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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Danuty Piotrzkowskiej
pt. ,Wyciszanie genéw cdk2/4/6 za pomoca RNAi w celu neuroprotekcji

Choroby neurodegeneracyjne takie jak choroba Alzheimera (AD) sg narastajacym
problemem medycznym i stanowig jedno z najpowazniejszych zagrozen dla wysoko
rozwinigtych, starzejgcych si¢ demograficznie spoleczenstw. Poniewaz brak obecnie
skutecznych metod leczenia przyczynowego AD, choroba ta jest przedmiotem wielu badan.
Badania te sg szczegélnie trudne, poniewaz neurodegeneracja jest zltozonym procesem,
przebiegajagcym z zaburzeniem wielu funkcji komérkowych, ktére jak dotad nie sa w pelni
poznane. Szczegblne zainteresowanie i nadzeje wigze si¢ z badaniami molekularnych podstaw
neurodegeneracji. Na bazie tej wiedzy rozwijane sg nowe strategie terapeutyczne. Chociaz w
przypadku AD jako gtéwne punkty uchwytu lekéw badano biatka zwigzane z powstawaniem
beta-amyloidu i nadmiernie ufosforylowanego biatka tau, coraz wigksze znaczenie w
patogenezie tego schorzenia przypisuje si¢ zaburzeniom biatek regulujacych cykl
komorkowy. Co wiecej, wobec negatywnych wynikow préb klinicznych z lekami
ukierunkowanymi na beta-amyloid, poszukiwanie nowych strategii terapeutycznych ma
szczegblne znaczenie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Danuty Piotrzkowskiej
podejmuje trudne wyzwanie poszukiwania nowej strategii terapeutycznej neurodegeneracji
skierowanej na biatka cyklu komoérkowego. Zadaniem tej pracy byla weryfikacji hipotezy
zakladajacej, ze hamowanie cyklu komérkowego mogloby zapobiegaé indukcji apoptozy i w
ten sposéb dziata¢ neuroprotekcyjnie. W pracy testowano dwie strategie hamowania cyklu
komoérkowego: poprzez wyciszenie metodg interferencji RNA (RNAi) genéw kinaz
cyklinozaleznych: cdk2, cdk4 i cdk6 lub poprzez nadekspresj¢ biatkowych inhibitoréw kinaz
cyklinozaleznych: pl16, p18, p21. Neuroprotekcyjny potencjat strategii RNAi zbadano w
mysich i ludzkich komérkach neuroblastomy poddanych stresowi oksydacyjnemu z
zastosowanien H;0,. Poréwnano takze wydajnos$¢ transfekcji komérek neuronalnych i
wyciszania genu cdk4 z zastosowaniem dwoéch nos$nikéw kwaséw nukleinowych:
lipofektaminy oraz neurospecyficznego peptydu RVG-9R. Podsumowujgc, temat pracy jest
nowatorski, bardzo istotny poznawczo i zarazem o duzym potencjale aplikacyjnym, poniewaz
podejmuje kwestie mozliwosci modyfikowania cyklu komodrkowego 1 apoptozy z
zastosowaniem najnowszych technik biologii molekularne;j.



Praca Pani mgr Piotrzkowskiej zostata wykonana w Zakladzie Chemii Bioorganicznej
Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi pod kierunkiem pani
prof. dr hab. Barbary Nawrot. Zesp6t prof. Nawrot od lat z sukcesami prowadzi badania w
zakresie terapii genowej, specjalizujgc si¢ w projektowaniu i udoskonalaniu
oligonukleotydowych inhibitorow ekspresji gendéw zwigzanych z patogenezg choroby
Alzheimera. Na bazie tego bogatego doswiadczenia zostaly podjete i skutecznie
przeprowadzone badania opisane w niniejszej rozprawie doktorskiej.

Opis formalny rozprawy

Dysertacja liczy 155 stron. Na poczatku, co cenne, zamieszczono opis dorobku
naukowego doktorantki wraz ze spisem publikacji z Jej wspodtautorstwem (2 opublikowane
artykuly, w tym jeden przegladowy, jeden manuskrypt w recenzji). Nastepnie znajdujemy
Wykaz stosowanych skrotéw i symboli wraz z zasadami pisowni gendéw i biatek, Spis tresci
oraz Streszczenie zawierajagce sformutowanie celéw pracy. Dalej nastepuje obszerny Wstep
(42 strony), bogato ilustrowany opis wynikow, po ktérym zamieszczono zwigzte i klarowne,
6-stronnicowe Podsumowanie. W tej czesci zawarto takze wnioski i bardzo krotka dyskusje
znaczenia rezultatdw pracy. Spis materialow i metod (29 stron) wraz z opracowaniem
statystycznym danych oraz spis pozycji literaturowych zamykajga rozprawg. Praca ma
przejrzysta konstrukcje, ktorg uzupeiniajg dobrze dobrane i opracowane schematy, tabele i
ryciny. Bibliografia liczy 155 pozycji, ktére zostaly wilasciwie wyselekcjonowane, w tym
uwzgledniono prace opublikowane w ostatnich latach.

Ocena Merytoryczna

Wstep literaturowy skiada si¢ z dwoch tematycznych czesei: pierwsza wprowadza
czytelnika w problematyke molekularnego podtoza choroby Alzheimera i przedstawia gtéwne
hipotezy patogenezy, ze szczegbélnym uwzglednieniem hipotezy cyklu komoérkowego.
Autorka umiejetnie potrafita polgczyé wiedzg na temat narastajgcego w przebiegu AD stresu
oksydacyjnego, skutkujacego uszkodzeniami kwaséw nukleinowych, lipidéw i biatek, z
mozliwymi drogami sygnalowymi prowadzacymi od tych zmian do zaburzen biatek
regulujgcych cykl komérkowy i w efekcie do ich $mierci. W drugiej czgsci oméwiono bardzo
wyczerpujgco zjawisko interferencji RNA, narzedzia RNAI stosowane do eksperymentalnego
wyciszania gendw oraz, co bardzo cenne, skutki uboczne i potencjalne zagrozenia zwigzane z
zastosowaniem technik RNAi. Zagrozenia te wynikaja m.in. ze sposobdéw i charakteru
wektoréw stuzacych do wprowadzania kwaséw nukleinowych do komoérek, w zwigzku z
czym w jednym z podrozdzialéw dokonano krytycznego przegladu tych metod, zar6wno
biologicznych, jak tez chemicznych i fizycznych. Wstep zawiera takze przeglad czasteczek
miRNA zidentyfikowanych w takich zaburzeniach neurodegeneracyjnych i psychicznych jak
AD, choroba Parkinsona, choroba Huntingtona, schizofrenia i autyzm. Mimo ze te
informacje nie maja bezposredniego zwigzku z badaniami podj¢tymi w niniejszej pracy, ich
zamieszczenie poszerza horyzont o najnowsze dane dotyczace czasteczek miRNA jako
potencjalnych markeréw i celéw terapeutycznych w neurodegeneracji. Wstep konczy krétki
podrozdzial podsumowujacy wyniki dotychczasowych préb terapeutycznych z
zastosowaniem RNAi w chorobach neurodegeneracyjnych oraz krétkie omdéwienie dalszej
perspektywy wykorzystania interferencji RNA w terapii, ze zwréceniem uwagi na problemy i
bariery do pokonania w tym zakresie, m.in. na potrzebg rozwoju metod neurospecyficznego
dostarczania narzedzi RNAi. Tak postawione zagadnienie jest doskonalym wstgpem do
badan, jakie podjeta doktorantka.



Lektura Wstepu pozwala stwierdzié, ze doktorantka dysponuje szeroka wiedza w
uprawianej dziedzinie. Szczegdlnie duzg wiedzg¢ teoretyczng i metodyczna doktorantki
dokumentuje cze$¢ Wstepu poswiecona interferencji RNA. Informacje naukowe zostaty
bardzo dobrze wyselekcjonowane i podane w odpowiedniej kolejnosci, stanowige wiasciwe
wprowadzenie do czgéci eksperymentalnej. Przejrzys$cie zarysowano przy tym problemy
badawcze podjete w czesci eksperymentalnej dysertacji.

Badania wlasne Czg$¢ eksperymentalna pracy jest prawidtowo opisana i zilustrowana.
Sposéb opisu badan $wiadczy o bardzo dobrym opanowaniu i organizacji zlozonego
warsztatu badawczego. Pierwsza cze$¢ pracy polegala na wytworzeniu odpowiednich
narzedzi interferencji RNA (seria dupleksow siRNA i rekombinowanych plazmidow
zawierajagcych wstawki shRNA). Nastepnie wykazano skuteczno$é¢ interferencji i hamujacy
wplyw tych narzedzi na cykl komérkowy ludzkich, mysich i szczurzych neuronalnych linii
komérkowych w hodowli. Kolejnym waznym zadaniem bylo zbadanie podatnosci na stres
oksydacyjny komérek, w ktérych wyciszono gen cdk4.

Uznanie budzi zakres podje¢tych prac. Doktorantka zaprojektowata i uzyskata lgcznie 21
czasteczek siRNA skierowanych na ludzkie, mysie i szczurze geny kinaz cyklinozaleznych
cdk2, cdk4 i cdk6. Zsyntetyzowano wszystkie nici sensowne i antysensowne i poprzez
hybrydyzacj¢ komplementarnych nici otrzymano czgsteczki siRNA, odpowiednio
monitorujac jako$¢ uzyskanych czasteczek. Aktywnos¢ interferencyjna wszystkich czasteczek
siRNA doktorantka ocenila zar6wno na poziomie mRNA, jak tez bialek cykliozaleznych
kinaz w kilku liniach komérkowych, w tym w 3 liniach neuronalnych: ludzkiej (SH-SYSY),
mysiej (Neuro2a) oraz szczurzej (PC12). Na tej podstawie wyselekcjonowane zostaly
najbardziej aktywne czasteczki siRNA, m.in. sil, ktéry wyciszat ekspresje¢ ludzkiego genu
CDK4 w okolo 90%. Nastepnie, w oparciu o sekwencje siRNA, doktorantka zaprojektowata i
uzyskala plazmidy zawierajgce wstawki shRNA. Jej doswiadczenia wykazaly jednak, ze
czasteczki shRNA cechuje stabsza aktywno$¢ interferencyjna wobec badanych genéw niz
odpowiadajace im czasteczki siRNA.

Stosujagc uzyskane narzedzia (czgsteczki siRNA), doktorantka otrzymala szereg
znaczacych wynikoéw. Wykazata, ze obnizenie poziomu ekspresji genu CDK4 w komoérkach
ludzkich nieneuronalnych (HeLa) jak tez w komoérkach neuroblastomy (SH-SY5Y) skutkuje
obnizeniem poziomu ekspresji biatek charakterystycznych dla pdzniejszych faz cyklu
komoérkowego: cykliny A, cykliny E i PCNA. Co ciekawe, doktorantka sprawdzila, ze
obnizenie ekspresji genu CDK4 powodowato takze bardzo istotne obnizenie ekspresji genéw
kodujgcych biatka amyloidogennej proteolizy APP (BACE! i PSI), bez wplywu na poziom
ekspresji genu APP.

Nastepnie, analizujgc fazy cyklu komodrkowego metoda cytometrii przeptywowej,
doktorantka wykazata, ze wyciszenie ekspresji genu CDK4 w komérkach ludzkich (HeLa i
neuroblastoma SH-SYS5Y), zgodnie z przewidywaniami, hamuje progresj¢ cyklu
komorkowego i prowadzi do zatrzymania czgsci komorek w fazie Gl cyklu (przyrost na
poziomie okolo 8 %). Najciekawszy wynik pracy, w aspekcie potencjatu terapeutycznego
badanych siRNA, to demonstracja, ze wyciszenie ekspresji kinazy cdk4 ma pewne dziatanie
ochronne wobec ludzkich komérek neuronalnych. Doktorantka traktowata komorki
nadtlenkiem wodoru, ktéry wywoluje stres oksydacyjny poprzez generowanie reaktywnych
form tlenu. W serii eleganckich eksperymentoéw doktorantka najpierw zbadata profil cyklu
komérkowego i poziom odpowiedzi apoptotycznej w funkcji wzrastajacych stgzen HO,.
Wykazata, ze komorki neuroblastomy SH-SYS5Y sg znacznie bardziej wrazliwe na stres
oksydacyjny, niz komérki linii HeLa. Po dobraniu zakresu stezen H,O, tak, aby uniknaé¢
indukcji intensywnej $mierci komorek, autorka analizowata profile cyklu komérkowego w
komorkach z wyciszonym genem CDK4. Zaobserwowala, ze po obnizeniu ekspresji genu



cdk4, w populacji komorek traktowanych H,O, zmmniejsza si¢ nieznacznie (o ok. 2-3%)
zawarto$¢ komodrek w fazie S i Go/M, a zwigksza w fazie Go/G;. Co wazne, w komorkach
HeLa zaobserwowano nieznaczny (2-5%) spadek liczby komérek apoptotycznych. Wyniki te
sugeruja, ze wyciszenie genu cdk4 moze dziala¢ ochronnie na komoérki w warunkach stresu
oksydacyjnego, uwazanego za gtowny czynnik uszkadzajacy w chorobie Alzheimera.

Ponadto, doktorantka wykazala, ze metoda RNAIi z zastosowaniem siRNA jest bardziej
skuteczna w modyfikacji progresji cyklu komoérkowego niz nadekspresja inhibitoréw kinaz
cyklino-zaleznych (p16, p18, p21). Dokonano takze poréwnania wydajnosci wprowadzania
do komorek siRNA i wyciszania ekspresji genu cdk4 z zastosowaniem niespecyficznego
nosnika lipidowego Lipofectamine 2000 oraz neurospecyficznego peptydu RVG-9R.
Doktorantka potwierdzita neurospecyficznos¢ peptydu RVG-9R i wyciszenie docelowego
genu cdk4. Drugi badany nosnik kwaséw nukleinowych, Lipofectamine 2000, nie dzialal
neuroselektywnie, jednak z wigksza wydajnoscig wprowadzat siRNA do obu typéw komorek.

Mozna stwierdzi¢, ze doktorantka wytworzyta wazne i skuteczne narzedzia do wyciszania
ekspresji cyklinozaleznych kinaz, ktére moga by¢ stosowane w wielu dalszych badaniach i
strategiach terapii nie ograniczajacych si¢ do patogenezy chordb neurodegeneracyjnych, ale
takze takich schorzen jak nowotwory. Uzyskane wyniki poszerzyly wiedz¢ na temat
mozliwosci i znaczenia modulacji cyklu komoérkowego z zastosowaniem RNAi w komérkach
nieneuronalnych i neuronalnych.

Materialy i metody stosowane w pracy zostaly opisane w sposéb zwigzly, poprawnie, a
zarazem na tyle szczegétowo, ze mogg stanowié¢ cenne zZrodto informacji dla innych badaczy.
Opis materialéw zawiera bardzo starannie i przejrzyscie opracowane wykazy stosowanych
odczynnikow i roztworéw, a nawet szczegélowy wykaz uzywanej aparatury i stosowanego
oprogramowania. W celu realizacji zadan badawczych, doktorantka musiata opanowaé caty
wachlarz réznorodnych i wymagajacych metod biochemii, biologii molekularnej i biologii
komorki, takich jak projektowanie i przygotowanie oligonukleotydéw siRNA, klonowanie i
analiza elektroforetyczna DNA, transformacja bakterii i izolacja plazmidéw, metody hodowli
i transfekcji komodrek eukariotycznych, metody izolacji RNA 1 biatka z lizatéw
komoérkowych, ocena poziomu transkryptow z zastosowaniem RT-PCR i real time PCR,
ocena poziomu bialka z zastosowaniem techniki SDS-PAGE i immunoblotting, a wreszcie
metody cytometrii przeplywowej do oceny faz cyklu komoérkowego. Opis metod nie
pozostawia watpliwosci, ze doktorantka jest bardzo sprawnym i do$wiadczonym
eksperymentatorem.

Podsumowujgc, dysertacja ma przejrzysty uklad, doskonale wprowadza w
problematyk¢ badan i dobrane metody, a takze bardzo systematycznie i klarownie
przedstawia wyniki i wyplywajace z nich wnioski. W rozprawie nie wystgpuje natomiast
oddzielna i bardziej rozwinieta Dyskusja. Szkoda, bo umiejetno$¢ szerszej interpretacji
znaczenia uzyskanych danych jest waznym kryterium dojrzatosci naukowej, a uzyskane w
pracy wyniki dostarczajg bogatego materiatu do formulowania dalszych pytan. Zdaniem
recenzenta, postep naukowy zachodzi w rownej mierze przez udzielanie odpowiedzi, jak
przez stawianie nowych pytan, wynikajacych z prowadzonych doswiadczen.

Uwagi krytyczne
1. We Wstepie na str. 15 autorka oméwita hipoteze kaskady amyloidowej i stwierdzita, ze

hipoteza ta nie wyjasnia pierwotnych zrddel tej choroby. Brak jednak krétkiego chocby
wskazania na przestanki uzasadniajace takie stwierdzenie.
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2. Dalej autorka stwierdza, ze w zwigzku z ograniczeniami hipotezy kaskady amyloidowe;j
zaproponowano hipotez¢ cyklu komdrkowego, wskazujaca, ze do rozwoju choroby
Alzheimera dochodzi duzo wczesniej, jeszcze przed pojawieniem si¢ typowych zaburzen.
Nalezaloby w tym miejscu wspomnie¢ tez o innych alternatywnych hipotezach przyczyn
patogenezy AD, takich jak m.in. hipoteza dyshomeostazy wapniowej czy hipoteza
mitochondrialna.

3. Zastrzezenia budzi koncepcja rozdziatu 2.3 Wstepu, str. 17. Opisano tu wplyw beta-
amyloidu na wzrost poziomu stresu oksydoredukcyjnego, aktywacj¢ szlakéw mitogennych i
aktywacje apoptozy w moézgu w AD. O ile istotnie, jest wiele danych wskazujacych na takie
efekty beta-amyloidu, sposéb przedstawienia tego zagadnienia przeczy hipotezie cyklu
komoérkowego. Opis wspiera przeciwng sekwencje wydarzen, niz proponowana w hipotezie
cyklu. Tekst odzwierciedla raczej wydzwiek referencji, z ktérych korzystata autorka, pisanych
z perspektywy kaskady amyloidu, gdzie amyloid uznawany jest jako praprzyczyna wszystkich
zaburzen. Zabraklo komentarza, ze patogeneza AD opiera si¢ na wielu dodatnich
sprz¢zeniach zwrotnych. Amyloid moze pojawiaé¢ si¢ wskutek poglebiajacego sig¢ stresu
oksydoredukcyjnego i zaburzen cyklu komodrkowego, po czym zwrotnie stymuluje
neurodegeneracje. Brak takiego komentarza obniza znaczenie terapii przyczynowych
ukierunkowanych na cykl komérkowy jako zjawisko wtoérne wobec beta-amyloidu

4. W komorkach ludzkiej neuroblastomy po wyciszeniu ekspresji genu kinazy CDK4 za
pomoca czasteczki siRNA (sil) doktorantka zaobserwowata bardzo znaczne obnizenie
poziomu mRNA dla PS1 i beta-sekretazy (dla PS1 maksymalnie okolo 50%, dla beta-
sekretazy okoto 90%). To bardzo interesujacy wynik, implikujgcy mozliwe neuroprotekcyjne
dziatanie tego siRNA. Brakuje jednak komentarza, czy sg znane szlaki sygnalizacji, ktore
moglyby odpowiada¢ za powigzanie biatek kontroli cyklu z biatkami proteolizy APP?.

5. Ponadto, trzeba zauwazy¢, ze osiagni¢te zahamowanie cyklu komérkowego i obnizenie
poziomu ekspresji PS1 i beta-sekretazy w komorkach ludzkiej neuroblastomy nie zapewnito
znaczacej ochrony komorek przed indukcjg apoptozy pod wplywem nadtlenku wodoru. Jak
autorka moglaby to skomentowac?

6. Odpowiedz na traktowanie komoérek H,O, odroznia znaczgco komoérki nieneuronalne HeLa
od komoérek neuronalnych. Na traktowanie H,O, w stezeniach w zakresie 150-200 puM
komoérki HeLa reagowaly przechodzeniem z fazy G, do S oraz G,M, a dopiero w wyzszych
stezeniach H,O, obserwowano intensywng apoptozg. Komorki neuroblastomy natomiast juz
w 100 uM H,0, gldéwnie aktywowaty proces apoptozy, a przy nizszych stezeniach H,O,
przejawialy tendencje do zatrzymania sie w fazie G1 (rozdzial 5.3). Ten wynik jest
zastanawiajgcy i wyraznie inny, niz zaklada hipoteza cyklu komérkowego w odniesieniu do
dojrzatych, postmitotycznych neuronéw, ktére w warunkach stresu wydajg si¢ najpierw
reaktywowac cykl komoérkowy, a dopiero wtornie apoptozg. W tym $wietle nalezy zauwazyc¢,
ze wnioski z tych badan powinny by¢ wyciggane ostroznie, poniewaz badano komorki
neuroblastomy, a zatem komorki proliferujace, przeciwnie do dojrzatych neuroné6w mézgu.
Waznym dalszym etapem podjetych badan bylyby analogiczne testy w hodowli neuronéw
pierwotnych myszy lub szczura. Ich dopelnieniem moglyby by¢ testy w pierwotnych
hodowlach neuronalnych z wykorzystaniem zwierzgcych modeli AD.

7. Autorka stusznie stwierdza: ,,Uzyskane wyniki wskazuja, ze wyciszenie ekspresji genéw
kinaz cyklino-zaleznych, a w szczeg6lnos$ci kinazy cdk4, dziala ochronnie na komoérki w



przypadku zaistnienia stresu oksydacyjnego. Swiadczy o tym nizsza o 15% aktywnosé kaspaz
3 i 7 w komérkach z wyciszong, do poziomu 10%, ekspresja genu cdk4 (aktywno$¢ kaspaz na
poziomie 25%) w poroéwnaniu do komérek kontrolnych, potraktowanych kontrolnym siRNA,
gdzie kaspazy 3 i 7 byly indukowane do poziomu 40%”. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w
testach neuroprotekcyjnej roli wyciszenia ekspresji genu kinazy cdk4 w komorkach ludzkiej
neuroblastomy z zastosowaniem analizy faz cyklu komorkowego metoda cytometrii
przeptywowej uzyskano odmienne dane. Poziom apoptozy w tych analizach okre$lano na
podstawie oceny komoérek w tzw. fazie SubG;, ktéra odzwierciedla poziom
pofragmentowanego DNA w jadrze w koncowej fazie apoptozy. Wyniki pomiaru apoptozy na
podstawie zawaratosci komorek w fazie SubG, sg niezgodne z wynikami pomiaru aktywnosci
kaspaz w linii mysiej neuroblastomy i nie potwierdzajg neuroprotekcyjnego wptywu RNAI.
Nalezaloby rozbieznos¢ tych wynikow przedyskutowac.

8. W rozdziale 6, w opisie doswiadczenia, w ktérym poréwnywano wyciszenie genu cdk4
oraz jednoczesnie 3 gendéw cdk2, cdk4 i cdk6 nie jest jasne, jakie byly koncowe st¢zenia
siRNA stosowane do transfekcji komoérek Neuro2a (100 nM kazdy siRNA?). Ma to istotne
znaczenie dla interpretacji wynikow.

9. Ryc. 18, prawy panel, zdjgcie imunoblotu — obraz poziomu biatka cdk4 w stosunku do
biatka referencyjnego (beta-aktyny) nie wskazuje na podobny poziom wyciszenia ekspresji,
przeciwnie do stwierdzenia, jakie znajduje si¢ w tekscie.

10. Str. 10: Jak mozna wytlumaczy¢, ze w przypadku zastosowania czasteczek sil0Q nie
zaobserwowano zmiany w poziomie mRNA, natomiast stwierdzono okolo 60% spadek
poziomu biatka CDK4?

11. Str. 63: immunoblotting jest metoda pétilosciowa, nie ilosciowa.

12. Str. 14: ,,...preseniliny wystepuja gtéwnie w neuronach” — trudno si¢ w pelni zgodzi¢;
wysoki poziom PS1 jest obserwowany w neuronach, ale bialka te sa obecne takze w wielu
innych typach komérek, m.in. w limfocytach.

13. Str. 43, Tabela 3: schizofrenia i autyzm nie nalezg do klasycznych choréb
neurodegeneracyjnych.

Edytorska strona przygotowania rozprawy:

Praca napisana jest w sposob zwiezly, z dyscypling dla stowa pisanego, a zarazem ciekawie

i zrozumiale. Autorka postuguje si¢ na ogét poprawnym, naukowym jezykiem. To pozytywne
wrazenie ostabiajg drobne niedociggniecia redakcyjne, gléwnie w postaci dos¢ licznych
literowek, szczatkowych fragmentéw wczesniejszych wersji zdan oraz btedéw interpunkcji.
Szczegbtowy wykaz niedociagnie¢ edycyjnych przekazatam bezposrednio Autorce.

Elegancje wypowiedzi nieco psujg tez nieliczne blgdy terminologiczne i jezykowe, wsréd
ktérych z obowiagzku recenzenta muszg tu kilka przyktadowo wymieni¢:

Str. 17: ,,czynnik mitogenny kinazy biatkowej MAPK” - powinno by¢ kinaza bialkowa
aktywowana mitogenami (Mitogen Activated Protein Kinase).

Str. 14: ,,ilo$¢ komdrek™ powinno by¢: liczba komorek.



Str. 13 ,,...nikotyna obecna w dymie papierosowym rekompensuje czgsciowo niedobory
receptorow nikotynowych wynikajace z utraty neuronéw w mozgu [9,10]” .

To zapewne skr6t myslowy. Ligand/agonista (nikotyna) nie rekompensuje bezposrednio
utraty receptoréw nikotynowych.

Str. 44 ,,Choroba Alzheimera i choroba Parkinsona to ,,..choroby neurodegeneracyjne, ktérych
prawdopodobienstwo zachorowania wzrasta wraz z wiekiem” blad stylistyczny; powinno
by¢: ,,Prawdopodobienstwo zachorowania na takie choroby neurodegeneracyjne jak AD lub
PD wzrasta wraz z wiekiem”.

Wedtug klasycznej zasady, praca naukowa powinna zawiera¢ ryciny, nie ,,rysunki” (rysunek
to nazwa potoczna).

Str. 54 1 inne: nici sensowne i antysensowne raczej zamiast ,,nici sensowe i antysensowe”.

W kilku miejscach stosowane sg rézne nazwy beta-amyloidu (np. str. 14 beta amyloid, str. 15
AB, str. 17 amyloid beta i amyloid B). Zapis powinien by¢ ujednolicony.

Ryec. 15, prawy panel — usterka techniczna, przesunigcie podpiséw wobec $ciezek biatkowych.
Brak w tekscie odniesien do Ryciny 2.
Podsumowanie

Mimo kilku uwag krytycznych, ktorych celem jest gtownie zacheta do dalszej
dyskusji, wysoko oceniam przedstawiong do oceny dysertacje. Praca jest wartosciowa, a
zaplanowane do$wiadczenia sg przeprowadzone bardzo precyzyjnie. Autorka podjeta sie
zadania trudnego metodycznie i znaczacego poznawczo, konstruujgc narzedzia do wyciszania
genéw cyklinozaleznych kinaz i hamowania progresji cyklu komoérkowego, a nastepnie
testujac potencjal neuroprotekcyjny tych strategii. Na uznanie zastuguje opanowanie bogatego
warsztatu metodycznego. Uzyskane wyniki maja w wigkszosci nowatorski charakter i
stanowig wkiad w rozwdj nowych metod terapii chordb neurodegeneracyjnych, takich jak
choroba Alzheimera. Co wazne, rezultaty badan inspiruja do formulowania kolejnych pytan,
odkrywajg zatem nowe horyzonty poznawcze.

Lektura dysertacji wskazuje, ze Pani mgr Danuta Piotrzkowska ma duze
doswiadczenie i sprawno$¢ eksperymentalng, rozlegla wiedze i umiejetnos¢ krytycznej
analizy danych, a tym samym zdolno$¢ wiasciwego i samodzielnego prowadzenia badan
naukowych. Stwierdzam, Ze praca spelnia wszystkie wymogi Ustawy o Stopniach i Tytule
Naukowym stawiane rozprawom doktorskim. Z pelnym przekonaniem wnioskuje zatem do
Rady Naukowej Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych PAN w Lodzi o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Danuty Piotrzkowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Urszula Wojda

Warszawa, 28 lutego 2014 r.



