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Recenzja pracy doktorskiej mgr Marty Budzinskiej
pt.: ”Autologiczne komoérki pochodzenia miogennego od pacjentéow
dystroficznych poddane modyfikacji genetycznej jako nowa strategia poprawy

struktury i funkcji miesni szkieletowych w chorobie Duchenne’a”.

Autorka podjefa sie opracowania interesujgcego i waznego pod wzgledem nie
tylko poznawczym ale i klinicznym w neurologii, tematu jakim jest poszukiwanie
nowych sposobow poprawy funkcji miesni szkieletowych u chorych na dystrofie
miesniowg typu Duchenne’a.

Dystrofia typu Duchenne’a (DMD) jest genetycznie uwarunkowanag,
postepujgcg chorobg pierwotnie miesniowag, prowadzgca do inwalidztwa i
niewydolnosci oddechowej u wszystkich chorych. Diagnostyka jest dobrze poznana i
prowadzona jest wtedy gdy pojawiajg sie juz objawy miopatyczne. Wczesne
wprowadzenie leczenia w oparciu o badania genetyczne i okre$lenie odpowiedniej
mutacji (genotypu) jest juz w niektorych przypadkach mozliwe dzieki rejestracji (w
USA i niektérych krajach arabskich) terapii genowej (delandistrogene
moxeparvovec — Elevidys).

Poznanie takze patofizjologii tej postepujgcej choroby moze by¢ pomocne w
przygotowaniu i prowadzeniu odpowiedniego sposobu terapii. Temu wiasnie tematowi
poswiecona jest ta praca. Dla klinicysty, co zastuguje na uwage, sg to wazne i dotad

pomijane aspekty zrozumienia objawow tej choroby.



Praca, ktorg przedstawiono mi do recenzji ma tradycyjny charakter pracy
doktorskiej. Zostata przygotowana starannie. Sktada sie z dobrze przygotowanych
poszczegolnych czesci. Praca liczy 67 stron, umieszczono takze wykaz skrotow oraz
piSmiennictwo.

Autorka recenzowanej pracy postawita sobie za cel ocene mozliwosci poprawy
funkcji miesni szkieletowych przy wykorzystaniu linii indukowanych komdrek
mezenchymach modyfikowanych mikrodystrofing. Zaplanowanie takiego sposobu
prowadzenie badania jest nowatorskie i zastuguje na wyrdznienie. Jest takze
obiecujgce dla przysziosci poznania szczegoétowej patofizjologii i proponowanych
metod leczenia DMD

Doktorantka we wstepie przedstawia dane dotyczgce podtoza molekularnego
DMD, fizjologii skurczu miesniowego a takze zwraca uwage, co jest niezwykle
waznym elementem, na wystepowanie przewlektego stanu zapalnego w miesniach
chorych na DMD. Podkres$la znaczenie pojawiania sie destabilizacji Srodowiska redox
w miocytach, ktora jest spowodowana brakiem dystrofiny. Zauwaza, ze dziatania z
wykorzystaniem terapii antyoksydacyjnej moze poprawi¢ funkcje dystroficznych
miesni. We wstepie omawia takze role Sciezki sygnatowej STARS oraz SRF w
miesniach dystroficznych. Prezentuje takze obecny stan mozliwosci terapeutycznych
DMD. Ta czes¢ pracy jest przygotowana starannie, w oparciu o aktualne
piSmiennictwo, chociaz w kilku miejscach zabrakio odpowiedniego cytowania
opublikowanych wczesniej prac. Doktorantka dobrze dobrata ryciny, schematy i
tabele.

Wszystkie cele, w oparciu o dobrze przygotowany materiat i metody badawcze,
konsekwentnie zrealizowata i bardzo skrupulatnie przedstawita wyniki tych badan.

Projekt badania z punktu widzenia klinicysty jest nowatorski. W czesci poswieconej
omoéwieniu materiatu badawczego i metod Doktorantka skrupulatnie omdéwita
charakterystyke materiatu wykorzystanego do badan. Z duzym znawstwem tematu
prezentuje kolejne etapy przygotowania komorek, proces réznicowania komoérek iPS
do HIDEMSs i ich oceny a takze transdukcji tych komorek. Prezentuje takze analize
catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej, aktywnosci katalazy, dysmutazy
ponadtlenkowej. Oddzielng czes¢ rozdziatu — metody- poswieca omdwieniu mysiego
modelu DMD i sposobdw oceny sprawnosci zwierzat po transplanatcji indukowanych
komorek. Ten rozdziat przygotowano prawidtowo i starannie. Autorka positkuje sie

dobrze przygotowanymi tabelami, ktére utatwiajg rozumienie pracy..



Metody statystyczne uzyte do analizy wynikow sg poprawne.

Wyniki swoich badan Autorka przedstawita szczegdétowo wykorzystujgc liczne tabele
i wykresy, ktore sg przygotowane starannie i poprawnie. Taki sposéb prezentaciji
wynikow znacznie utatwia ich analize i ocene. Ta ocena dotyczy zarowno prezentacji
materiatu tj. charakterystyki komérek iPS, ich réznicowania do HIDEMSs, transdukciji
tych komorek przy wykorzystaniu konstrukcji lentiwirusowej, oceny aktywnosci
enzymow antyoksydacyjnych a takze ekspresji gendw Sciezki sygnatowej STARS.
Wyniki, ktére prezentuje sg intersujgce ze wzgledu na mozliwos¢ poznania istnienia i
stopnia nasilenia proceséw zapalnych w mieéniu dystroficznym.

Intersujgcg czescig sg takze badania funkcji tych komorek/ miesni modyfikowanych
podaniem mikrodystrofiny. Mimo braku spodziewanych, wydawatoby sie, skutkow
zastosowania takiego sposobu postepowania, ocena zmian aktywnosci
antyoksydacyjnej w homogenizatach komoérek HIDEMs przed i po transdukcji
potwierdza koniecznos¢ zastosowania mikrodystofiny w leczeniu DMD.

Dyskusja, mimo jej zwieztego charakteru, jest takze mocg strong tej dysertacji,.
Doktorantka analizuje aktualne, dobrze dobrane pismiennictwo i porownuje je ze
swoimi wynikami. Przytacza publikacje podsumowujgce efekty dotychczasowych
badan klinicznych z wykorzystaniem wektoréw wirusowych AAV do podania
mikrodystrofiny w postaci pojedynczego wlewu. Zwraca tez uwage na mozliwe
powiktania w postaci zaburzen ukfadu immunologicznego. Poszukiwanie innych
metod, jak ten opracowany w tej pracy, by¢ moze bedzie podstawg do personalizacii
leczenia. W pracy jednak, jak podkreslono nie szukano nowych, przyczynowych
terapii ale zajeto sie miedzy innymi oceng mozliwosci poprawy funkcji miesni
szkieletowych. W prowadzonych dotychczas badaniach klinicznych z DMD oprécz
oceny ekspresji dystrofiny zwraca sie uwage na stabilizacje funkcji ruchowych
chorych.

Whioski sg sformutowane poprawnie. Mogg tez mie¢ istotne znaczenie jako
wyznaczanie sposobow przygotowania nowatorskich modeli leczenia dystrofii z

wykorzystaniem komorek macierzystych z mikrodystrofing.

PiSmiennictwo, aktualne, zostato przygotowane w sposdb niekonsekwentny.
Przyjeto rozny, niejednakowy sposob prezentacji cytowanych prac.
Rozprawe doktorskg mgr Marty Budzinskiej oceniam bardzo dobrze. Jest

oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego o nowotarskim charakterze i
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jednoczesnie moze by¢é wykorzystana jako wskazéwka praktyczna do planowania
innych badan naukowych Ma wiele walorow, nowatorskich, odkrywczych i
poznawczych. Uzasadnia tez konieczno$¢ dalszych poszukiwan mechanizmow
procesu ,dystroficznego” w miesniach. Doktorantka wykazata sie dobrg wiedzg
teoretyczng oraz umiejetnoscia prowadzenia pracy naukowej. Zastuguje na
wyréznienie.

Whioskuje do Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cziowieka PAN o
dopuszczenie mgr Marty Budzinskiej do dalszych etapow przewodu

doktorskiego oraz wyréznienie tej pracy.

Barbara Steinborn



