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Tytut rozprawy: ,, Okreslenie patomechanizméw rozwoju Idiopatycznej formy choroby
Parkinsona z wykorzystaniem technologii indukowanych komadrek pluripotencjalnych”

Rozprawa sktada sie z dwoch prac opublikowanych w roku 2020 w czasopismie International
Journal of Molecular Sciences (IJMS). W obydwu pracach autorka jest pierwszym autorem i
zgodnie z zatgczonym oswiadczeniem whniosta wiodgcy wkiad w planowanie i wykonywanie prac
eksperymentalnych oraz pisanie wyzej wymienionych manuskryptow. Publikacje stanowig
tematycznie i konceptualnie powiazany materiat z dziedziny modelowania in vitro choroby
Parkinsona. Autorka przedstawita zbiorczo wstep, cele pracy, materiaty i metody, bibliografig,
streszczenia artykutéw, wyniki i wnioski oraz podsumowanie.

Doktorantka za temat pracy doktorskiej wybrata chorobe Parkinsona i jest to wybér trafny, gdyz
jest to choroba o duzym i narastajgcym znaczeniu w dobie starzenia sie spoteczenstwa.
Zastosowana metodologia bezposrednio implementuje najnowsze trendy w dziedzinie choréb
neurodegeneracyjnych i medycyny precyzyjnej. Technologia indukcji pluripotencjainosct (iPS),
na ktérej autorka w znacznym stopniu opiera swojg prace to jedno z najwiekszych osiggniec
nauk medycznych ostatnich lat okraszone nagroda Nobla dla Profesora Yamanaki. Odkrycie
Yamanaki pozwala zmienié zréznicowane komdrki somatyczne w komérki macierzyste {induced
pluripotent stem cells - iPS) o potencjale doréwnujgcym potencjatowi komdrek embrionalnych.
Te z kolei mozna efektywnie réznicowa¢ do praktycznie kazdego typu komorek somatycznych.
Doktorantka wykorzystuje potencjat komérek iPS w celu lepszego zrozumienia
patomechanizmu idiopatycznej postaci choroby Parkinsona. To wlasnie wydaje sie by¢ idealnym
zastosowaniem dla technologii iPS, gdyz komérki nerwowe osrodkowegeo ukiadu nerwowego sa
niedostepne, a ich pozyskiwanie drogg biopsji wigzatoby sie z ogromnym ryzykiem dla pacjenta.
Istniejg metody otrzymywania neurondw dopaminergicznych z réznych typéw komorek
prekursorowych ale zastosowana przez doktorantke technologia iPS pozwala na uzyskanie
neurondw dopaminergicznych od pacjentéw cierpigcych na chorobe Parkinsona bez
koniecznosci pobierania tkanki nerwowej.

Jeden z komponentéw rozprawy doktorskiej to materiat opublikowany w czasopismie IMS jako
artykut zatytutowany “Origin of the Induced Pluripotent Stem Cells Affects Their Differentiation
into Dopaminergic Neurons”. Celem tej pracy byto zbadanie zjawiska pamieci epigenetycznej,
sprawdzenie czy jako$¢ komorek iPS, szczegdlnie w kontekscie réznicowania w kierunku
neuronéw dopaminergicznych, zaleina jest od rodzaju komdrek wyjsciowych. Rzeczywiscie



literatura jest peina kontrowersji co do tej kwestii i szczegétowe prace s3 tu jak najbardziej
uzasadnione. Autorka testowata komaérki iPS wytworzone z keratynocytow {pochodzenie
ektodermalne) oraz jednojgdrzastych komdrek krwi {pochodzenie mezodermalne) przy
zastosowaniu nieintegrujacego wirusa Sendai dla uzyskania ekspresji czynnikéw
reprogramujgcych. Oba typy komérek pozwolity na wytworzenie komérek iPS jednak
zaobserwowano réinice zaréwno w charakterystyce niezréznicowanych komorek iPS jak
réwniez komorek indukowanych w kierunku fenotypu dopaminergicznego. Zaobserwowano
réznice w ekspresji takich markerdw jak FOXA2, LMX1A, NURR1, TUBB i TH.

O ile doceniam, ze autorka zauwaza, ze te réznice s3 zapewne wazine i w dyskusji wiasciwie
odnosi je do wynikéw opublikowanych prac, brakuje tu jednak bardziej wyrazistej interpretacji.
Whyniki sugerujg ze pamie¢ epigenetyczna ma znaczenie i jest to element ktory naleiatoby
wykorzystywac. Jednak w konkluzji nie jest to jasno wyrazone, a wrecz przedstawiono to
ambiwalentnie. Nieco zaskakujgce jest w tym kontekscie réwniez to, ze w drugiej pracy autorka
zdecydowata uzy¢ leukocytow a nie keratynocytéw. Ciekaw jestem jakie byly podstawy takiej
decyzji.

Drugi komponent rozprawy ta opublikowana praca w tym samym czasopi$mie zatytutowana
»Use of 3D Organoids as a Mode] to Study Idiopathic Form of Parkinson's Disease”. Cel tej pracy
to opracowanie organoidowego modelu idiopatycznej formy choroby Parkinsona. Sg to
pionierskie badania i z pewnoscig jedna z pierwszych publikacji charakteryzujaca organoidy
wytworzone przy uzyciu komoérek somatycznych pacjentéw cierpigcych na idiopatyczng forme
choroby Parkinsona. Tu wlasnie w catej okazatoéci przedstawiony jest ogromny potencjat
technologii iPS dla medycyny precyzyjnej. Z komérek somatycznych (leukocyty) pobranych od
dwéch oséb zdrowych i dwédch pacjentéw cierpigcych na chorobe Parkinsona wytworzono
komdrki iPS, ktdre pdiniej zostaty poddane procesowi réznicowania w kierunku komérek
$rodmdzgowia. Uzyskane organoidy zostaly scharakteryzowane pod katem réinicowania do
neuronéw dopaminergicznych. Zaobserwowano réznice co do ilosci | jakosci powstatych
komadrek progenitorowych i dojrzatych neurondw dopaminergicznych. Autorka pisze , Wystapity
istotne statystycznie réinice w poziomach ekspresji gendw TH, PTX3, LMX1A oraz FOXA2
pomigdzy organoidami od pacjenta z PD i zdrowego wolontariusza”. Takie obserwacje s bardzo
wazne szczegdlnie biorgc pod uwage znaczenie tych markeréw w rozwoju i funkcji komérek
dopaminergicznych jednak nasuwa sie tu pytanie czy wyniki oparte sg o dane z N=1? Nawet
zaktadajgc, ze pochodzg one do dwdch pacjentéw na grupe zgodnie z opisem w metodologii
interpretacja przy tak matej probie moze byé wyzwaniem.

Zbiorcze przedstawienie prac wehodzacych w skiad rozprawy doktorskiej robi duze wrazenie, W
czesci wstepnej doktorantka obszernie opisata aktualny stan wiedzy odnosnie znanych
patomechanizméw w chorobie Parkinsona oraz opisafa najnowsze trendy w metodologii badan.



Cele pracy to synteza dwdch tematycznie powigzanych publikacji ktére w naturalny sposéb
tworza logiczna cato$é. Pewne watpliwoéci budzi ostatni cel: ,Wytypowanie nowych czynnikéw
mogacych odpowiadaé za rozwéj idiopatycznej formy choroby Parkinsona.” Trudno mi odnalezé
miejsce gdzie takie nowe, wczeéniej nie zbadane cele terapeutyczne bylyby badane. Analizom
poddano raczej typowe dla linii dopaminergicznej markery.

Metodologia badawcza jest jasno przedstawiona, zastosowane techniki zgodne z najnowszymi
trendami w biomedycynie i sgdzac po jakosci uzyskanych wynikéw doktorantka opanowata
wszystkie przedstawione techniki.

Wyniki, wnioski | podsumowanie przedstawione sg w spos6b przejrzysty i czytelny jednak jak juz
wczeéniej wspomnialem brakuje bardziej jednoznacznej interpretacji uzyskanych wynikow ktére
przedstawione sg w sposéb ambiwalentny.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska przedstawiona przez doktorantke stanowi materiat o duzej
wartoéci poznawczej. Zastosowana metodologia jest wiasciwa (poza drobnymi elementami
wymagajgcymi raczej wyjasnienia niz korekty) a uzyskane wyniki solidne, oryginalne i
wiarygodne. Dlatego bez wahania wnoszg do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Jagielloriskiego o dopuszczenie doktorantki Pauli Chlebanowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.
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