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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Latoszek zatytulowanej
»Characteristics of generated human iPSC-derived models of Huntington’s disease,

identification of calcium signaling dysregulation and dendritic spine dysfunction"

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Eweliny Latoszek zostala wykonana w
Laboratorium Neurodegeneracji, w Migedzynarodowym Instytucie Biologii Molekularnej i
Komorkowej w Warszawie, pod kierunkiem dr hab. Magdaleny Czeredys, petnigcej funkcje
promotora pracy. Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej wpisuja si¢ w tematyke
badawcza zespotu i dotyczg choroby Huntingtona (HD), rzadkiej dziedzicznej choroby
neurodegeneracyjnej wywolywanej ekspansja powtérzen CAG w eksonie 1 genu HTT.
Powstajace zmutowane biatko HTT, zawierajagce wydluzony cigg glutamin (poliQ) ma
tendencje do agregacji, przez co traci swoje fizjologiczne funkcje i prawdopodobnie nabywa
nowe (toksyczne) wlasciwosci. W efekcie dochodzi do postepujacej degeneracji neuronow,
obejmujacej glownie Srednie neurony kolczaste w pragzkowiu (MSNs). Jedng z wczesnych
nieprawidtowosci obserwowanych w przebiegu HD jest zaburzenie sygnalizacji wapniowe;.
Niejasne jest jednak powigzanie pomiedzy zaburzong sygnalizacja wapniowag oraz
degeneracjg neuronéw. Pomimo wielu lat badan nad patogeneza HD i jej potencjalng terapia
jest to wcigz choroba nieuleczalna. Post¢pujacy i neurorozwojowy charakter choroby jak
rowniez fakt, iz dotyka ona glownie MSNs sprawia wiele trudnosci we wilasciwym
modelowaniu HD. W zwigzku z tym ogdélnym celem badan mgr Eweliny Latoszek bylo
wygenerowanie nowych modeli choroby Huntingtona oraz analiza wybranych elementéw
patofizjologii HD. Projekt jest dobrze uzasadniony, a znaczenie podjetych badan nie budzi

watpliwosci.



Mgr Ewelina Latoszek zdefiniowata szes¢ celow szczegdtowych swojej pracy doktorskiej:

1. Zbadanie roli biatka SIP w agregacji zmutowanej huntingtyny w komérkowym modelu
HD.

2. Uzyskanie i scharakteryzowanie linii indukowanych pluripotencjalnych komoérek
macierzystych (iPSCs) pochodzacych z ludzkich fibroblastow od pacjentéw z miodziericzg i
dorostg formag HD oraz oséb kontrolnych.

3. Uzyskanie i scharakteryzowanie linii neuronalnych komérek progenitorowych (NPC) i
$rednich neuronéw kolczastych (MSN) pochodzacych z ludzkich komérek iPS od pacjentow z
miodzieficza i dorosta formg HD oraz 0séb kontrolnych.

4. Badanie patofizjologii HD przy uzyciu wygenerowanych modeli komérkowych 2D i
ludzkich organoidéw prazkowia (hSO) z uwzglednieniem mozliwego wptywu zaburzonych
szlakow sygnatowych wapnia.

5. Badanie gendéw zaangazowanych w patofizjologi¢ HD w MSN pochodzgcych z hiPSC z
dorosta i miodziencza formg HD za pomocg RNA-seq i RT-qPCR.

6. Uzyskanie i scharakteryzowanie hSO pochodzgcych z hiPSCs z dorostg i miodziericza
forma HD oraz odpowiednich 0séb kontrolnych.

Cele s jasne i bardzo ambitne, biorgc pod uwage czas i wysitek potrzebny do
stworzenia nowych modeli badawczych. Jedyna uwaga dotyczy braku spéjnosci pomigdzy
tytutem pracy a badaniem roli biatka SIP w modelu HEK293T (cel nr 1).

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w jezyku angielskim. Ma ona klasyczng
strukturg i zawiera nastgpujace rozdzialy: Streszczenie, Wst¢p (31 stron), Materiaty (11
stron), Metody (14 stron), Cele, Wyniki (63 strony), Dyskusj¢ (31 stron), Wnioski,
Ograniczenia badan i kierunki badan oraz imponujaca Bibliografie, obejmujgcg 396 pozycji
literaturowych. Rozprawa zawiera réwniez list¢ powszechnie uzywanych skrotow i liste

publikacji powstatych przy wspotautorstwie mgr Eweliny Latoszek.

We Wstepie Autorka w sposdb bardzo ciekawy opisuje histori¢ bada nad choroba
Huntingtona, jej molekularne podstawy, ze szczegdlnym uwzglednieniem zaburzen Sciezek
sygnalizacji wapniowej i degradacji biatek. Regionem moézgu najbardziej dotknietym
patogeneza w HD jest prazkowie. Autorka bardzo szczegétowo charakteryzuje zaburzenia
struktury prazkowia w kontekscie neurorozwojowego charakteru choroby. Kolejna czesé
Wstepu dotyczy charakterystyki ludzkich indukowanych pluripotencjalnych komorek



macierzystych, metod ich réznicowania do MSNs oraz wykorzystania NPCs, MSNs i
organoidéw moézgowych do modelowania HD. Wigkszo$¢ cytowanych prac ukazata si¢ w
ostatnich latach, co $wiadczy o duzej aktualnosci podejmowanej tematyki badawczej. Bardzo
pozytywnie oceniam roéwniez umieszczenie na koncu Wstepu rozdzialu Wyzwania i
ograniczenia wraz z tabelg poréwnujaca wlasciwosci neuronalnych modeli HD uzyskanych z
komorek iPS oraz organoidéw mézgowych. Podsumowujac, stwierdzam ze Wstep jest bardzo
cickawg i wartoSciowg czgscig rozprawy doktorskiej, $wiadczacg o tym, ze mgr Ewelina
Latoszek posiada wiedz¢ teoretyczng niezbedng do prowadzenia badan
eksperymentalnych. Jest to cenne zrédlo informacji, ktére wraz z elementami zawartymi w

Dyskusji moze stanowi¢ czg¢$¢ publikacji przegladowe;.

Kolejng czgscig ocenianej rozprawy jest 25 stronicowy opis Materiatow i Metod
wykorzystanych przez Doktorantk¢ w swojej pracy. Jest on przygotowany w sposdb staranny
1 szczegbltowy, pozwalajgcy na odtworzenie eksperymentow i wyjasniajagcy watpliwosci
powstale podczas czytania opisu wynikow.

W pierwszej czesci Rezultatow Autorka zbadala wplyw nadekspresji SIP (Siah-1
interacting protein) na poziom biatka HTT oraz agregacje zmutowanej huntingtyny w
komorkach HEK293T. Projekt ten byl kontynuacja weczeéniejszych badan zespotu
przeprowadzonych na mysim modelu HD. Autorka wykazata, ze SIP bierze udzial w zaleznej
od proteasomoéw degradacji N-koncowych fragmentéw huntingtyny. Zwigkszona
ubikwitynylacja i degradacja dotyczyla zarowno prawidlowej (25Q) jak i zmutowanej (72Q)
formy HTT. Uzyskane wyniki sa wartosciowe i zostaly opublikowane w czasopismie Cell
Biosc., a mgr Ewelina Latoszek jest pierwsza autorka tej pracy. Moje watpliwosci budza
jedynie analizy agregacji HTT. W jaki sposéb odrézniano agregaty HTT od sygnalu z
niezagregowanego bialka? W jaki sposéb dokonywano pomiaru wielkosci i ilo$ci
agregatow? lle komoérek bylo branych pod uwage (co oznacza n na rysunku 5.1 oraz
5.5?).

W dalszej czgéci Wynikéw Autorka przedstawita metode generowania linii
komoérkowych iPS z fibroblastow pobranych od pacjentéw z dorostg i mtodziencza formg HD
oraz 0s6b zdrowych (kontroli). Linie te zostaly szczegélowo scharakteryzowane pod katem
morfologii, ekspresji markeréw pluripotencji, markerow trzech listkéw zarodkowych,
dlugosei ciggu CAG, poprawnosei kariotypu i stabilnosci powtérzen tandemowych (STR).
Wygenerowane linie iPSCs postuzyty nastepnie do wyprowadzenia modeli neuronalnych HD



(NPCs oraz MSNs).

W ostatniej czgsci rozprawy doktorskiej mgr Ewelina Latoszek opisala tworzenie i
charakterystyke organoidéw prazkowia z komoérek iPS HD i linii kontrolnych. Aby lepiej
zrozumie¢ zmiany zachodzgce na wczesnym etapie rozwoju pragzkowia, uzyskane hSOs

zbadata w czasie, analizujgc kilka wybranych genow, charakterystycznych dla danego etapu

TOZWOju.
Wyniki badan uzyskane z wykorzystaniem
wszystkich modeli HD zostaly podsumowane w odrebnym rozdziale (5.5.0) i wnikliwie
przedyskutowane w czgs$ci Dyskusja. Autorka odnosi si¢ w nim do najwazniejszych osiggnieé
pracy jak rowniez do wynikéw niespdjnych, dyskutujgc je w $wietle literatury naukowej. Co
wigcej, rozprawa zawiera réwniez rozdzial poswigcony ograniczeniom i perspektywom
dalszych badan. Ta cze$¢ rozprawy doktorskiej swiadczy o dojrzalosci naukowej Doktorantki

i jej ogromnej wiedzy w zakresie prowadzonych badan.



Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Eweliny Latoszek jest dzietem
kompletnym, przygotowanym z duzg starannoscig i prezentujacym zaréwno ogélng wiedzg
teoretyczng w dyscyplinie jak i wartosciowe wyniki badan eksperymentalnych. Cele badan
byly ambitne i zostaly w wigkszosci zrealizowane. Doktorantka udowodnita, ze dysponuje
bogatym warsztatem biologii molekularnej i potrafi wlasciwie zaplanowat, wykonaé i
przeanalizowa¢ wyniki eksperymentéw naukowych. Wigkszos¢ badan mgr Ewelina Latoszek
wykonywata samodzielnie i jedynie w nielicznych przypadkach wskazywala na udzial
cztonkéw zespotu (np. analizy RNAseq). W zwigzku z powyzszym rozprawa doktorska
wykazuje umiej¢tnos¢é samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Jednym z
najwazniejszych osiggnigé pracy jest wygenerowanie unikatowych modeli choroby
Huntingtona oraz linii kontrolnych i ich szczegétowa charakterystyka. Wymagato to od
Doktorantki ogromnego nakladu pracy i zaangazowania. Dzigki wnikliwej analizie tych
modeli, mgr Ewelina Latoszek potwierdzita, ze s3 one odpowiednie do badania patogenezy
HD na réznych jej etapach. Dodatkowo, wykorzystujac model komorkowy HEK293T z
nadekspresja N-koncowego fragmentu huntingtyny, Autorka wykazata kluczowa rolg SIP w
regulacji tworzenia agregatow HTT. Bez watpienia, rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i poszerza nasza wiedze na temat patogenezy
HD. Cze$é wynikéw zaprezentowanych w rozprawie doktorskiej zostata juz opublikowana w
postaci czterech artykutéw naukowych w czasopismach Stem Cell Res. (2022, 2023), Cell
Biosci. (2022) oraz Front Cell Dev Biol (2021). W trzech z nich mgr Ewelina Latoszek jest
pierwszg autorka (raz druga), co potwierdza jej wiodacy wklad w te badania. Praca zawiera
nieliczne biedy jezykowe i edytorskie. Z obowiagzku recenzenta ponizej przedstawiam listg

drobnych uwag:

e Str.14 —,poziomy wickszosci gen6w”, ,,obnizony poziom genéw” — brak precyzji
(poziom ekspresji genow)

e Str. 15 —,,The range of the first HD symptoms is from 2 to 87 years old™-
niepoprawne jezykowo

e Str.19 — “The authors also suggest that abnormal ....that may influence...” —
niepotrzebne “that”

e Str. 26 — “ectoderm, mesoderm and ectoderm” — pomylka (endoderm)

e Str. 27 — “The different times of neuronal induction, differentiation and patterning, and
finally maturation that can take up to 3 —4 months to get mature 2D MSNs cultures
(38, 39, 116) (Fig. 1.3).” — niejasny przekaz



Str.31

Str. 62 — ,,diluted in sterile were” ?

Str. 65 — bledna numeracja rozdziatu 3.6.6

Str. 73 - watpliwosci co znaczy ,,n” na rysunku 5.1¢,d?

Str. 74 - Fig. 5.2 nickompletny opis prgzkow na WB

Fig 5.1, 5.3 - brak wykresu dla 25Q

Str. 82 - Zbyt mata czcionka, nieczytelny rysunek 5.7C-H

W podpisie pod rysunkiem 5.7 i 5.8 bledny odnosnik do ref 101 i 102

brak prazka od normalnego allelu naryc. 5.7 E

str. 135 — “SIP can reduce proteins™ — brak precyzji

Str. 137 Opis ryciny 6.1 powinien jasno wskazywac, ze jest to hipoteza badawcza,
poniewaz w niniejszej pracy nie badano wptywu SIP na agregacje HTT w MSNs (lub
na rys. powinno by¢ zaznaczone, ze dot. to kom. HEK293T ex1HTT a nie MSNs)
Str. 138 — ,,generowanie linii ludzkich fibroblastow” — ten rozdziat tego nie dotyczy,
Str. 148 — poliQ zamiast polyQ

Whiosek koncowy

Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Eweliny Latoszek
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tj. Dz.U. z 2024 r. poz. 1571, z pézn. zm.) i wnioskuj¢ do Komisji
Doktorskiej Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komoérkowej w Warszawie
o dopuszczenie mgr Eweliny Latoszek do dalszych etapéw postgpowania ws. nadania stopnia
doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Z uwagi na duzg warto$¢ uzyskanych modeli HD dla $rodowiska naukowego oraz cheé
docenienia nakladu pracy wilozonej w realizacj¢ ambitnych celow niniejszej rozprawy

doktorskiej, wnioskuj¢ o jej wyrdznienie.
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