Krakéw, 28.08.2023 .

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIE]J
PANI MGR VOLHY DZIANISAVA ZATYTUELOWANE]:
»Opracowanie strategii terapii genowej progerii Hutchinsona-Gilforda”

Progeria Hutchinsona-Gilforda (HGPS, ang. Hutchinson-Gilford progeria syndrome) to
rzadka, uwarunkowana genetycznie choroba, ktéra charakteryzuje sie przedwczesnym
procesem starzenia, w tym postepujaca miazdzyca naczyn krwiono$nych czy
nieprawidlowosciami w funkcjonowaniu nerek i innych narzadéw. Cho¢ minetlo juz 20 lat
od opisania molekularnego podtoza choroby i identyfikacji mutacji w genie LMNA, co
prowadzi do produkcji progeryny, skréconej formy biatka otoczki jadrowej - laminy A,
choroba do tej pory jest nieuleczalna. Leczenie HGPS zaklada wykorzystanie $rodkéw
farmakologicznych, niespecyficznie obnizajacych poziom niepozadanego bialka, albo terapii
genowych, majacych na celu zahamowanie syntezy progeryny.

Mgr Volha Dzianisava skupita sie na wykorzystaniu drugiej strategii i postanowila
wykorzysta¢ mozliwosci biologii molekularnej w celu zaprojektowania i sprawdzenia
dziatania matych interferujacych RNA specyficznie rozpoznajacych mRNA progeryny
i powodujacych obnizenie poziomu progeryny, ale nie laminy A. Badania te zrealizowala
w Pracowni Biatek Jadrowych Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, pod
kierunkiem promotora, Pana prof. dr hab. Ryszarda Rzepeckiego oraz promotora

pomocniczego, Pani dr Katarzyny Piekarowicz.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymagania formalne. Jest podzielona na klasyczne
rozdziaty, napisana w jezyku polskim, prawidtowo sformatowana i starannie opracowana.
Na 186 stronach zamieszczono kolejno: Streszczenie i angielskojezyczny Abstract, Wykaz
skrétéw, Wstep teoretyczny, ZatoZenia i cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusje
i Podsumowanie. Prace koncza Spisy tabel i rycin, Bibliografia a takze Lista osiagnie¢
Doktorantki.

Praca zawiera nieliczne bledy jezykowe/stylistyczne/literowe, np.:

- Str. 12. Pierwsza préoba hodowli in vitro fibroblastéw uzyskanych od dawcéw z HGPS

nalezy do 1969 roku.
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- Str. 22. Biorac pod uwage ten fakt, Ze obnizenie poziomu progeryny lub farnezylowanej
prelaminy A odwraca oznaki starzenia komoérkowego, mozna zrobi¢ wniosek o tym, ze
akumulacja progeryny jest jednym z czynnikéw indukujacych procesy starzenia.
- Str. 35. Jednoczenie nie przedstawiono danych odnoscie odpornoéci tak zmodyfikowanych
oligonukleotydéw na dziatanie rybonukleaz.
- Ponadto, zastanawia mnie, dlaczego wybrane skroty w Wykazie skrotéw maja zar6wno
polska nazwe jak i ttumaczenie w jezyku angielskim a dla niektérych podano jedynie nazwe
w jezyku polskim.

Pomimo tych (wskazanych tu jedynie z obowiazku Recenzenta) i innych pomylek
jezykowych, prace pod wzgledem edytorskim oceniam wysoko - jest starannie

przygotowana, ryciny sa czytelne, tabele dobrze opisane. Prace czyta sie bardzo dobrze.

Ocena merytoryczna rozprawy

Mgr Volha Dzianisava postawita sobie za cel opracowanie strategii terapii genetycznej
progerii Hutchinsona-Gilforda, podjeta sie wiec waznego i trudnego zadania. W swojej pracy
laboratoryjnej przeprowadzita szereg kolejnych etapéw optymalizacji transfekcji komodrek
specyficznymi siRNA targetujacymi progeryne i weryfikowata wyniki tych analiz stosujac
ré6zne metody biologii molekularnej, m.in. wykorzystywala cytometrie przeptywowa,
wykonywata barwienia immunofluorescencyjne, badata ekspresje genéw i biatek z uzyciem
(odpowiednio) metody PCR w czasie rzeczywistym i Western blot.

Zanim jednak opisala wyniki doswiadczen, bardzo dobrze wprowadzitla w temat
badanej choroby i mozliwosci jej leczenia. We Wstepie, liczacym 41 strony, zobrazowanym
az 10 rycinami, Doktorantka skupila sie na opisie HGPS, opisata gltéwne modele komoérkowe
izwierzece do jej badania oraz przedstawila potencjalne mozliwosci terapeutyczne.
W drugiej czeSci Wstepu skoncentrowata sie na przyblizeniu mozliwoéci modyfikacji
nukleotydéw w terapii genowej a na koniec, w Rozdziale 1.6, opisala zastosowanie
oligonukleotydéw w terapiach choréb genetycznych. Ten ostatni rozdziat jest w mojej opinii
zbyt obszerny, pewne zawarte tam informacje, biorac pod uwage temat rozprawy mozna
ograniczyc.

Wstep czyta sie dobrze i uwazam, ze $wietnie wprowadza czytelnika do lektury
dalszych czesci rozprawy. Do tej czeSci pracy mam nastepujace pytanie/komentarze:

1. Opisujac rézne modele badawcze, Doktorantka do$¢ pobieznie przedstawita
mozliwo$ci wykorzystania technologii indukowanych komérek pluripotencjalnych,

(iPSC) do modelowania progerii i nie wspomniala o niewatpliwej zalecie jaka jest
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stosowanie linii izogenicznych. Chetnie wystucham opinii Doktorantki na ten temat
podczas obrony pracy. Ciekawa jestem czy sa opublikowane prace do§wiadczalne
z uzyciem takiego modelu. W bazie PubMed znajduja sie prace opisujace
wykorzystanie komoérek iPSC réznicowanych do komoérek $rédblonka czy
kardiomiocytow i ich zastosowania w badaniach nad HGPS (np. DOI:
10.3389/fphys.2022.1007418; DOI: 10.3389/ fphys.2022.1007418), ale akurat w
tych publikacjach nie wykorzystywano linii izogenicznych. Czy Doktorantka zna
prace, w ktérych do modelowania progerii uzyto wiasnie linii izogenicznych?

2. NaRyc. 1.2. - nie wytlumaczono co oznacza skrét CSIM a w legendzie Ryc. 1.7 warto
bytoby poda¢ co oznacza skrét MOE.

3. Nastr. 42 Doktorantka pisze o aptomerze, zamiast o aptamerze. Dalej na tej samej
stronie wspomina o PEG czyli raczej o glikolu polietylenowym a nie polimerze
polietylenglikolowym.

4. Chciatabym zwroci¢ réwniez uwage, ze zapis ,Nrf2” biorac pod uwage wiasciwa
nomenklature nie jest poprawny - skrdt bialka powinien by¢ pisany wielkimi

literami (NRF2).

W dalszej czesci pracy Doktorantka przedstawita gltéowne Zalozenia i sformutowata
Cel swojej rozprawy doktorskiej. Jak juz napisano powyzej, gldéwnym zadaniem byto
opracowanie strategii terapii genowej progerii Hutchinsona-Gilforda. Doktorantka pisze, ze
,Do osiagniecia celu niniejszej pracy jako lek genetyczny wybrano siRNA” (str. 51). W mojej
opinii, zdanie to nie jest do korica poprawne. siRNA to raczej metoda a nie lek.

Rozdzial Materialy i Metody zawiera szczegblowe opisy przeprowadzonych
eksperymentéw. Na pochwate zastuguje fakt, ze doktadnie okreSlono zaangazowanie innych
0s0b w przeprowadzone do$wiadczenia, np. uzyskanie sublinii HeLa z nadprodukcja GFP,
GFP-laminy A i GFP-progeryny oraz ich sortowanie. Autorka podata dane dotyczace
wszystkich odczynnikéw, w tym przedstawita ich numery katalogowe, co jest bardzo cenne,
szczegdlnie dla osdb, ktére chcialyby powtdrzyé wykonane doswiadczenia.

Mam kilka sugestii do tej, starannie opracowanej, czesci rozprawy:
1. Skrétem myslowym jest zapis na str. 55 - ,Do uzyskania sublinii HeLa

z nadprodukcja GFP, GFP-laminy A i GFP-progeryny komoérki byly transdukowane

retrowirusem”. Jak rozumiem, Autorka miala na mysli wektor retrowirusowy a nie

strice wirus.
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10.

11.

12.

13.

Str. 55 - przy opisie warunkéw hodowli linii komérkowych, Doktorantka pisze
o dodawaniu 1% mieszaniny antybiotykow (zapewne chodzi o ampicyline
i penicyline ale nie podano doktadnie); sugeruje podawaé wartoéci antybiotykéw
w jednostkach/stezeniach a nie w procentach.

Przy opisie pozyskania komorek fibroblastéw pacjentéw z HGPS, Autorka powiela
pelna nazwe Fundacji na Rzecz Badan Progerii, zamiast stosowa¢ wprowadzony
w pracy skrét PRF.

Mgr Dzianisava pisze, ze badala czy komorki nie sa zakazone mykoplazma, ale
stosowata w tym celu jedynie barwienie DAPI, co nie jest specyficzna metoda,
obawiam sie tez, ze takie badanie nalezy wykonywaé nie tylko przy pierwszym
rozmrozeniu komoérek ale systematycznie w trakcie ich hodowli.

Zastanawia mnie czy prawidlowo zapisano nazwy w 1 kolumnie w tabeli 3.2. a takze
pbZniej, np. w sekcji wyniki (zapis siRNA Prog1/progi etc).

Szkoda, Ze przy opisie odczynnikéw do analizy western blot nie podano
spodziewanych mas np. biatek fuzyjnych, identyfikowanych w kolejnym rozdziale.
Doktorantka uzywa sformutowania ,leki drobnoczasteczkowe”/ leki genetyczne”.
Biorac pod uwage, fakt, ze stosuje m.in. sulforafan, i prowadzi analizy in vitro
lepszym sformutowaniem w mojej opinii wydaje sie by¢ okreSlenie ,zwiazki
drobnoczasteczkowe”.

Opis transfekgji na str. 62-63 bylby bardziej czytelny, gdyby gléwne parametry
zestawiono w tabeli.

Zastanawia mnie dlaczego, tak jak napisano na str. 66 - ,Zele poliakrylamidowe
przygotowywano 1-5 dni przez elektroforeza”. Z czego wynika fakt przygotowania
zelu na 5 dni przed planowanym rozdzialem elektroforetycznym?

Str. 67 - z opisu przygotowania prébek do analizy Western Blot wynika, Ze nie
mierzono stezenia biatka, ale lizowano okre$lona liczbe komérek i taki lizat
wykorzystywano w dalszych etapach procedury. Nie jest to (chyba) powszechny
sposob przygotowania probek - z czego wynika takie podejscie?

W tej czeSci Doktorantka naduzywa stowa ,analiza/analizowa¢” (dla przyktadu, na
str. 64 uzyto go 9 razy). Warto stosowa¢ zamienne wyrazenia.

W opisie procedur zdarzaja sie niefortunne sformutowania, jak np. ,,mieszano
mieszaniny ze soba z uzyciem vortex”

Prawidlowa nazwa firmy to Sigma-Aldrich a nie Sigma.
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Zakres metod opanowanych przez Doktorantke wskazuje na jej duze
zaangazowanie w prace laboratoryjna. Mgr Dzianisava biegle postuguje sie réznymi
technikami biologii molekularnej, a biorac pod uwage specyfike przeprowadzonych analiz,
nalezy podkresli¢, Ze musiata spedzi¢ dlugie godziny pod laminarem, wykonujac kolejne
etapy optymalizacji protokotu prowadzacego do wydajnego obniZenia poziomu progeryny
w badanych komorkach.

Rozdzial Wyniki jest obszerny, zawiera az 49 rycin i 14 tabel, z danymi liczbowymi
do odpowiednich rycin. Doktorantka w logiczny sposob przedstawila kolejne etapy
do$wiadczen i dobrze je opisata. Wiele z przeprowadzonych analiz nie dato pozytywnych
wynikéw, ale ich rezultaty sktanialty mgr Dzianisave do kolejnych testoéw. W pierwszym
etapie badan, Doktorantka scharakteryzowala uzywany model komérkowy, tj. linie
komoérkowa HeLa, zmodyfikowana poprzez wprowadzenie plazmidéw kodujacych GFP,
GFP-lamine A lub GFP-progeryne a nastepnie opisata badania nad projektowaniem siRNA
specyficznie rozpoznajacych mRNA progeryny. Nie bylo to tatwe zadanie, ze wzgledu
identyczno$¢ fragmentéw eksonu 11 i 12 mRNA laminy A i progeryny, co moze prowadzi¢
do potencjalnego oddziatywania siRNA z mRNA laminy A.

Autorka przetestowala kilkanascie sekwencji siRNA targetujacych progeryne oraz
sekwencje kontrolna (scrambled). Badata rézne iloéci/stezenia siRNA i sprawdzala
wydajnoé¢ kilku odczynnikéw transfekcyjnych. Wyniki zmian intensywnosci fluorescencji
pokazane na Ryc. 4.15 wskazuja, Ze najlepiej dziatajacymi i specyficznymi wobec mRNA
GFP-progeryny byly (nazwane przez Doktorantke) siRNA progs i prog6, co zostato réwniez
potwierdzone w dalszych analizach metoda Western blot poziomu GFP-progeryny. Dobrze
dziatajacymi okazaly sie takze siRNA progg, progi2 i progi4, w zwiazku z czym do dalszych
analiz wyselekcjonowano powyzsze 5 sekwencji jako najbardziej efektywne i specyficzne
wobec mRNA progeryny. W kolejnym etapie badarh mgr Dzianisava okreélita jak na komoérki
Hela z nadprodukcja GFP-progeryny zadzialaja wyselekcjonowane zwiazki
maloczasteczkowe - sulforafan (SFN), rapamycyna, lonafarnib i ATRA. Celem tych
doswiadczert byt wybdér najefektywniejszego zwiazku obniZzajacego poziom progeryny,
ktory moglby by¢ zastosowany razem z testowanymi wcze$niej siRNA. Zwiazkiem tym
okazat sie by¢ lonafarnib - nota bene jedyny klinicznie stosowany lek w terapii progerii. Po
przeprowadzeniu testéw optymalizacyjnych, wlasciwe do$wiadczenie wykazato, iz
zastosowanie kombinagcji lonafarnibu i siRNA prog6 dziala addytywnie. Ostatnim etapem
badan byto sprawdzenie, czy na efekt wyciszenia ekspresji progeryny wplynie zastosowanie

modyfikanych siRNA. Doktorantka postawila hipoteze, ze siRNA zawierajace atom fluoru
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lub grupe metoksylowa w pozycji 2’ rybozy zwiekszy ich odpornoé¢ na degradacje
enzymatyczna. Zauwazyla zréznicowany wplyw modyfikacji na stabilnos¢ i efektywnosé
rozpoznawania docelowego transkryptu. Ostatnie eksperymenty przeprowadzone zostaly
z wykorzystaniem fibroblastéw od dawcoéw z progerig. Wyniki pierwszych eksperymentow
majacych na celu wyciszenie ekspresji progeryny nie byly zadowalajace, w zwiazku z czym
Doktorantka zmodyfikowala protokoét transfekcji. Dzieki dwukrotnej transfekcji niskimi
dawkami siRNA w odstepie tygodnia mgr Dzianisava uzyskala satysfakcjonujace wyniki, tj.
obnizenie poziomu progeryny ponizej 20% jej wyjSciowego poziomu.

Po analizie rozdziatu Wyniki, prosze o doprecyzowanie nastepujacych zagadnien:

1. Na Ryc. 4.8 pokazano, ze w przypadku siRNA znakowanych Cy3 nie
obserwowano spadku poziomu laminy A i C zaréwno po 3, jak i 6 dniach po
transfekcji ale uzyskano bardzo wydajne obniZzenie po zastosowaniu
nieznakowanego siRNA lamina A/C i lipofektaminy po 3 dniach. Czy
przeprowadzono réwnoczeénie analize z nieznakowanym siRNA po dtuzszym
czasie, tj. po 6 dniach? Czy efekt wyciszenia sie utrzymywat?

2. Sprawdzenie r6znych stezeni siRNA lamina A/C i lipofektaminy pokazane na Ryc.
4.9 wskazuje, ze juz 15 nM stezenia dziata bardzo wydajnie. Pytanie podobne jak

powyzej - jak dlugo ten efekt sie utrzymuje?

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, Ze wszystkie przeprowadzone analizy
koncentrowaly sie na ustaleniu najlepszych parametréw procesu transfekcji
i zoptymalizowaniu uzytych siRNA w celu obniZenia poziomu progeryny. Zdaje sobie
sprawe z ogromu pracy wtozonej w te badania, jednak musze wskaza¢ na fakt, ze (spora)
cze$¢ eksperymentéw byta wykonana tylko jednokrotnie, niektére wykresy nie zawieraja
odchyleni standardowych (n=1). Wycigganie wnioskéw z takich analiz moze by¢ obarczone
duzym btedem (np. Ryc. 4.11 - Autorka konkluduje, ze uzyskano znaczne obnizenie
intensywnosci fluorescencji - nie jestem przekonana do stwierdzenia, ze wida¢ to dla siRNA
progH3, w poréwnaniu do sekwencji scrambled, wyciagnietego z jednego powtérzenia).
Zauwazylam, Ze Tabela 4.6. nie przedstawia, tak jak opisano, danych liczbowych dla
wykresu na Rycinie 4.27A a jest zduplikowaniem Tabeli 4.1. Szkoda, Ze do$wiadczenia
zostaly wykonane jedynie w modelach komérkowych. Doktorantka zdaje sobie sprawe z
tego ograniczenia i w Dyskusji nakresla plan dalszych eksperymentéw in vivo w mysim
modelu zawierajacym kopie ludzkiego genu LMNA®®°%¢, Nalezy podkredli¢, ze rozdziat

Dyskusja jest dobrze napisany, Doktorantka swobodnie interpretuje swoje wyniki,
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analizujac je i poréwnujac z danymi literaturowymi. Cytuje wiele nowych i najnowszych
publikacji. Mata uwaga edytorska do tej czeSci rozprawy dotyczy odwolywania sie do
konkretnych rycin z sekcji Wyniki - nie jest to btad, ale w pracach naukowych raczej nie

stosuje sie takiego podejscia.

Podsumowanie
Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, Ze Doktorantka posiada
umiejetno$¢ samodzielnego planowania, wykonania i opracowania rezultatdw swojej pracy
naukowej. Pani mgr Volha Dzianisava uzyskata wyniki, ktére moga sta¢ sie podwalina do
przeprowadzenia dalszych dos$wiadczen, w tym kluczowych badant w modelu in vivo
progerii Hutchinsona-Gilforda.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i stanowi dowdd na
posiadana przez Doktorantke wiedze teoretyczna i praktyczna znajomoé¢ technik metod
biologii molekularnej niezbednych do prowadzenia pracy badawczej.

W zwiazku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Volhy Dzianisavy do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,
Agke kihole

Agnieszka Foboda
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