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Prof. dr hab. Krzysztof Sobczak Poznan, 25 listopada 2023 r.
kierownik Zaktadu Ekspresji Genéw

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Volhy Dzianisavy zatytutowanej , Opracowanie
strategii terapii genowej progerii Hutchinsona-Gilforda”

Niniejszg ocene wykonatem jako osoba powotana do funkcji recenzenta przez Rade
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne, Uniwersytetu Wroctawskiego (UW). Oceny
dokonatem wedtug obowigzujgcych uregulowan prawnych na podstawie przekazanej mi
rozprawy doktorskie;.

Praca doktorska mgr Volhy Dzianisavy zostata wykonana w Pracowni Biatek
Jadrowych, Wydziatu Biotechnologii UW pod opiekg merytoryczng prof. dr hab. Ryszarda
Rzepeckiego, petnigcego funkcje promotora w przewodzie doktorskim oraz dr Katarzyny
Piekarowicz, petnigcej role promotora pomocniczego.

Wczesniejsze badania zespotu kierowanego przez pana profesora koncentrowaty
sie na poznaniu funkcji biatek wewnetrznej warstwy otoczki jadrowej (tzw. blaszki
jadrowej), w tym lamin, w regulacji funkcji jadra komdrkowego w procesach
fizjologicznych i w patologii chorob monogenowych, w tym laminopatii. Jedng z takich
choréb jest progeria Hutchinsona-Gilforda (HGPS), w ktérej mutacji ulega gen LMNA
kodujacy lamine A i C. Mutacja genu powoduje wprowadzenie alternatywnego miejsca 5’
splicingu w eksonie 15, w wyniku czego dochodzi do wadliwego splicingu mRNA LMNA, a
w konsekwencji do syntezy skréconej formy laminy A, zwanej progeryng. Ta ciezka,
autosomalna, dominujgca choroba genetyczna jest dotgd nieuleczalna i prowadzi do
Smierci nosicieli mutacji w wieku dzieciecym. Dlatego tez zasadnym byto postawienie za
cel badan opracowanie podstaw strategii terapeutycznej celujacej bezposrednio w
zmutowang czgsteczke RNA. Elementy tego szerokiego zagadnienia staty sie podstawg
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projektu doktorskiego mgr Volhy Dzianisavy. Zasadniczym celem badain byto
zaprojektowanie i przetestowanie narzedzi interferencji RNA (RNAi) w postaci
duplekséw siRNA, wigzacych sie selektywnie do zmutowanego mRNA progeryny, ale nie
do prawidtowego mRNA LMNA, inicjujgc degradacje zmutowanego mRNA, a tym samym
istotnie ograniczajac produkcje toksycznej progeryny.

Oceniana rozprawa doktorska sktada sie z trzech gtéwnych czesci. Pierwszg stanowi
obszerny, liczacy ponad 40 stron, wstep omawiajgcy wnikliwie istniejgcy stan wiedzy w
zakresie tematyki projektu. Doktorantka opisuje w nim zaréwno podstawy genetyczne
jak i mechanizmy molekularne stojace u podstaw HGPS, jak i dotad opracowane
strategie terapeutyczne tej choroby. W dalszej cze$ci wstepu opisano zastosowanie
kréotkich terapeutycznych oligonukleotydow antysensowych, w tym narzedzi RNAI,
uwzgledniajgc chemiczne modyfikacje tych reagentdéw oraz sposéb ich dostarczania do
komorek. Czes¢ ta napisana jest w sposdb bardzo kompetentny i informatywny, i
doskonale wprowadza czytelnika w tematyke badawczg.

Druga cze$¢ zawiera bardzo konkretnie nakreslony i szczegétowo umotywowany cel
badan z uwzglednieniem przyjetej strategii badawczej. Trzecim, najobszerniejszym
elementem rozprawy jest drobiazgowy opis zasadniczej czesci pracy, rozpoczynajacy sie
omowieniem  metodyki badawczej, a konczacy sie  przedstawieniem i
przedyskutowaniem uzyskanych wynikéw prowadzonych badan. Jest to tradycyjny uktad
pracy dyplomowej pozwalajacy na logiczne wprowadzanie poszczegdlnych tresci. Na
uwage zastuguje bardzo klarowny opis poszczegdlnych podrozdziatdw, rozpoczynajacych
sie krotkim wprowadzeniem, ukazujgcym celowos¢ podjecia konkretnych zadan
badawczych, a konczacych sie konkluzjami nie wykraczajgcymi w wiekszosci przypadkow
poza realny wynik przeprowadzonych eksperymentéw, gtebiej przedyskutowanymi w
ostatniej czesci pracy z dotychczasowg wiedzg z zakresu przedmiotu prowadzonych
badan. Generalnie badania zostaty dobrze zaplanowane, wykonane i w wiekszosci
wiasciwie zinterpretowane. Z obowigzku recenzenta zwrdce jednak uwage na pewne
niedoskonatosci pracy, aby umozliwi¢ wprowadzenie ewentualnych zmian w
manuskrypcie, przed wystaniem go do recenzji w czasopismie naukowym.

Celem pierwszej czesci realizowanych badan byto stworzenie i scharakteryzowanie
dwoch modeli komorkowych ze stabilng ekspresjg albo zmutowanej postaci mRNA
kodujacego progeryne w fuzji z GFP, albo modelu kontrolnego, stuzgcych w dalszej czesci
projektu do testowania projektowanych siRNA. Ta cze$é pracy jest w petni czytelna i
pokazuje starannos¢ w doborze i wnikliwej charakterystyce modelu komérkowego,
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bedacego podstawa dalszych badan. Zaskakujgcym okazato sie jednak, ze jedna z cech
komodrek HGPS, jaka jest zaburzenie ksztattu jagder komérkowych, nie odtworzyta sie w
stworzonym modelu. Doktorantka przytacza kilka mozliwych wyjasnien tej obserwaciji.
Chciatbym jednak spytaé czy obecnos¢ GFP w fuzji z progeryng nie moze byé czynnikiem
utrudniajgcym metabolizm i lokalizacje tego biatka w blaszce jadrowej. Ponadto czy
podjeto probe pordwnania poziomu progeryny pochodzacej z transgenu i prawidtowej
laminy A. Rdznica w poziomie tych biatek réwniez mogtaby stanowic¢ alternatywne
wyjasnienie nieoczekiwanej obserwacji.

W dalszych badaniach Doktorantka zaprojektowata szereg duplekséw siRNA i
zoptymalizowata warunki wprowadzania tych reagentéw do modelowych komorek.
Jednym z problemdw, ktéry nie zostat podjety w tej czesci pracy jest potencjalna
immunogennos¢ zaprojektowanych dupleksdw siRNA. Jest to jedno z ograniczen
stosowania narzedzi interferencji RNA. Ze wzgledu na obecnos¢ pewnych sekwencji
nukleotydowych, dupleksy siRNA mogg aktywowac na przyktad receptory TLR7/8,
powodujgc aktywacje produkcji przez komorki interferonu, cytokin prozapalnych i
chemokin. Na przyktad sekwencje 5’-GUUC-3’ obecne byty w siRNA Progl-Prog4. Innym
biatkiem, ktére moze by¢ aktywowane w zaleznosci od cech sekwencyjnych siRNA jest
RIG1. Ponadto nie znalaztem w pracy analizy sekwencyjnej, dedykowanej poszukiwaniu
potencjalnych niepozadanych celéw badanych siRNA. Na przyktad dla jednego z siRNA
potencjalnym celem moze by¢ mRNA GTPBP3 lub STK16, ale tez kilka innych mRNA.
Moze warto by sprawdzic¢ tych kilka mRNA jako tzw. off-targets. Oczywiscie taka analiza
mogtaby by¢ przeprowadzona jedynie dla tych najbardziej efektywnie dziatajacych
siRNA. Najlepiej bytoby zbadaé¢ wyselekcjonowane siRNA w kontekscie catego
transkryptomu, ale to z pewnoscig juz wykracza poza ramy ocenianego projektu. Takie
badania pozwolityby rowniez na udzielenie odpowiedzi na pytania odnosnie
immunogennosci dupleksow siRNA.

W tej czesci pracy, ale réwniez w kolejnej pojawito sie kilkanascie nie do konca
uprawnionych stwierdzen. Na przyktad napisano, ze ,dla siRNA progH3 zaobserwowano
podwyzszenie intensywnosci fluorescencji GFP dla linii HeLa GFP-lamina A do 111-120%
w zaleznosci od stezenia siRNA”. Tego nie mozina powiedzie¢ dopdki nie zostanie
zastosowany odpowiedni test statystyczny, ukazujgcy istotnos$é stwierdzanej rdznicy.
Podobnie w innym zdaniu méwigcym, ze ,zwiekszenie stezenia siRNA progH3 z 12 nM
do 48 nM przy zastosowaniu 0,2% Lipofectamine doprowadzito do obnizenia
intensywnosci fluorescencji z 60% do 49%”. Takie konkluzje pojawity sie na przyktad przy
interpretacji wynikéw przedstawionych na rycinach 4.12, 4.14 czy czesci 4.16. Ponadto
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nie do korica wiadomo jak wyniki uzyskane z zastosowaniem cytometrii przeptywowej
byty normalizowane, aby znosic¢ efekt rdéznic liczebnosci komadrek, na ktérg potencjalnie
moze wptywaé na przyktad rdznica podczas pasazowania komoérek czy toksycznosc
siRNA, prowadzgca do wiekszej smiertelnosci komodrek, lub ograniczenia tempa
proliferac;ji?

W kolejnych seriach eksperymentalnych zbadano wptyw kombinacji zastosowania
siRNA i lonafarnibu, leku stosowanego u pacjentdow z progerig, na poziom biatek
egzogennych w modelowych komodrkach Hela. Badania te jednoznacznie pokazaty
wzmocnienie efektu terapeutycznego na zasadzie addytywnego dziatania dwdch
stosowanych zwigzkéw chemicznych.

Do dalszych badan zaprojektowano liczne chemicznie modyfikowane dupleksy
SiRNA w celu zwiekszenia ich stabilnosci w srodowisku komorki. Cze$é z nich zawierata
oligonukleotydy RNA z fluororyboza, czes¢ modyfikacje 2’-O-Me na jednej (AS-Fluoro)
lub obu (DS-Fluoro) niciach. Stabilno$¢ zaprojektowanych siRNA badano inkubujgc je w
roztworze surowicy mysiej. Analizy ujawnity szereg prawidtowosci, ale trudno zgodzic sie
ze stwierdzeniem, ze istnieje zaleznos¢ dodatkowych modyfikacji na stabilnos¢ siRNA
laminy A/C, prog9, progl2 i progl4. Rycina 4.33 pokazuje pewng prawidtowosé dla
siRNA lamina A/C, ale dla progl2 juz zdecydowanie nie. Nie pokazano miary
statystycznej przedstawionych poréwnan, dlatego trudno te zaleznosci jednoznacznie
okreslic.

Zdumiewajgce wyniki przyniosty testy funkcjonalne nowych serii siRNA.
Nieoczekiwanie wprowadzenie modyfikacji w tancuchach RNA, z wytaczeniem siRNA
lamina A/C i prog9, 12 i 14 z modyfikacjg fluororyboz, przyniosto znaczne pogorszenie
aktywnosci stosowanych narzedzi interferencji RNA. Jak mozna to wyjasnié, a zwtaszcza
co moze ttumaczyé efekt wzrostu ilosci GFP-progeryna (Rycina 4.34)? Nie znalaztem
rowniez wyjasnienia podstaw projektowania takich, a nie innych scenariuszy modyfikacji
odpowiednich pozycji w dupleksach testowanych siRNA?

W ostatniej czesci, ktdra jest najwazniejszym elementem pracy, wybrane siRNA
przetestowano w bardziej naturalnych modelach choroby, jakimi byty pierwotne kultury
fibroblastéw pochodzacych od pacjentdw z progeriag Hutchinsona-Gilforda. Badania
wykonane z zastosowaniem zarowno dwdch niemodyfikowanych jak i odpowiadajgcych
im sekwencyjnie dwodch siRNA zawierajgcych fluororybozy, jednoznacznie wykazaty
zaréwno dos¢ wysoka skutecznosé jak i selektywnos¢ wybranych narzedzi w redukcji
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poziomu biatka pochodzgcego ze zmutowanego mRNA LMNA - progeryny. To oczywiscie
jest najwazniejszy wynik ocenianej pracy. To, czego zabrakio mi w tej czesci to
jednoznaczne potwierdzenie mechanizmu dziatania wybranych siRNA. Mysle, ze praca
bytaby petniejsza gdyby zbadac efekt siRNA réwniez na poziomie mRNA i wykazac ich
aktywnos¢ na drodze interferencji RNA, poniewaz potencjalnie wigzanie
komplementarnych nici siRNA, w potgczeniu z biatkami kompleksu RISC, mogtoby
wptynac na redukcje efektywnosci translacji.

Chciatbym réwniez zwrdci¢ uwage na kilka sformutowan zawartych w pracy:

- ,...skutki uboczne stosowania wektorow lentiwirusowych, wigzgce sie z potencjalna
onkogennoscig na skutek integracji plazmidu do genomu”. Rozumiem, ze nie chodzito o
integracje plazmidu tylko DNA wektora lenti.

- ,53 to zwigzki jednoniciowe dziatajgce jako nukleotydy antysensowne”. Rozumiem, ze
chodzito o oligonukleotydy, a nie nukleotydy. Te pomytki znalazty sie w kilku innych
miejscach pracy.

- W opisie pozywek zapisano, ze zawierajg 0,1% insuline i 0.1% hFGF-B. Czy na pewno?

- W niektérych miejscach opisu metod brak szczegétéw wymaganych do odtworzenia
eksperymentow. Na przyktad zapis, ze procedure wykonano zgodnie z rekomendacjg
producenta.

Podsumowujgc chciatbym jednak powiedzie¢, ze praca doktorska jest bardzo
solidna i odpowiada na kilka waznych pytan biologicznych. W znakomitej wiekszosci jest
napisana zrozumiatym jezykiem, a narracja prowadzona w logiczny sposéb. Wskazane
powyzej uchybienia i watpliwosci interpretacyjne nie wptywajg w istotny sposéb na moja
wysoka ocene niniejszej rozprawy.

Whioski koncowe

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedfozona mi do oceny rozprawa mgr Volhy
Dzianisavy spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 .
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 2021 r., poz. 478, 619, 1630).
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Zapoznajac sie z rozprawg odczuwatem satysfakcje zetkniecia sie z rzetelnie i
kompleksowo prowadzonymi badaniami, ktére doprowadzity do sformutowania kilku
whnioskow istotnych z poznawczego, ale rdwniez praktycznego punktu widzenia.
Doktorantka wykazata sie wiedzg teoretyczng z zakresu prowadzonych przez siebie
badan. Udowodnita, ze potrafi rozwigza¢ problem naukowy poprzez odpowiednie
zaplanowanie badan, wykonanie doswiadczen oraz interpretacje ich wynikéw. Chcac jak
najlepiej zrealizowa¢ zatozone cele badawcze, Doktorantka zaplanowata logiczny ciagg
poszczegdlnych etapédw badan. Pokazata, ze potrafi w sposéb kompetentny skorzystac z
rozmaitych narzedzi badawczych. Uzyskata istotne wyniki, poprawnie je opisata i w
wiekszosci wyciggneta uprawnione wnioski. Dlatego tez z catym przekonaniem zwracam
sie do Woysokiej Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne, Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Volhy Dzianisavy do dalszych etapdw postepowania
o nadanie stopnia doktora.
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Krzysztof Sobczak
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