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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Volhy Dzianisavy
pt. ,,Opracowanie strategii terapii genowe;j
progerii Hutchinsona-Gilforda”

Choroby genetyczne naleza z jednej strony do schorzen o skomplikowanych
mechanizmach 1 zazwyczaj ciezkim przebiegu klinicznym, a z drugiej strony
niezwykle trudnych do leczenia. Ztozone mechanizmy molekularne dotycza zardéwno
choréb wielogenowych jak tez tych spowodowanych mutacjami w pojedynczych
genach, ze wzgledu na skomplikowane sieci powiazan strukturalno-funkcjonalnych
makroczasteczek wystepujacych w  komorkach. Trudno$ci w  opracowaniu
skutecznych terapii choréb genetycznych wynikaja gtownie z faktu, ze zmienione sa
wszystkie komorki w organizmie, a defekty funkcjonalne wynikaja nie z pojawiania
sie patologicznych czynnikéw zewnetrznych (ktére mozna by na rézne sposoby
eliminowac) ale z wewnetrznych cech materialu genetycznego pacjentéw. Choréb
genetycznych dla ktérych wprowadzono specyficzne terapie jest bardzo niewiele, co
w Swietle tego, Zze schorzen z tej grupy znanych jest ponad 20 tysiecy, w tym ponad 7
tysiecy chorob jednogenowych wskazuje na ztozono$¢ i poziom komplikacji
zagadnienia. Wobec takiej skali problemow, opracowanie nowych terapii w celu
zniwelowania efektow genetycznych nieprawidtowosci w komorkach wymaga dziatan
nie tylko lekarzy, ale przede wszystkim specjalistoéw z zakresu genetyki i biologii
molekularnej oraz biotechnologii.

Rozprawa doktorska Pani mgr Volhy Dzianisavy dotyczy prob opracowania
specyficzne] terapii progerii Hutchinsona-Gilforda. Schorzenie to wywotane jest
specyficzna mutacja w genie LMNA, skutkujaca nieprawidtowym splicingiem
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transkryptu tego genu i pojawieniem si¢ nieprawidlowej formy laminy A, zwanej w
tym przypadku progeryna. Mutacja ta ma charakter dominujacy, co powoduje, ze
znalezienie skutecznego leku jest tym bardziej trudne. Doktorantka jako strategie
terapeutyczna wybrata uzycie matych interferujacych RNA, ktore specyficznie
rozpoznaja mRNA kodujgce progeryne i powoduja w efekcie obnizenie poziomu tego
biatka. Bylo to zadanie bardzo ambitne, a z drugiej strony trudne, szczegolnie
zwazywszy na koniecznos¢ utrzymania odpowiedniego poziomu prawidlowej laminy
A w komorce w celu uniknigcia powaznych efektéw niepozadanych.

Pani mgr Volha Dzianisava zlozyla rozprawe doktorska w formie
tradycyjnego manuskryptu, ktory przygotowany jest w konwencji standardowej dla
tego typu dysertacji z zakresu nauk biologicznych. W czesci wstepnej Doktorantka
opisata progeri¢ Hutchinsona-Gilforda oraz modele badawcze stosowane w pracach
nad tg chorobg, a nastgpnie przedstawita strategie terapii genowej, ze szczegdlnym
uwzglednieniem  procedur  opartych na  zastosowaniu  antysensownych
oligonukleotydéow. Nieco zbyt ogdlnie potraktowany jest opis samej choroby, jej
mechanizméw, a w szczegdlnosci efektow klinicznych. Niemniej mozna zwrocié
uwage, ze przedstawiona rozprawa zostata ztozona w ramach procedury zmierzajacej
do nadania stopnia doktora nauk biologicznych, zatem mato szczegélowy opis
symptomoéw choroby mozna w tym przypadku uznaé¢ za wystarczajacy. Uwazam w
takim razie, ze tak przedstawiony wstep potwierdza ogdlna wiedze Doktorantki w
zakresie tematyki prowadzonej przez nia badan. Opis materiatéw i metod jest
szczegolowy,  pozwalajacy na  zrozumienie  szczegdtdw  technicznych
przeprowadzonych doswiadczen oraz ich ewentualne powtdrzenie.

Jako gtownego modelu badawczego Doktorantka uzyta linii komorek Hel a
nadprodukujacych biatka fuzyjne: GFP-progeryne, GFP-laming A oraz GFP. Celem
szczegélowym pracy bylo opracowanie i optymalizacja potencjalnej terapii z
wykorzystaniem matych interferujacych czasteczek RNA, selektywnie rozpoznajacych
mRNA progeryny 1 prowadzacych do jego degradacji. Skutkowaé to powinno
obnizeniem poziomu progeryny w komodrkach. Pani mgr Volha Dzianisava
zaprojektowata i scharakteryzowata wiele wariantéw RNA, o réznych sekwencjach
nukleotydowych. Celem tych analiz by wybdr najbardziej efektywnych i

tel. +48 58 523 6025 ul. Wita Stwosza 59
. ) B fax. +48 58 523 5501 80-308 Gdansk
Wydziat Biologii e-mail: grzegorz. wegrzyn@ug.edu.p! www biclogy.ug.edu.pl ~ WYDZIAL

Uniwersytetu Gdanskiego
BIOLOGIH

UNIWERSYTET GDANSKI



| Uczelnie

Bl
l Fahrenheits

G Uniwersytet
& Gdanski

specyficznych oligonukleotydéw, ktére w efekcie powoduja istotne zmniejszenie
poziomu progeryny, pozostawiajac niezmieniony poziom wiasciwej laminy A.

Po wyselekcjonowaniu oligonukleotydéw o najlepszych z punktu widzenia
przyszlej terapii whasciwosciach, Pani mgr Volha Dzianisava zbadata efektywnos¢
terapil lgczonej, przy zastosowaniu wybranych oligonukleotydow oraz réznych
zwiazkow, ktore wezesniej byly stosowane lub rozwazane do zastosowania w terapii
progerii. Najbardziej zachecajace wyniki Doktorantka uzyskala w przypadku
kombinacji jednego z oligonukleotydéw oraz lonafarnibu, leku juz stosowanego w
leczeniu progerii, ktory dziata jako inhibitor procesu farnezylacji.

W celu zwigkszenia stabilnosci oligonukleotydéw, poddane one zostaty
modyfikacjom chemicznym. Takie manipulacje okazaty sie skuteczne w przypadku
jednego rodzaju modyfikacji, ktéry jednoczesnie nie wplywat znaczgco na aktywnosé
biologiczng czasteczek RNA. W ostatnim etapie pracy, Doktorantka wykazata, ze
testowane oligonukleotydy sa aktywne nie tylko w modelu opartym na
modyfikowanych komorkach Hela lecz takze w fibroblastach pochodzacych od
pacjentow cierpigcych na progerie.

Uzyskane przez Paniag mgr Volhe Dzianisave wyniki sa obiecujgcym
punktem wyjscia do dalszych prac nad opracowaniem specyficznej terapii progerii
Hutchinsona-Gilforda. Sa one dojrzale omoéwione w rozdziale pt. ,Dyskusja”,
aczkolwiek w rozdziale tym znajduje si¢ nieco zbyt duzo powtorzen opisdéw
rezultatow, ktore wezesniej przedstawiono w rozdziale pt. ,, Wyniki”. Niemniej catosé
pracy jasno wskazuje, ze Pani mgr Volha Dzianisava potrafi prowadzi¢ samodzielnie
badania naukowe oraz rozwigzac problem naukowy.

W trakcie szczegdtowe) lektury rozprawy doktorskiej Pani mgr Volhy
Dzianisavy nasunety mi si¢ rozne uwagi, watpliwosci i pytania, ktore przedstawiam
ponizej (poprosze Doktorantke o odpowiedzi podczas obrony rozprawy doktorskiej na
te z punktow, ktore sa dyskusyjne):

1. W pracy wystepuje stosunkowo duza liczba btedoéw literowych i innych

drobnych bledow pisarskich.

2. W Tabeli 1.1 (str. 23) podano, ze rapamycyna zwicksza aktywnosc

proteasomalna. Z dostepnych danych literaturowych wynika, ze
glownym efektem dzialania rapamycyny jest stymulacja procesu
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autofagii (w wyniku hamowania aktywnosci kinazy mTOR), a nie
aktywacja proteasomu.

Str. 30 — sformutowanie ,,wydtuzenie dtugosci zycia” jest niezreczne;
lepiej bytoby napisac ,,wydtuzenie zycia”.

Str. 55 — Zbiory linii komoérkowych Instytutu Immunologii 1 Terapii
Doswiadczalne] PAN nie sg pierwotnym zrédlem komorek Hel.a. W
opisach materialdow nalezy podawac takze oryginalne zrodlo lub
odnosnik literaturowy.

. Na str. 62 podana jest informacja, ze ,hodowla komorek byla

prowadzona zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej”. Czy
faktycznie przestrzegane byly zasady dobrej praktyki laboratoryjnej (ang.
Good Laboratory Practice) zgodnie z rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
z dnia 4 czerwca 2003 roku w sprawie kryteriow, ktore powinny spetniac
jednostki organizacyjne wykonujgce badania substancji i preparatow
chemicznych, oraz kontroli spetnienia tych kryteriéw (Dz.U. z 2003 r. nr
116, poz. 1103)? Jesli tak, to czy faktycznie byto konieczne
przestrzeganie tak rygorystycznych przepisow w trakcie wykonywania
tych badan?

. W opisie niektérych doswiadczen, np. zaprezentowanych na Rycinie

4.13, 4.14 1 innych, wskazano n=1, zatem eksperyment zostat wykonany
tylko raz. Prosze o komentarz Doktorantki na temat jej opinii o
wiarygodnosci  wynikéw  doswiadczen  wykonanych  zaledwie
jednokrotnie.

Str. 93, 123, 141 i 147 w opisach i analizie wynikow wskazano na wzrost
albo obnizenie wielkosci badanych parametréw, mimo braku istotnosci
statystycznej roznic wartosci w stosunku do doswiadczen kontrolnych.
Mam odmienne zdanie odnosnie do takiej interpretacji wynikow. Brak
statystycznie istotnych réznic wskazuje na to, ze zmierzone rozne
wartosci danych parametrow odpowiadaja jedynie przypadkowej
fluktuacji wartosci, wynikajacej z istnienia losowych zmian. Nie mozna
zatem moéwi¢ w takim przypadku o wzroscie lub obnizeniu wielkosci
mierzonego parametru pod wplywem badanego czynnika, a raczej
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powinno si¢ wskazywaé na brak roznic w stosunku do warunkdw
kontrolnych. Prosze Doktorantke o komentarz i stwierdzenie czy zgadza
si¢ z takg interpretacja, a jesli nie, to dlaczego.

. Str. 94 1 147 — Okreélenia »lub/oraz” a takze »1/lub” nie majg w jezyku

polskim logicznego sensu. Okreslenie ,,oraz” tak samo Jjak ,,i” miesci sie
Juzw znaczeniu stowa »lub”, zatem aby zachowaé logike zdania i wyrazié
to, ze dana cecha dotyczy jednego z wymienionych czynnikéw badz obu,
nalezato uzy¢ stowa »lub” (koniunkeji nieroziacznej).

. Str. 96 — Doktorantka pisze: ,,Brak istotnych statystycznie roznic wynika

z istoty metody western blot”. Nastepnie na str. 147 czytamy: , Brak
istotnych statystycznie rdznic analizy densytometrycznej poziomu GFP-
progeryny dla niektérych siRNA wynika z duzego zroznicowania
wynikéw 1 jest spowodowany kumulacja bledow przypadkowych
wystepujacych na roznych etapach analizy western blot, ktére sa
niemozliwe do eliminacji”, Uwazam, ze jest to zbyt daleko posunieta
interpretacjia wynikéw. Co prawda moze tak by¢, jak napisata
Doktorantka, ale mozna sobie réwniez wyobrazié przynajmniej kilka
innych przyczyn uzyskania takich wynikéw. Nalezato zatem przedstawié¢
powyzsze twierdzenia nie jako wnioski, ale Jako jedne z mozliwych
hipotez.

10. Nie zgadzam sie z interpretacja wynikow przedstawionych na str. 98,

wyrazonych  nastepujaco: »Podsumowujac  mozna wnioskowaé o
wysokiej specyficznosei analizowanych siRNA wobec mRNA GFP-
progeryny...”. Z rezultatéw przedstawionych na Ryc. 4.18 wynika, ze
taka interpretacja jest mozliwa tylko w przypadku siRNA 0znaczonego
jako Prog5, gdzie Po jego zastosowaniu nie bylo istotnych réznic w
poziomie GFP-laminy zas$ uzyskano statystycznie istotne obnizenie
poziomu GF P-progeryny. W przypadku wszystkich innych siRNA, albo
istotne réznice wystepowaly dla pozioméw obuy badanych biatek albo nje
byto ich w przypadku zadnego 7z nich.

11. Na str. 131 Czytamy: ,,Dla probki po traktowaniu sIRNA scr natozono

zbyt mato biatka sciezke, zeby uzyskaé sygnat, ktoéry mozna poréwnywag
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do reszty probek”. Dlaczego nie powtorzono tego doswiadczenia,
nakladajac odpowiednia ilo$¢ biatka? Czy ten eksperyment zostaly
wykonany tylko raz? Nawiazuje tez tutaj do problemu opisanego w
punkcie 6 (powyzej).

W podsumowaniu uwazam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Volhy
Dzianisavy spelnia warunki okreslone w odpowiednich przepisach okreslajacych
kryteria jakie muszg spetni¢ kandydaci do stopnia naukowego doktora. W zwigzku z
powyzszym wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani Volhy Dzianisavy do dalszych
etapow procedury zmierzajacej do nadania jej stopnia doktora w dziedzinie nauk
scistych 1 przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.
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