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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Piekarowicz
pt. "Wektor wirusowy zawierajacy mig$niowo-specyficzny promotor hybrydowy
jako narzedzie w terapii genowej laminopatii"
wykonanej pod kierunkiem: dr hab. Ryszarda Rzepeckiego, prof. nadzw. UWr
w Pracowni Biatek Jadrowych Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa dotyczy wazkiego i aktualnego problemu, jakim jest
opracowanie podstaw skutecznej terapii genowej miopatii, a w szczegolnosci dystrofii Emery-
Dreifussa, nalezacej do laminopatii, grupy schorzen zwiazanych z mutacjami m.in. w genach
kodujacych laming A i emeryng. Pomimo wieloletnich badan i podjecia szeregu mniej lub bardziej
udanych prob opracowania terapii genowej tych miopatii, wciaz daleko do przelomu. W
przedstawione] mi do recenzji rozprawie Doktorantka postanowita zajaé si¢ tym problemem,
stawiajac sobie za nadrzedny cel stworzenie promotora specyficznego dla mig$ni poprzecznie
prazkowanych, ktéry stanowilby podstawg wektora wirusowego, nie wykazujacego efektow
toksycznych dla organizmu i produkujacego pozadany i trwaly transgen w tkance mig$niowe;.
Uzyskane przez niag wyniki otwieraja mozliwosci do opracowania skutecznej terapii, ktore - jesli
zostang wlasciwie wykorzystane - otworza nowe perspektywy w leczeniu tych wprawdzie rzadkich,
ale uciazliwych i czgsto $miertelnych schorzen.

Formalny opis rozprawy

Liczaca az 186 stron rozprawa zostata przygotowana w formie tradycyjnej 1 posiada uktad typowy
dla rozpraw doktorskich. Praca jest zredagowana w sposob bardzo staranny, napisana w zasadzie
poprawna polszczyzna, aczkolwiek Doktorantce nie udato si¢ unikna¢ szeregu mniej lub bardziej
istotnych bledoéw stylistycznych i interpunkcyjnych oraz uchybien w nazewnictwie. To prawdg
powiedziawszy nieuniknione, zwlaszcza przy opracowaniu tak obszernego dzieta. Ponizej oméwig
te, ktore sa moim zdaniem najistotniejsze.

Rozprawa rozpoczyna si¢ jednostronicowymi streszczeniami (w jezyku angielskim i polskim), po
ktorych znajduje sig liczacy 32 strony Wstep teoretyczny [zawierajacy 7 rycin (nie rysunkow!)] i 2
tabele. Po sprecyzowaniu Zalozen i celu pracy (3 strony) znajduje si¢ liczacy 32 strony rozdziat
Materialy i metody. W tym rozdziale Autorka zamiescita 2 ryciny i 12 tabel. Wyniki licza az 61 stron
1 zawieraja 59 rycin i 4 tabele. Po nich nastepuja: 18. stronicowa Dyskusja oraz Podsumowanie, W
ktorym Doktorantka w 11. punktach streScila swoje osiagnigcia. Kolejne cze$ci rozprawy to: Wykaz
skrotow (wyjatkowo na koncu rozprawy), Spis tabel (jest ich lacznie 18) 1 Spis rysunkow (jest ich
lacznie 68) oraz Bibliografia, na ktéra sktada si¢ ok. 260 pozycji literatury, w tym znaczna ich czgsé
to prace z ostatniej dekady, co §wiadczy o aktualno$ci prowadzonych przez Doktorantke badan.
Rozprawe zamyka lista publikacji (trzy juz opublikowane i kolejna jest przygotowywana do druku)
1 osiagni¢¢ Doktorantki wraz ze spisem doniesien prezentowanych na konferencjach krajowych i



migdzynarodowych (doliczytam si¢ 18.), z czego w zdecydowanej wigkszo$ci jest ona pierwszym
autorem.

Ocena merytoryczna

Wstep miat stuzy¢ jako podsumowanie dotychczasowej wiedzy o dziedzinie, ktorej po§wigcona jest
rozprawa, czyli o mechanizmach dystrofii migsniowych, w tych laminopatii oraz o mniej lub
bardziej skutecznych probach opracowania podstaw terapii miopatii. Niestety, juz na pierwszej
stronie tego rozdzialu zauwazytam kilka powaznych uchybien w opisie dystrofii. W pierwszym
zdaniu Doktorantka méwi o objawach dystrofii, wskazujac, ze dochodzi do ostabienia 1 degeneracji
tkanki mig$niowej. Czy tylko i czy zawsze dochodzi do degeneracji? Prositabym Doktorantke o
rozwinigcie tego zagadnienia podczas obrony rozprawy. Szkoda rowniez, iz Autorka postuzyta si¢
pracami przegladowymi sprzed ponad dekady. Gdyby zapoznata si¢ z najnowszymi, dowiedziataby
si¢, ze np. dystrofie obrgczowo-konczynowe moga by¢ spowodowane mutacjami w ponad 30
genach (powoli zaczyna brakowaé liter w klasyfikacji LGMD typu 2...) i Ze miopatie to w
wigkszos$ci schorzenia oligogenowe, a nie monogenowe, jak stwierdza m.in. na stronie 21. Nie lubi¢
tez stosowania okre§len N-koniec i C-koniec w odniesieniu do koncow aminowego i
karboksylowego (ale tu chyba jestem juz w mniejszos$ci...). Zastanawiam si¢ tez, ktory fragment
ryciny 1.2 zostat powigkszony (i ile razy) w zamieszczonym w lewym rogu okienku. Wydaje mi si¢
tez, ze angielski termin Ig-fold to po prostu domena immunoglobulinowa. Nie bardzo wiem, co
Doktorantka ma na mysli piszac "fosforylacje"; fosforylacja biatek to enzymatyczne przeniesienie
reszty grupy fosforanowej na reszt¢ aminokwasowa (najczesciej zawierajaca grupe hydroksylowa,
ktéra moze by¢ obecna w reszcie serynowej, treoninowej czy tyrozynowej). Czy chodzito jej o to,
ze rozne reszty tancucha polipeptydowego laminy moga by¢ fosforylowane? Nie wiem réwniez,
czy w odniesieniu do mig¢éni mozna stosowac termin komorki migs§niowe; widkna mig§niowe oraz
powstale z mioblastow miotuby (nie miocyty!) to typowe przyklady syncytiow. Duzo lepiej jest
napisana cz¢§¢ Wstgpu poswigcona terapii dystrofii migsniowych (aczkolwiek czytajac pierwsze
zdanie mozna by odnies¢ wrazenie, ze byty kiedy$ dostepne jakie$ terapie, ale teraz juz nie sa
stosowane...) oraz konstruowaniu i zastosowaniu wektorow w terapii tychze dystrofii.

Zasadniczy cel pracy to ,,(...) opracowanie strategii, uktadu modelowego 1 nosnika do terapii
genowej terapii mig$niowych na przykladzie EDMD”. Doktorantka do$¢ obszernie wyjasnia
zasadno$¢ podjecia tego typu badan i opisuje kolejno podejmowane kroki. To bardzo ambitne
zamierzenia, aczkolwiek podczas lektury uzasadnienia miatam wrazenie, ze w wielu miejscach bylo
to powielenie informacji zawartych we Wstegpie. Ponadto, prosze Doktorantke¢ o podanie
rozwinigcia nazwy IMDiK PAN, nie ma tego w wykazie skrotow. Pragne rowniez zauwazy¢, ze ten
Instytut to placowka badawcza, w ktorej nie sa hospitalizowani pacjenci i nie dokonuje si¢ w niej
zadnych zabiegow, w tym pobrania wycinkéw skory, o czym pisze doktorantka w dalszej czgsci
rozprawy. Badacze z Instytutu pracuja w szpitalach i stamtad pochodza pacjenci (nota bene - nie
wspotpracujacy, ale godzacy si¢ na pobranie materiatu do badan). Mysle, ze Doktorantka (o ile to
mozliwe) powinna byta wymieni¢ szpital(e), w ktérych pobierano wycinki; to one bowiem poniosty
koszty zabiegdw i wynagrodzenia oséb je wykonujacych.

Dla realizacji tych ambitnych zamierzen Doktorantka zastosowala wiele réznorodnych technik
badawczych, opisanych wyczerpujaco w rozdziale Materialy i metody. Ten rozdziat rozpoczeta od
listy odczynnikow wykorzystanych w toku badan, podajac zarowno nazwg producenta, jak i numer
katalogowy - to dobry zwyczaj. Doktorantka zwrécita si¢ do specjalistdw o pomoc w realizacji
czgsci swoich zamierzen, o czym jasno informuje podczas opisywania poszczegolnych wynikow.
Nie jestem do konca przekonana, czy wszystkie powinny by¢ zamieszczone w rozprawie, a nie
tylko krotko omowione w Wynikach czy Dyskusji, tym bardziej, ze rozprawa jest bardzo obszerna, a
cze$¢ danych - cho¢ bardzo interesujacych - to w zasadzie wyniki wstepne. Autorka szczegdtowo
opisuje zastosowane metody biologii molekularnej, podajac sekwencje wykorzystanych w toku
badan starterow; procedury hodowli komorek 1 ich analiz cytometrycznych oraz barwien
histochemicznych i immunofluorescencyjnych, a takze techniki przyzyciowej FRAP. Nie mam



powazniejszych uwag do tej przejrzyscie napisanej czgsci , ale zauwazytam kilka niescistosci w
opisie niektorych technik. Nie podoba mi si¢ zwlaszcza nazwanie systemu z wykorzystaniem
plazmidu pDRIVES-Lucia systemem z wydzielniczq lucyferaza; w oryginalnej nazwie jest
»secreted”, a nie ,secretory” , a wigc wydzielanej, nie wydzielniczej. Po polsku wydzielniczy
odnosi si¢ przede wszystkim do gruczotéw (komodrek) wydzielniczych, wydzielajacych hormony 1
inne substancje. Razi mnie tez stowo ,.titracja”, wywodzace si¢ z titration, terminu oznaczajacego
miareczkowanie lub oznaczanie miana. Brakuje mi rowniez informacji, jakiej i czy tej samej
grubosci warstwa konfokalna (z) zostala zastosowana na rycinach prezentujacych wyniki z
mikroskopu konfokalnego. Nie znalaztam réwniez informacji o szczepie myszy wykorzystanym do
testowania opracowanych przez Doktorantke konstruktow.

W rozdziale Wyniki Doktorantka przejrzyscie opisuje uzyskane przez siebie dane, przy czym nalezy
podkresli¢, ze jest ich niemato. Tak jak wcze$niej wspomniatam imponujacy jest réwniez jej
warsztat badawczy. Na pochwale zastluguje sposob przedstawienia wynikow - zamieszczone ryciny
sa czytelne 1 w zasadzie wszystkie wyniki zostatly poddane analizie statystycznej (aczkolwiek nie
zawsze podano narzedzie zastosowane do konkretnej analizy), a takze wykonano w zasadzie
wszystkie mozliwe do wykonania kontrole.

Pracg rozpoczgla Doktorantka od utworzenia bazy hodowli pierwotnej komoérek otrzymanych z
biopsji skory pacjentdow z mutacjami w genach kodujacych laming A (jeden pacjent) i emeryng
(trzech pacjentow) dzigki wspdlpracy z badaczami z Instytutu Medycyny Dos$wiadczalnej i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie. Przy okazji mam pytanie: co wg Autorki
oznacza termin komorki pierwotne. Ciekawi mnie, czy pacjenci 3 i 4 (wymienieni w Tabeli 4.1)
byli ze soba spokrewnieni 1 czy mieli podobne objawy. Doktorantka sprawdzita lokalizacj¢ lamin 1
emeryny, zauwazajac zmiang jedynie w dystrybucji lamin w fibroblastach pacjenta z mutacja w
laminie A. W rycinie 4.1 brakuje mi barwienia komoérek kontrolnych, otrzymanych od pacjentow
bez objawow laminopatii. Doktorantka przeprowadzita rowniez analize¢ ,,modelowych linii
komorkowych” pod katem poziomu ekspresji lamin A i C, wykazujac znaczne zrdznicowanie
pomigdzy badanymi liniami. Na tej podstawie do dalszych analiz postanowila wykorzystaé trzy
linie: HEK293, HeLa i NHDF. Nastgpnie wprowadzita do wybranych linii przygotowane przez
siebie konstrukty kodujace laming A (w fuzji z EGFP) oraz jej mutanty ze zmianami w pozycjach
zidentyfikowanych wczesniej u pacjentow (krétki opis pacjentow zamieszczono w tabeli 4.2) z
laminopatiami oraz progeria (czyli choroba spowodowana delecja 50 reszt aminokwasowych w
rejonie konca karboksylowego laminy A). Okazato sig, Ze egzogenne bialka nie tylko wykazywaty
zrdznicowang lokalizacje, ale i w réznym stopniu wplywaty na lokalizacje innej izoformy laminy -
C, co Doktorantka ttumaczy toksyczno$cia badanych mutantow oraz degradacja egzogennej laminy
A. Zauwazytam, ze w rycinie 4A wkradl si¢ btad w obrazie ,nalozenie" dotyczacym analizy
niemodyfikowanej laminy. Mam tez wrazenie, ze w tych komorkach co$ niepokojacego si¢ dzieje z
cytoszkieletem aktynowym.

Doktorantka wyprowadzita sublinie komdérek HEK293 stabilnie nadprodukujace laming A 1 jej
mutanty (w tym progeryng), wykazujac iz mutanty nie wptywaja w zasadzie na tempo proliferacji
komorek, podczas gdy lamina i samo EGFP obnizaja tempo proliferacji. Przy okazji mam pytanie -
czy komorki byly synchronizowane przed dokonaniem analizy rozktadu faz cyklu?

Doktorantka w toku dalszych badan majacych na celu stworzenie uzytecznych linii komérkowych
do testowania swoich konstruktoéw skupita si¢ na linii mioblastow C2C12, wyprowadzonych z
migs$ni szkieletowych kofhczyny tylniej myszy. Wiasciwie to zastanawiam sig¢, dlaczego
Doktorantka od poczatku nie zaj¢ta si¢ jedynie ta linia, od lat stosowana jako model miogenezy. Co
wigcej, miotuby wykazuja najbardziej zblizony poziom ekspresji gendw do tego wystgpujacego w
dojrzatym mig$niu.

Czg$¢ poswigcona przygotowanie i analizie powstatych konstruktow to znaczaca (az 44 strony) i
najbardziej pracochtonna czg$s¢ Wynikow, w zupelnosci mogaca samodzielnie stanowi¢ podstawe
rozprawy. Wykorzystujac dotychczasowa wiedzg na temat aktywnos$ci promotoréw réznych gendéw
charakterystycznych dla migéni szkieletowych, dokonujac wielu prob, analiz i testow aktywnos$ci
przygotowanych przez siebie promotoréw, Doktorantka skonstruowala 1 nastgpnie
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scharakteryzowala nowatorski hybrydowy promotor (MH), w sktad ktérego wchodzity, zaczynajac
od konca 5°, sekwencje wzmacniajace ekspresj¢ pochodzace z genu desminy, sekwencje
wzmacniajace ekspresj¢ pochodzace z genu migsniowej izoformy kinazy kreatyny (MCK),
promotor podstawowy pochodzacy z genu MCK oraz intron z sekwencja wiazaca rybosomy,
rowniez pochodzacy z genu MCK. Wykazata, Zze ten stworzony de movo promotor mial w
miotubach C2CI12 1 kardiomiocytach wyzsza aktywno$¢ niz dotychczas wykorzystywane
promotory oparte gldwnie na sekwencjach promotoréw genu desminy i wirusa cytomegalii (CMV).
Doktorantka zajela si¢ nastgpnie przygotowaniem specyficznej dla migsni kasety ekspresyjnej w
oparciu o wektor lentiwirusowy, wybrany na podstawie informacji o dluzszym niz w przypadku
innych systeméw wirusowych utrzymywaniu si¢ w komorkach transgenu oraz mozliwosci
uzyskania populacji komodrek zblizonym poziomie ekspresji. Doktorantka wykorzystala i
zoptymalizowata nowatorska 1 bezpieczna metode produkcji wektorow lentiwirsowych w systemie
II generacji, ktora szczegdbtowo opisata w Materiatach i metodach. Dokonata nastgpnie analizy
ekspresji 1 dystrybucji biatka reporterowego EGFP na plazmidzie pLB, stosowanym do pakowania
wirusow, wykazujac najwigkszy poziom transfekcji w komorkach C2C12 w przypadku
opracowanego przez siebie promotora MH. Ta obserwacja nie zostala niestety potwierdzona w
przypadku transdukcji komoérek wirusem. W toku szeregu pracochtonnych i Zmudnych analiz
wykazano, ze to kwestia niskiej aktywnos$ci transkrypcji po wbudowaniu kasety ekspresyjnej do
genomu gospodarza, a nie liczby kopii prowirusa w komorce, czy mniejszej efektywnosci produkcji
wirusa. Doktorantka nastgpnie przeklonowata gen laminy A do wektorow lentiwirusowych 1
wykazala, Ze egzogenna lamina wykazywata prawidtowa lokalizacj¢ w kardiomiocytach i
mioblastach, niezaleznie od zastosowanego promotora, a proces transdukcji nie wptywat ani na
morfologi¢ komorek, ani jader, ani na lokalizacjg emeryny.

Zwienczeniem pracy byty badania in vivo, przeprowadzone na myszach, ale tym razem Doktorantka
zastosowata skonstruowany na jej potrzeby wektor AAV-9, o ktorym wiadomo, ze wykazuje
wysoka aktywno$¢ w migsniach 1 innych tkankach (nie organach!!!). Wektory z réznymi
promotorami wstrzyknigto do migsni konczyn mysich noworodkéw (rozumiem, ze w stadium PO-
P5) 1 po uplywie 6 tygodni analizowano obecnos¢ biatka reporterowego EGFP zarowno w
konczynie nastrzyknigtej, jak i kontralateralnej oraz w migéniu sercowym, watrobie i ptucach.
Uzyskane dane, uwzgledniajace rowniez standaryzacje pomiarow pod wzgledem liczby kopii
wirusa, wskazuja, ze wektor pod kontrola promotora MH wykazuje najwigksza aktywno$¢ w
migéniach nastrzyknigtych, a najnizsza w badanych tkankach migkkich. Obserwacj¢ t¢
potwierdzono za pomoca mikroskopii konfokalnej. Doktorantka stosujac barwienia histochemiczne
wykazata nastepnie, ze wprowadzenie wektorow wirusowych, zwlaszcza tego pod kontrola
promotora MH nie spowodowalo zmian w morfologii mig¢$ni. Dane te wskazuja, Ze opracowane
przez nia konstrukty nie sa toksyczne dla tkanki mig$sniowej 1 nie akumuluja si¢ w tkankach
migkkich, co sugeruje ich specyficznos¢ tkankowa i wskazuje na konieczno$§¢ prowadzenia
dalszych badan nad ich zastosowaniem w celu opracowania skutecznej terapii laminopatii, a by¢
moze i innych miopatii. Jedyna moja uwaga dotyczy liczby zbadanych zwierzat, jest ona zbyt mata
do rzetelnej analizy statystycznej, przez co wyniki uzyskane w tej czg$ci rozprawy powinny by¢
traktowane jako wstgpne, stanowiace zaczyn do dalszych badan.

Dyskusja jest dtuga (bo 1 wiele byto kwestii do przedyskutowania), podzielona na czgs$ci odnoszace
si¢ do poszczegdlnych partii wynikow. Czyta si¢ ja niezle, aczkolwiek momentami jest
"przegadana". Na podstawie lektury tego rozdzialu mozna stwierdzi¢ dojrzalos¢ naukowa
Doktorantki, znajomo$¢ literatury w zakresie tematyki prowadzonych badan (no moze z wyjatkiem
czesSci poswigconej mechanizmom miopatii, o czym juz pisalam wczesniej), umiejetnose
wysnuwania wnioskéw i1 planéw badawczych.

W czg$ci Podsumowanie zabrakto mi jednozdaniowego wniosku (typu "take home message"), ktory
cho¢ nie jest niezbedny czynilby przekaz rozprawy bardziej no$ny.



Wykaz skrétéw jest doéé dlugi, skrity sa rozwinigte poprawnie; moim zdaniem nie powinno sig w
wykazie zamieszczad pozycii, ktore byly tylko raz wymienione w tekscie. Podoba mi si¢ natomiast
podanie anglojezycznych nazw, od ktdrych najezgsciej skroty byly utworzone.

Bibliografia jest kompletna, nie udalo mi sig znaleié brakujgcych pozycji. Zastosowany
nickonwencjonalny sposob wymieniania pozycji utnudnia czasem znalezienie tej pozadane;.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Piekarowicz ma duzg wartosé nie tylko poznawcza, ale i
aplikacyjng, Stwarzajgea podstawy do opracowania metody podawanin leku  genetycznego
pacjentom z laminopatia (a byé mo2e i innymi miopatiami). Za glowne osiagniecie Doktorantki
uwazam utworzenie i scharakteryzowanic nowatorskiego promotora hybrydowego MH, ktory
wydaje sig specyficznie dziataé w migéniach poprzecznie prazkowanych i komérkach miogennych,
a opracowane przez nig wektory wirusowe oparte o tende promotor zdajg sig nie mied efektow
toksyeznyveh na tkanke mieéniows. Praca jest spdjna tematyernie, » wyradnie postawionym celem i
kolejno stawianymi ambitnymi zadaniami, ktore doktorantka zrealizowala w calej rozciaglosci.
Trudny i wyjagtkowo obszerny zakres badan (od komdrek pobranych od pacjentdw, poprzez linie
komirkowe i manipulacje narzedziami biologli molekularmej po tkanki zwierzgee), niczwykle
bogaty warsziat metodyczny oraz bardzo dobrze udokumentowane, oryginalne wyniki $wiadeza o
bardzo dnhrym preygotowaniu Doktorantki do samudz:u:lnr:] pracy naukowej. Wykazala sie ona
umiejetnoscia zdefiniowania problemu badawczego i jego rozwigzania, a takie zdolnoscig do
krytycznej analizy wiasnych wynikéw badan w oparciu o dane literaturowe. Uzyskane przez nig
wyniki =q nowatorskie i stanowig - co jak sama wskazuje - podstawe do dalszvch badan. zas
wyciggniete w rozprawie wnioski sg uzasadnione. Przedstawione w recenzji uwagi i krytyczne
komentarze nie umniejszajg wysokiej oceny tej rozprawy, aczkolwiek mam nadziejg, Ze podczas
obrony Doktorantka "zrehobilituje sig” odnoszao sie do tejse krytyki.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Piekarowicz spelnia wanmki okreslone w art. 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowyeh i Tytule naukowym ofaz o stopnlach | nymle w
zakresie sztuki (Dz. U, nr 65, poz. 595 z poin. zm.). Biorac pod uwagg powyzsze, przedkladam
wniosek do Rady Wydzialu Wydzial Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie
mgr Piekarowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w celu uzyskania przez nig stopnia
doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii.

Ponadto, zwazywszy na wysoksa wartodé poznawczg i aplikacyjna recenzowane] rozprawy
doktorskiej, o czym swiadczy réwniez opublikowanie oméwionych w rozprawie wynikow w
postaci trzech artykulow (w tym dwéch pierwszoautorskich), ktdre juz ukazaly si¢ w wiodacych
czasopismach naukowych i kolejnego w przygotowaniu oraz zgloszenia patentowego opartego o
przedstawiony w rozprawie promotor hybrydowy MH, wnioskuj¢ o jej wyrbznienie stosowng dla
Rady Wydziatu Biotechnologii nagroda.
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