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Pracownia Neurobiologii Molekularnej i Komdrkowej

Migdzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komorkowej

Ks. Trojdena 4, 02-109 Warszawa

Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Karoliny Switonskiej-Kurkowskiej, pt.
sldentyfikacja komérkowych i molekularnych zaburzen wczesnego rozwoju mézgu w
chorobie Huntingtona".

Przedmiot rozprawy i jego naukowe znaczenie

Przedmiotem rozprawy pani mgr inz. Karoliny Switonskiej-Kurkowskiej bylo
poszukiwanie molekularnych przejawow wczesnych zmian patologicznych w chorobie
Huntingtona oraz innych wybranych chorobach poliglutaminowych. W tym celu postuzyla si¢
metodami omicznymi i bioinformatycznymi analizy ekspresji gendw oraz biatek. Stworzyta
réwniez bardzo nowoczesny ludzki model 3D wczesnej choroby Huntingtona. W efekcie
uzyskata liczne dane wskazujace, iz szczeg6lnie wezesne warianty chordb polyQ maja bardzo
silng komponente neurorozwojowa. Jest to bardzo istotny wniosek, wspierajacy postulat,
niezbyt popularny wsrdéd badaczy chordb neurodegeneracyjnych, iz przyczyn tej choroby
nalezy poszukiwa¢ w procesach trwajacych czasem nawet dekady przed pojawieniem si¢
objawow klinicznych. Jednoczesnie sugeruje to, iz w przypadku czesci tych chordb, a na
pewno choroby Huntingtona, strategie terapeutyczne moga dotyczy¢ zupelnie innych
procesOw niz te, w ktore obecnie sg celowane. Dlatego w mojej ocenie przedmiot rozprawy i
otrzymane wyniki sg bardzo oryginalne, i poszerzaja obecng wiedzg, stwarzajac nowe
kierunki dla praktycznego podejscia do terapii HD. Jednoczesnie dostarczajg nowego modelu
badawczego bardziej zblizonego do mozgu pacjenta, ktdry juz teraz pozwolil Doktorantce
zaproponowac¢ nowe biomarkery procesu chorobowego w HD. Jest to dodatkowy wymiar tej
pracy, ktory czyni ja jeszcze ciekawsza i stwarza mozliwosci translacyjnego wykorzystania
uzyskanych wynikow.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa ma dos$¢ nietypowa strukture, gdyz jest polaczeniem zalaczonych prac
opublikowanych i1 opisu wynikéw niepublikowanych. Pragne jednak podkresli¢, ze w mojej
ocenie nie stanowi to istotnego problemu, gdyz czgsci niepublikowane spelniajg wszelkie
warunki prac doktorskich pod wzgledem szczegdélowosci opisu materialéw 1 metod oraz
uzyskanych wynikow. Rozprawa sklada si¢ z 91 stron tekstu oraz zalacznikéw - dwodch
artykulow opublikowanych w miedzynarodowych czasopismach oraz o$wiadczen autorki
oraz autorow korespondencyjnych o wkladzie Doktorantki w powstate publikacje. Rozprawe
rozpoczyna spis tresci oraz wykaz publikacji doktorantki (1 strona, 3 pozycje, w tym jedna w
Nat. Commun. nie wchodzaca w sklad rozprawy). Nastepnie umieszczono streszczenia w
jezyku polskim i angielskim (w sumie 6 stron) oraz wykaz stosowanych skrotow (2 strony).
Nastepnym rozdzialem jest syntetyczne wprowadzenie liczace 17 stron. Po nim nastgpuje
okoto 1 stronicowe omodwienie celow rozprawy, po czym opisane sa wyniki (47 stron).
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Rozdzial ten sklada si¢ z krotkiego wstepu oraz syntetycznego omowienia wynikow
opisanych w zalaczonych opublikowanych artykutach (Podrozdzial 3.1, w sumie 13 stron)
oraz omdowienia wynikow niepublikowanych. W tym ostatnim przypadku zamieszczono takze
obszerny opis wykorzystanych materialéw i metod, przez co ta czes$¢ de facto przypomina
swoja strukturg manuskrypt przygotowany do druku. Prace zamykaja Podsumowanie i
perspektywy (ok. 2 i pol strony) oraz obszerna Bibliografia. Zalaczone opublikowane
manuskrypty to praca eksperymentalna Switonska i wsp. (Frontiers in Cellular Neuroscience,
2019) oraz Switonska-Kurkowska i wsp. (Frontiers in Cell and Developmental Biology,
2021). Z zalaczonych oswiadczen autoréw korespondencyjnych jasno wynika, ze pani mgr
inz. Switonska-Kurkowska miata wiodaca role w formulowaniu hipotez, planowaniu i
przeprowadzaniu eksperymentow oraz analiz bioinformatycznych, jak 1 przygotowaniu
manuskryptéw. W ramach moich formalnych obowigzkéw recenzenta zauwazam, ze oprocz
opublikowanej sekcji wynikow, nadestana praca zawiera 11 rycin i 2 tabele.

Ocena merytoryczna

Wstep ocenianej rozprawy jest bardzo syntetyczny. Jednak omowione w nim zostaty
wszystkie zagadnienia konieczne dla zrozumienia tematyki i celow rozprawy. Pierwsza czesé
Wstepu jest poswigcona chorobie Huntingtona, w tym epidemiologii i molekularnym
aspektom jej rozwoju. Druga cze$s¢ Wstepu jest szczegoOlnie ciekawa i1 poswigcona
zagadnieniu rzadko branemu pod uwage, jakim jest zwigzek choroby Huntingtona, bedace;j
schorzeniem neurodegeneracyjnym 0sob dorostych, z rozwojem mozgu. Jest to istotna czesc,
gdyz pokazuje pelng $wiadomos¢ Doktorantki do czego moga stuzy¢ stosowane przez nig
modele badawcze i pozwala jej wykaza¢ adekwatno$¢ stawianych pytan badawczych.
Ostatnig cze$¢ Wstepu stanowi omowienie zaburzen neurorozwojowych w innych chorobach
poliglutaminowych, co jest istotne w kontekscie drugiej z zataczonych publikacji. Uwazam, iz
jest to bardzo dobrze napisana cze$¢ pracy doktorskiej i moja drobna uwaga dotyczaca
Wstepu jest taka, ze warto bylto zilustrowaé go kilkoma schematami (np. pokazujacym etapy
rozwoju ludzkiego moézgu) czy tabelami zestawiajacymi rozne modele badawcze, ich
charakterystyke i dokonane z ich wykorzystaniem kluczowe odkrycia. Utatwitoby to lekture
Wstepu porzadkujac kluczowe informacje.

Cele rozprawy. Jako glowny cel pracy mgr Karolina Switonska-Kurkowska postawita sobie
Lzdefiniowane wczesnych zaburzen neurorozwojowych, molekularnych i komdrkowych,
prowadzqgcych do rozwoju milodzieniczej postaci choroby Huntingtona”. Aby osiagnac cel
gléwny Doktorantka wyznaczyla sobie cztery cele szczegotowe. Realizacja dwoch
pierwszych, tzn.

(1) identyfikacji  procesow  molekularnych, poprzedzajacych rozwdj mobzgu,
wplywajacych potencjalnie na neurorozwdj,

(i1) identyfikacji, przy uzyciu analizy dostepnych danych, wspolnego molekularnego
mianownika zaburzen neurorozwojowych w chorobach polyQ,
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zostata opisana w zalgczonych do rozprawy publikacjach. Z kolei, wyniki niepublikowane
dotycza prac badawczych majacych na celu realizacje celow 3 1 4:

(iii)  opracowanie ludzkiego modelu in vitro choroby Huntingtona umozliwiajacego
analize tych regionow mdzgu, ktore sa szczegdlnie dotknigte w tej neuropatologii,

(iv) identyfikacjc na poziomie molekularnym i komoérkowym, przy uzyciu
opracowanego modelu, zmian neurorozwojowych towarzyszacych milodzienczej
formie choroby Huntingtona.

W mojej ocenie zardéwno cel gldwny, jak i cele szczegdélowe zostaty okreslone trafnie, 1 w
sposob umozliwiajacy uzyskanie konkluzywnych wynikéw badan przy zastosowaniu
wlasciwych modeli badawczych.

Materialy, Metody oraz Wyniki. Poniewaz w przedstawionej mi do ocenie pracy wymienione
rozdzialy nie stanowig odrebnych czesci a raczej] sg elementami poszczegdlnych
podrozdzialéw (manuskryptéw) ponizej skupi¢ si¢ na omowieniu poszczegdlnych
podprojektow, co wydaje si¢ bardziej uzasadnione logicznie. Przy czym prace opublikowane
omawiam dos¢ skrétowo, poswiecajac wiecej uwagi wynikom dotychczas niepublikowanym.

Publikacja 1. Swito#iska i wsp., 2019

W niniejszej pracy Doktorantka wykorzystujac wyniki sekwencjonowania nowej generacji
oraz spektrometri¢ mas poréwnywala transkryptom i proteom komoérek iPSC pochodzacych
od pacjentow z mlodziencza forma choroby Huntingtona z komdrkami kontrolnymi. Celem
bytlo wykrycie réznic wystepujacych pomiedzy tymi liniami, ktore moglyby prowadzi¢ do
zmian neurorozwojowych w trakcie roznicowania. Tu chcialbym zwrdci¢c uwage, iz
sformutowanie, ze ,.,pierwszym zadaniem bylo odkrycie wczesnych transkryptomicznych zmian
neurorozwojowych” (str. 36), nie jest najszczesliwsze i odzwierciedlajace rzeczywisty cel
badan. iPSC sa komoérkami pluripotentnymi zatem nie mozna méwié u nich ani o rozwoju ani
tym bardziej o neurorozwoju, ze wzgledu na to, iz pozostajg one w stanie niezréznicowanym.
Niemniej poszukiwanie rdéznic juz na tym etapie jest ciekawym pomystem, gdyz moga one
predeterminowaé pewne Sciezki rozwojowe po rozpoczeciu réznicowania komoérek zdrowych
i niosacych badang mutacje. Doktorantka poréwnywata 4 gléwne zbiory danych. W
pierwszym transkryptomy wszystkich linii HD 1 kontrolnych. W drugim linii 71Q 1 linii
kontrolnej. Trzeci zbior stanowity dane z linii HD o duzej liczbie powtorzen 109Q i kontroli.
W koncu w bardzo ciekawym poréwnaniu 4, Doktorantka zestawila uzyskane przez siebie
dane ze zbiorami danych dla komoérek bardziej zréznicowanych w kierunku neuronéw od
innych badaczy. W kazdym z tych poroéwnan, udato si¢ ustali¢ czesciowa sie¢ powigzan dla
RNA ulegajacych réznicowej ekspresji. Co ciekawe i wazne, w czesci przypadkow, np.
gendw zaangazowanych w apoptoze regulowanych przez p53 uzyskane dane moga thumaczy¢
fenotypy zwigzane z rozwojem choroby Huntingtona (np. nadmiarowa produkcj¢ komorek
progenitorowych). Natomiast pordwnanie wynikdw pozyskanych z komodrek iPSC i tych
bardziej zréznicowanych w kierunku neuronéw pozwolily wskaza¢, iz istotnie, co najmniej
16 gené6w miato podobnie zmieniong ekspresje, co wskazuje, ze zmiany w takich procesach
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jak aktywacja Sciezki sygnatowej TGFp czy gospodarka wapniowa moga wyprzedzaé w
przypadku rozwoju choroby Huntingtona okres powstawania komoérek nerwowych. To bardzo
ciekawe dane, wskazujace, iz istotnie choroba Huntingtona moze mie¢ silng komponente
rozwojowg. Natomiast nie moge¢ si¢ zgodzi¢ ze stwierdzeniem na stronie 40, Zze zmiany
zachodzace w komorkach niezréznicowanych odzwierciedlajg zmiany przed stadium rozwoju
embrionalnego. Rozwoj embrionalny rozpoczyna si¢ wraz z zaptodnieniem, w efekcie
powstaja najpierw komorki totipotentne (mniej zréoznicowane niz pluripotencjalne), nastepnie
W miar¢ rozwoju zmieniajace si¢ w pluripotencjalne itd. Zatem zmiany, ktore Doktorantka
analizowata dotyczyly okresu przed wytworzeniem pierwszych neuralnych komorek
macierzystych a nie okresu przed embriogeneza. Niemnie] pierwsza z wiaczonych prac
uwazam za bardzo wartosciowa a uzyskane wyniki za rzucajace nowe swiatto na chorobe
Huntingtona. Szkoda, iz nie pokuszono si¢ o funkcjonalne wykazanie, iz procesy zaburzone
juz w iPSC istotnie wptywaja na trajektori¢ rozwojowa komorek neuralnych. Cho¢ jest to
zadanie na pewno przekraczajace mozliwosci jednej osoby wykonujacej prace doktorska.

Praca nr 2. Switoriska-Kurkowska i wsp., 2021

Druga z zatgczonych prac ma charakter czysto bioinformatyczny i jest rozszerzeniem analiz
rozpoczetych w pracy nr 1. W pracy tej Doktorantka porownata dostepne dane ,,omiczne” z
réznych modeli choréb polyQ. Miato to na celu wyodrebnienie potencjalnie wspdlnych
mechanizméw molekularnych odpowiadajacych za neurorozwojowa komponente tych
choréb. Oprocz HD (formy mtodzienczej i typowej), do analiz Doktorantka witaczyta wyniki
uzyskane dla choréb takich jak SCAI, 2, 6, 7 i 17 oraz DRPLA i SBMA. Jedng z
podstawowych roznic pomiedzy mlodziencza i typowa choroba Huntingtona byto zaburzenie
ekspresji regulatoréw transkrypcji, w tym TBX15 1 HOXB6, odgrywajacych istotng role w
morfogenezie. W przypadku porownania rdéznych choréb polyQ wytypowano kilka
podobienstw pomigdzy poszczegdlnymi schorzeniami, polegajacych na zmianach ekspres;ji
genow odpowiedzialnych za neurotransmisje i plastycznos¢ synaptyczng czy aktywnos¢
mikrogleju. Natomiast analiza porownawcza transkryptomu i proteomu wskazata na wspolne
réznice w poziomie bialek odpowiedzialnych za dojrzewanie neuronow. Podobne procesy
byly zaburzone w zbiorach danych pochodzacych z modeli zwierzecych chorob polyQ.
Podsumowujac praca nr 2 jest bardzo ciekawa proba wykorzystania istniejacych danych do
poszukiwania nowych mechanizméw o charakterze neurorozwojowym w przypadku chordb
neurodegeneracyjnych. Jednoczesnie udowadnia ona bieglo$¢ Doktorantki w postugiwaniu
si¢ narzedziami bioinformatycznymi oraz szerokie umiejetnosci zadawania ciekawych i
nieoczywistych pytan.

Dane niepublikowane.

Ostatnig czes¢ eksperymentalng niniejszej rozprawy stanowig dane niepublikowane, ktérych
celem bylo opracowanie nowego, bardzo zaawansowanego technicznie modelu 3D choroby
Huntingtona i jego wstepna charakterystyka. W efekcie Doktorantka uzyskala fuzyjne
organoidy mozgowe z komorek JOHD (lub mieszanych) wykazujace szereg roznic
rozwojowych w poréwnaniu do organoidow kontrolnych (np. wielkos¢, ekspresja markerow
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poszczegolnych typdw populacji komorek neuronalnych i nieneuronalnych czy poziom biatka
TTR). Szczegolnie interesujacy okazal sie dla Doktorantki wzrost poziomu biatka TTR. Jest
to bialko produkowane przez komodrki nablonkowe splotu naczyniowego (ktérych wigksza
liczbe rowniez stwierdzono w badanych organoidach JOHD) majace dos¢ plejotropowe
funkcje, od transportu tyroksyny i retionolu po wspieranie zywotnosci i rozwoju neuronow.
Co ciekawe, podwyzszony poziom TTR Doktorantka stwierdzila réwniez w osoczu myszy
bedacych modelem HD, co mogloby sugerowaé, iz TTR moze by¢ cennym biomarkerem
progresu HD. W tym kontekscie szkoda, iz Doktorantka nie pokusila si¢ o analize czasowsa
zmian poziomu TTR, zaréwno w organoidach, jak i w osoczu myszy. Czy rzeczywiscie jego
poziom odzwierciedla postepy choroby? Bo chyba biomarkerem samej choroby jest liczba
powtdrzen polyQ, zatem przydatny bylby biomarker progresu zmian patologicznych
umozlwiajacy, m.in. ocen¢ potencjalnych terapii. Podsumowujac, rozdzial opisujacy dane
dotychczas niepublikowane zrobit na mnie najwigksze wrazenie. Hodowla organoidow, w
tym tak zlozonych w sposéb powtarzalny i pozwalajacy na opis zmian patologicznych
wykracza daleko poza standardowa tematyke prac doktorskich i wymaga ogromne;j
sumienno$ci i poswiecenia pracy laboratoryjnej. Réwniez analiza materiatdw 1 metod
pozwala zapozna¢ si¢, z jak zlozonym wyzwaniem miata do czynienia w trakcie swojej pracy
Doktorantka. Jednak oprocz podziwu lektura tej czes$¢ i zrodzita we mnie kilka pytan i
komentarzy.

1/ Nie bylo dla mnie jasne czy tylko organoidy fuzyjne mialy wicksze rozmiary czy tez
organoidy tylko dorsal lub ventral tez mialy wigkszy rozmiar. Czy istotnie wynikato to z
wigkszej liczby neurprogenitorow w efekcie braku ich eliminacji, jak sugerowata praca nr 1?

2/ Réznica miedzy organoidami 21Q i 33Q jest wieksza niz miedzy 71 czy 77Q (Rys. 3), co
sugeruje, ze dopiero przy 109 powtorzeniach Q zarysowuje si¢ roéznica wzgledem kontroli
21Q. Skad zatem wiadomo, iz nie sa to przypadkowe réznice klonalne a nie wptyw liczby
powtdrzen? Skad jeszcze moze wynikaé¢ réznica pomiedzy 21Q i 33Q? Na tym samym
rysunku podane sg dane statystyczne. Jednak nie mozna si¢ zorientowac, ktére konkretnie
grupy si¢ od siebie r6znity, bo do testu ANOVA nie dotagczono testu posthoc.

3/ Na rysunkach 4 i 5 wida¢ ewidentne réznice w stosunku ekspresji TBR1, DLX2, itd.
dorsal/ventral pomiedzy organoidami kontrolnymi i JOHD. Jednak w sumie w opisie
wynikow, jak i w reszcie pracy Doktorantka w ogole si¢ do nich nie odnosi. Jest to jeden z
przykladow, dlaczego wskazana bylaby poglebiona dyskusja wynikéw niepublikowanych.

4/ Na rysunku 7 przedstawiono wyniki analizy ekspresji licznych genéw. Znowu wyglada na
to, iz roznice mig¢dzy liniami kontrolnymi sg wigksze niz pomigdzy np. kontrola i pacjentem
(np. LIMK2). Podobnie jak w przypadku pytania nr 2 powyzej, chciatbym sie dowiedzie¢, jak
Doktorantka tlumaczy te réznice.

5/'W badaniach na zwierzetach uzyto bardzo ograniczonej liczby zwierzat eksperymentalnych
(np. 3), co w moim odczuciu ograniczyto mozliwo$¢ uzyskania istotnych statystycznie
wynikow (Rysunek 11). Dlaczego?
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6/ W Tabeli 1 przedstawiono sekwencje oligonukleotydow uzytych w reakcjach RT-qPCR.
Jakie jest ich zrodlo, na jakiej podstawie zostaly zaprojektowane, czy byly weryfikowane
wczesniej w opublikowanych publikacjach? Jesli nie, to jak zweryfikowano ich prawidtowe
zaprojektowanie i powstawanie pojedynczego produktu, co jest kluczowe przy zastosowane;j
metodzie detekcji?

Podsumowanie i perspektywy. Ze wzgledu na nietypowy uklad, rozprawe zamyka nie
dyskusja, ale krotkie podsumowanie wynikow i ptynacych z nich wnioskow, jak réwniez
przedstawienie dalszych perspektyw badawczych. Przy czym to ostatnie jest bardzo krétkie i
raczej dos¢ generyczne. W mojej ocenie mogloby by¢ nieco bardziej konkretne, np.
wskazujac najbardziej palgce kwestie i potencjalne sposoby ich osiggniecia. Podobnie
dyskusja wynikow niepublikowanych mogtaby by¢ bardziej doglebna. Nie mam natomiast
zastrzezen do dyskusji w zataczonych manuskryptach.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 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 postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala 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 mgr Karoliny Switonskiej-Kurkowskiej do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczesnie ze wzgledu na to, iz przeprowadzone badania dostarczyly waznych
wynikow o wysokiej jakosci naukowej, z ktoérych czes¢ zostala opublikowana w
czasopismach o zasiegu migdzynarodowym oraz, iz wykorzystano bardzo zaawansowane
modele badawcze stanowigce wyzwanie nawet w czotowych laboratoriach na $wiecie, wnosze
do Rady Instytutu o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Switonskiej-
Kurkowskie;.
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