Krakow, 7. wrzeénia - W
9.pazdziernika 2024
Ocena rozprawy doktorskiej napisanej przez
Mgr Marte Budzifiska Uniwersytet Jagiellonski
zat. ,Autologiczne komorki pochodzenia miogennego od pacjentow
dystroficznych poddane modyfikacji genetycznej jako nowa strategie
poprawy struktury i funkcji miesni szkieletowych w chorobie Duchenne’a”
przygotowanej pod kierunkiem i opiekg naukowg promotora
prof. Macieja Kurpisza
w Zaktadzie Biologii Rozrodu i Komdrek Macierzystych
Instytutu Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Znalezienie i opracowanie metody leczenia genetycznie uwarunkowanej
choroby zanikowej mieséni jaka jest choroba Duchenne’a (DMD), lub jej
tagodniejszej formy dystrofia Beckera (BMD), to bardzo ambitne wyzwanie
z ktérym zmagajg sie najwybitniejsze zespoty badawcze genetykow i bio-
logdw na swiecie, w tym grupa kierowana przez promotora tej pracy prof.
Macieja Kurpisza. Pisze te recenzje w nieprzypadkowym dniu, a mia-
nowicie 7. wrzeénia, w ktérym przypada Swiatowy Dzien Swiadomosci
Dystrofii Miesniowej Duchenne’a. Data ta zostata tak wybrana, poniewaz
gen DMD, kodujacy biatko dystrofine, jest najdtuzszym znanym ludzkim
genem i sktada sie on wtasnie z 79 egzondw.

Prof. n. med.
Podtoze genetyczne tej choroby to mutacje w genie biatka dystrofiny. Sg to

roznego rodzaju delecje, duplikacje, powodujgce przesuniecie ramki
odczytu OFR, ale takze spoza ORF, takze mutacje zwigzane z prawidtowym
sktadaniem mRNA. Rodzaj mutacji w obrebie tego genu, w réznej lokalizacji &Ml e-stepien@ul.edu.pl
egzondw kodujgcych odpowiednie domeny funkcjonalne biatka, wptywa na
koicowa budowe izoformy dystrofiny, a w szczegdlnosci na budowe
kluczowych domen tego biatka wigzgcych biatka cytoszkieletu (aktyne). .
i biatka btonowe (dystroglikan). Destabilizacja wigzania tego kompleksulm' M. Smoluchowskiego
spowodowane zanikiem niektérych domen w biatku dystrofiny, powoduje
destabilizacje wigzania cytoszkielet-powierzchnia komérki, a tym samym
prowadzi do uszkodzenia bftony komodrkowej podczas skurczu komorki G \/.'
miesniowej. Stopien destabilizacji tego kompleksu ma implikacje kliniczne, y/a |_|1> I_N-‘
wptyw na fenotyp i objawy DMD lub BMD. —s

Ewa tucja Stepien

Kierownik Zaktadu
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Laktad Fizyki Medycznej
Molekularne podstawy DMD, jej patomechanizmy zwigzany z fizjo-
logicznym przebiegiem szlakéw metabolicznych w komodrce miesnia
szkieletowego pacjenta z DMD, zostaty wyczerpujagco i klarownie
przedstawione we wstepie rozprawy doktorskiej. Ta czes¢ pracy (wstep)

liczy 13 stron, co przy catko-witej diugosci pracy doktorskiej (67 stron) fel. sekr.12:664 46 40

stanowi wrecz idealna proporcje. W tejze czesci p. mgr Marta Budziriska '€/- P€zp. 12664 47 62
opisata takze mechanizm przewle-ktego stanu zapalnego jaki zachodzi ul. tojasiewicza 11
w miesniach u chorych na DMD. Opisy patomechanizmu na poziomie 30-348 Krakow



komodrkowym zostaty wzbogacone samo-dzielnie wykonanymi schematami W
i ilustracjami (ryc. 1-5). Duzy nacisk ktade tutaj na stowo samodzielnie, bo

wykonanie choéby najprostszej ryciny, bez korzystania z dostepnych teraz

baz obrazéw, wymaga przemyslenia i za-planowania kazdego schematu.

Zwréce tutaj uwage, aby w schemacie obrazujgcym powstawanie
reaktywnych form tlenu w uktadach biolo-gicznych (ryc. 4), strzatke dla
szlaku katalazy lepiej bytoby poprowadzi¢ od czgsteczki H>O,, ktéra jest
rozktadana w tym procesie.

Uniwersytet Jagiellonski

Rola wolnych rodnikéw tlenowych w patomechanizmie DMD oraz ich
zwigzek z przewlektym stanem zapalnym stanowig podrozdziaty wstepu
pracy. Wyjasnienie tych zjawisk byto niezbedne, poniewaz w swej meto-
dologii badawczej Doktorantka dokonata charakterystyki ekspresji genéw
prozapalnych (NF-kB, TNF-a), proliferacyjnych (STARS, SRF, MRFTA2, RHO)
i aktywnosci szlakéw redox (TAC, SOC, katalaza). We wstepie znalazty tez
miejsce opisy obowigzujgcego schematu leczenia DMD i nowych strategii
terapeutycznych wdrazanych na $wiecie, ktére zapewne byty inspiracjg dla
tej pracy Doktorskiej (tabela 1). Doktorantka tutaj tez opisata dlaczego
w swej pracy postuzyta sie strategig opartg o wykorzystanie autologicznych
komarek iPS réznicowanych do komérek mezoangioblastéow (HIDEM). Sg to
pionierskie badania grupy prof. Macieja Kurpisza, a protokét wykorzystany
w pracy doktorskiej zostat oparty o unikalne doswiadczenia.

Uwagi krytyczne recenzenta dotyczgce tej czes¢ pracy: Czego mi brakuje

w tym opisie to informacji dlaczego w swojej strategii Doktorantka

wykorzystata gen mikrodystrofiny (uDYS), i czymze ten skonstruowany gen

jest? Prof. n. med.
Ewa tucja Stepien

Wstep, jak i cata praca, napisane sg bardzo tadng polszczyzng, Doktorantka

pokazata, ze nie tylko biegle postuguje sie polska terminologia naukows,

ale takze rozumie to co pisze i pisze logiczne i lekko. Pojawity sie mate

niedociggniecia jezykowe.

Kierownik Zaktadu

e-mail: e.stepien@uj.edu.pl

Instytut Fizyki
Kolejng czescig pracy doktorskiej sg zatozenia i cel pracy, gdzie Doktorantka, Smoluchyowskie:;o
przedstawia swojg motywacje podjecia sie badan nad wyprowadzeniem
transdukowanej genem uDYS linii komdrek mezoangioblastow wyprowa-
dzonych z odréznicowanych do iPS komdrek miesniowych pobranych od
pacjentéw chorych na DMD. Celem pracy byto uzyskanie takiej linii G w

komorek HIDEM aby byty zdolne do poprawy funkcji miesni szkieletowych./£
Ich funk-cjonalnos¢ miata by¢ zbadana na mysim modelu dystrofii*=——
mie$niowej mdx. Cele pracy udato sie doktorantce w catosci zrealizowaé¢. ~ Zakiad Fizyki Medyczne]

)

Ponizej omodwie strategie realizacji wyznaczonych celdw badawczych
w oparciu o przedstawiong w dysertacji metodologie.

Czeé¢ poéwiecona opisowi materiatéw i metodyce badawczej jest '€ €K 126644640

wystarczajgco obszerna i szczegétowa. Stanowi ona 13 stron tekstu (€l bezp. 12664 47 62
uzupetnionego o tabele zawierajgce spisy odczynnikdéw, aparatury badaw- ul. tojasiewicza 11
czej, sekwencji primerow do badan ekspresji wybranych gendéw, listy 30-348 Krakow



przeciwciat oraz opisy ich znakowania. Zawiera tez schematy budowy W
plazmidéw wykorzystanych wytworzenia wektorow lentiwirusowych, genu

uDYS i genu reporterowego GFP Znajduje sie tez tam opis modelu mysiego,

sposob uzyskania i podawania domiesniowo komodrek HIDEM. Warto tez

podkresli¢, ze na samym poczatku tej czesci pracy Doktorantka
przedstawita charakterystyke chorych na DMD od ktérych pobrano komérki
do eksperymentéw. Chorych tych cechowato rézne podtoze genetyczne
DMD oraz bardzo zréznicowany fenotyp. W tym miejscu nalezy nadmienic,
ze wykorzystana w pracy doktorskiej przez p. mgr Marte Budzinska
strategia uzyskania linii komdrek mezoengioglialnych jest bardzo
przemyslana, nie ma w niej przypadku, a opracowanie metodologii byto
mozliwe dzieki doswiadczeniu i wiedzy nabytych pod kierunkiem
promotora prof. Macieja Kurpisza. Komorki iPS zostaty pozyskane jako
wynik badan finansowanych z grantu OPUS 2017/25/B/NZ/01131, metode
réznicowania do HIDEM opracowano na podstawie protokotu Malffioletti
(2015) i jest to jak napisata Doktorantka jedyny eksperyment, ktory
wykorzystat ten protokét to badan z sukcesem, przedstawionym
w dysertacji. Wykonane przez Doktorantke testy funkcjonalne na zwie-
rzetach, wykorzystujgce bieznie, tez byty jedynym mozliwym wyborem.
Nieliczna, jak sama doktorantka zwrdécita uwage w czesci dyskusji, grupa
zwierzat testowych byta zapewne kompromisem dla oszczedzenia zwierzat
laboratoryjnych oraz ograniczona byta dostepnoscia materiatu komoér-
kowego (nie wszystkie linie komdérkowe wyprowadzone od pacjentéw
wykazywaty jednakowy potencjat proliferacyjny).

Uniwersytet Jagiellonski

Uwagi krytyczne recenzenta dotyczgce tej czesci pracy: Brakuje mi
informac;ji w jakiej gestosci wysiewano komérki HIDEM (liczba komérek na
cm?) przy kolejnych pasazach? Jakg komorki uzyskiwaty gesto$é przy
konfluencji 80-90%? Jaka byta ich dynamika wzrostu (czas podwojenia)? Kierownik Zaktadu
W opisie wirowania komadrek pojawia sie zapis ktérego osobiscie staram sie e-mail: e.stepien@uj.edu.pl
unikaé¢, szybkos¢ wirowania wyrazona w obrotach na minute i stosuje

bardziej uniwersalny zapis w postaci wzglednej sity od$rodkowej (rcf).

Prof. n. med.

Ewa tucja Stepien
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Wyniki to réwnie fascynujaca czes¢ pracy. Udato sie otrzymaé linii komérekim. M. Smoluchowskiego
HIDEM, ktére wykorzystata w dalszej kolejnosci do transdukcji genem
uDYS. Juz natym etapie Doktorantka dokonata interesujgcego odkrycia, co
w dalszej czesci pracy pokazato, ze zrdinicowane podtoze genetyczne —
dystrofii miesniowej rzutuje na tylko na przebieg choroby (czego - \/7-.
dowiedzieliSmy sie z opisu pacjentéw), ale takze wptywa na oczekiwane /Z—. |_I1> I_N:‘:
efekty terapeutyczne. Otdz okazato sie, przeprowadzonej przez
Doktorantke charakterystyce komérek HIDEM, ze linie te wykazywaty duza
zmiennos$¢ pod wzgledem ekspresji markeréw odrdéznicowania (CD13,
CD44, CD49b, CD73 i CD148).

Laktad Fizyki Medycznej

Co ciekawe linia wyprowadzona od pacjenta 40, ktéra charakteryzowata sie te|. sekr. 12 664 46 40
najwiekszg ekspresjag wymienionych markerow, stabo sie dzielita, stad nie ;.| bezp. 12 664 47 62
mogta by¢ juz wykorzystana do dalszych eksperymentéw. Dla mnie jako
recenzenta taki ,negatywny” wynik jest szczegdlnie ciekawy, bo w pewnym
sensie podwaza hipoteze badawczg i prowokuje do dalszych poszukiwan.

ul. tojasiewicza 11
30-348 Krakow
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Fenotyp komdrek pozyskanych od tego pacjenta byt odmienny, a podtoze
genetyczne mutacji w genie DMD ztozone (dwie delecje egzondéw 2-17 i 30-

44). Prositabym o rozwiniecie tego watku przy obronie. !&} i!

Do tej czesci wynikdéw pragne tez wyrazi¢ swoje zadowolenie, ze pomiary

cytometryczne zostaty zilustrowane panelami wykreséw z fluorescencji, co Uniwersytet Jagiellonski
nie pozostawia watpliwosci dla recenzenta, jak wyniki byty analizowane.

Troche gorzej wypadtly zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego dla

markerdéw iPS (Ryc 12 A,B,C,D) i odrdznicowania (Ryc. 15 A,B,C,D), wydruki

takich obrazéw sg zawsze mniej czytelne.

Kolejna bardzo ciekawa cze$¢ wynikdéw to skuteczna transdukcja genem
uDYS za pomocg wektora konstrukcji lentwirusowej i charakterystyka
uzyskanych komodrek pod katem ich funkcjonalnosci. Do oceny
funkcjonalnosci wybrano testy aktywnosci enzymatycznej SOD, katalazy
i ocene catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej w lizatach komérkowych
oraz ocene poziomu ekspresje gendw Sciezki sygnatowej STARS. Wybér
tych wskaznikéw byt Swietnie dobrany i wfasnie w tym miejscu pokazat
skutecznos¢ strategii zaplanowanej w badaniu i sprawdzeniu hipotezy
badawczej, ze utworzenie linii indukowanych komérek mezenchymalnych
modyfikowanych mikrodystrofing przyczyni sie po poprawy funkcji miesni
szkieletowych.

Brak dystrofiny wigze sie z destabilizacjg srodowiska redox w miocytach,
zatem po skutecznej transdukcji spodziewalibySmy sie poprawy tych
parametréw co wykazano na liniach komérkowych wyprowadzonych od
pacjentéw 34 i 38. Prof. n. med.

Ewa tucja Stepien
Eksperymentow na zwierzetach — model dystrofii (myszy mdx) okazaty sie

najtrudniejsze. Dwie rzeczy ztozyty sie na to ograniczenie: mata liczba ) _ _
zwierzat (n=4) oraz protokét badania. Z takiej liczby trudno byto wybrac’efmml: e.stepien@uj.edu.pi
odpowiednie dane do analizy, a na podstawie tabeli 7 i 8 wida¢, ze byty

duze rdznice miedzy skrajnymi. Najbardziej obiecujace wyniki uzyskano w Instytut Fizyki
tescie  wstrzagsow  elektrycznych.  Moja  uwaga, zapis wynikow, . smoluchowskiego
eksperymentow z Ryc. 21 odbiega od wykresu pordwnujgcego srednie

liczby porazen pradem (Ryc. 22). Na podstawie opisu i wykresu zapisu

w czasie wnioskuje, ze myszy mdx po terapii komdrkami transdukowanymi

Kierownik Zaktadu

. . . . , Iy |
uDYS przyjmowaty mniej porazen prgdem aby rozpoczg¢ aktywnosc G \/;!;
ruchowa. Ten wynik jest kluczowy dla eksperymentéw przedstawionych w _// I_N'--'
dysertaciji. - — J

Laktad Fizyki Medycznej
Dyskusja pracy doktorskiej p. mgr Marty Budziniskiej jest wyczerpujgca
i odnoszaca sie w petni do uzyskanych wynikéw. Jeszcze raz Doktorantka
nawigzuje w niej do stosowanych wczesniej strategii leczenia dystrofii
miesniowej DMD, ktérych efekt byt ograniczony, kiedy stosowano same
MSC, nawet jesli byty rdinicowane (systemowa transplantacja
mezoangioblastow). Doktorantka przedstawita w dyskusji rézne strategie
podejmowane przez poprzednich badaczy, i uzasadnita dlaczego dokonata ul. tojasiewicza 11
wtasnie takiego, a nie innego wyboru protokotu fgczacego terapia 30-348 Krakow
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komodrkowa z terapig genomowga. Odniosta sie tez do wyboru metody
transdukcji, krytycznie odnoszac sie do zastosowanych przez siebie
wektorédw i uzasadniajg swodj wyboér bezpieczernstwem pacjentéw. Byc
moze protokdt oparty o wykorzystanie konstrukcji AAV  bytby
skuteczniejszy do badania klinicznego, sprawdzenie tej strategii
wymagatoby by dalszych badan.

Badania z wykorzystaniem reprogramowanych iPS majg swoje ograniczenia
technologiczne oraz jak wykazata Doktorantka w swojej pracy nie bez zna-
czenia jest genotyp pacjenta. Najwieksze problemy z procesie réznicowania
wykazywaty komoérki od pacjentéw 39 i 40, czyli od tych z najbardziej
upos$ledzonym fenotypem i najbardziej skomplikowanej mutacji. Ta obser-
wacja jest wazna dla podejmowania decyzji terapii komérkowej (nie mozna
zwlekac) oraz podejmowania dalszych prac nad protokotami klinicznymi.

Podsumowujgc, przedstawiong mi do recenzji rozprawe doktorskg p. mgr
Marty Budzinskiej oceniam pozytywnie, jest ona dzietem o wybitnej
wartosci naukowej i walorach poznawczych dla badai nad mechanizmami
lezgcymi u podstaw terapii genowej w chorobie DMD. Praca ta rozszerza
i ugruntowuje stan wiedzy na temat udziatu uDYS w patofizjologii komorki
miesniowej, a takze stanowi przyktad rzetelnego badania naukowego.
Doktorantka podjeta sie odwaznego zadania, ktdre zrealizowata i przedsta-
wita w formie znakomicie zestawionych wynikéw.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (t.j. Dz. U. z 2017 r., poz.
1789). Whnioskuje zatem do Rady Naukowej IGC PAN w Poznaniu o nadanie
stopnia doktora w reprezentowanej dyscyplinie dla p. Marty Budzinskiej ,
zgodnie z obowigzujgcymi przepisami ustawy: ,Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce”.

Ze wzgledu na wybitng wartos¢ naukowa i oryginalne odkrycia naukowe
oraz wysoka jakos¢ eksperymentéw wnioskuje réwniez do Wysokiej Rady
o wy-rdéznienie rozprawy doktorskiej p. Marty Budzinskiej.
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