw badan ma pytanie: Jak Doktorantka widzi

mozliwos¢ ich kontynuacji ? W jakim kierunku powinny byé prowadzone dalsze eksperymenty?



Kolejng czesc¢ tekstu stanowig wnioski, ktére przedstawione sg syntetycznie w 6 punktach.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw Doktorantka stwierdzita, ze:

1. Reagenty AAV-PHB.eB_shRNA dostarczone poprzez iniekcje reto-orbitralne przechodzg przez
bariere krew-modzg i osiggajg bardzo dobra biodystrybucje w mdzgu juz po 3 tygodniach od ich
podania. Ponadto ten wysoki poziom transdukcji tkanek mézgowych utrzymat sie do
15 tygodni, kiedy to zakoriczono eksperyment.

2. Iniekcje lokalne z zastosowanie czgsteczek biwalentnych takze wykazywaty transdukcje tkanek
w mozgu po podaniu do prazkowia i do uktadu komor.

3. Wybrane reagenty w formie AAV-PHB.eB_shRNA i czgsteczki biwalentne z RNA obnizajg poziom
biatek poliQ w wielu regionach mézgu oraz poziom ich agregatéw.

4. Reagenty AAV-PHB.eB_shRNA sg bezpieczne nie powodujgc transdukcji do tkanek obwodowych
i nie wptywajac na parametry biochemiczne.

5. Najwiekszy potencjat reagentéw wystepowat w mysim modelu HD.

Bibliografia jest bardzo obszerna i znajduje sie na 16 stronach. Zawiera zarowno starsze, jak

i najnowsze pozycje literaturowe i wskazuje na znajomos¢ bardzo dobrg tematyki.

Uwagi stylistyczne

1. Str. 13 ,Jednak wecigz brakuje skutecznej terapii na choroby neurodegeneracyjne” lepiej to
zadanie bedzie brzmiato ,Jednak wcigz brakuje skutecznej terapii do leczenia chordb
neurodegeneracyjnych”.

2. Litery ,i” ,w” na koncu linijek tekstu mozna przenies¢ na poczatek kolejnych linii (wierszy).
Kursor postawiony za literg, ktérg chcemy przenies¢ do nastepnej linii + kombinacja
Ctr+Shif+Spacja dajesz szybki efekt przeniesienia tekstu.

3. Str. 17 ,Zjawisko antycypacji polega na, ze objawy choréb genetycznych w rodzinie pojawiajg
sie wczesniej i w coraz wiekszym nasileniu”. W tym zdaniu brakuje stowa ,,tym” po ,na”

4. Str.71 ,Najwiekszg odnotowano liczbe agregatéw w obszarze pnia modzgu, prazkowiu
i moézdzku” . Niewtasciwy szyk zdania. Powinno by¢: ,,Najwiekszg liczbe agregatéw
odnotowano w obszarze pnia mdzgu, pragzkowiu i mdézdzku” .

5. Str. 93 Powinno by¢: ten sam podziat struktur (a nie ten same podziat struktur)

6. Str. 98 przy cytacjach literaturowych Kotkowska-Zimmer i Niewiadomska-Cynicka brak dat

7. Str. 100 ,Najwiekszy potencjat reagentéw zaobserwowano na mysim modelu choroby
Huntingtona” Powinno by¢ ,w mysim modelu...”

8. Str. 110 W ostatniej pozycji literaturowej nie potrzebny jest skrét (b.d.)



9. Str.113 W pierwsze] pozycji literaturowej na tej stronie tytut pracy napisany jest duzymi
literami.

10. Str. 118 Spis skréotow — niektére pozycje napisane sg mniejszg czcionka.

11. Str. 120 W ostatnim wierszu tabeli sg nazwy angielskie ,,very low”. Ponadto w tej tabeli nastgpity

w czasie druku przesuniecia wyrazowe, np. pierwszy wiersz.

Podsumowujgc, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska wnosi nowg wiedze do dyscypliny
nauki biologiczne. Uzyskane wyniki sg bardzo wartosciowe i obiecujgce, a zaprezentowane badania
przedkliniczne mogg by¢ w przysztosci wykorzystane w terapiach choroby Huntingtona oraz ataksji

rdzeniowo-mézdzkowej typu 3.
Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Zanety Kalinowskiej-Poski zatytutowana
,Opracowanie przedklinicznej strategii terapeutycznej choroby Huntingtona i ataksji rdzeniowo-
mozdzkowej typu 3 z wykorzystanie wyciszajgcych reagentéw RNA celujgcych w powtdrzenia CAG
w transkryptach gendw HTT i ATXN3” spetnia warunki okreslane 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 28/2024/Internet
z dnia 20 marca 2024 r.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
o dopuszczenie mgr inz. Zanety Kalinowskiej-Poski do dalszych etapdw postepowania o nadanie

stopnia doktora.
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