Krakéw, 3.10.2016

OCENA

Pracy doktorskiej mgr Katarzyny Piekarowicz,
doktorantki w Pracowni Biatek Jadrowych

Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego

Tytut pracy: "Wektor wirusowy zawierajgcy mie$niowo-specyficzny promotor

hybrydowy jako narzedzie w terapii genowej laminopatii"

Najwazniejszym czynnikiem ograniczajgcym  kliniczne  wykorzystywanie
mozliwosci terapii genowych — ktére teoretycznie mogg korygowac przyczyny chordb
uwarunkowanych genetycznie, a nie jedynie tagodzi¢ ich skutki — jest dostepnosc
odpowiednich wektoréow, pozwalajgcych na skuteczne i bezpieczne dostarczenie
transgenu do komodrek. Wazinym elementem mogacym zwiekszyé skutecznosé i
bezpieczedstwo terapii jest zastosowanie wiasciwych kaset ekspresyjnych,
pozwalajagcych na uzyskanie odpowiedniego poziomu ekspresji transgenu. W wielu
przypadkach wskazane jest rowniez jednoczesne ograniczenie ekspresji do
konkretnego typu komodrek. Dotyczy to np. potencjalnych terapii dystrofii
miesniowych, w ktorych ekspresja prawidtowych wersji transgenéw powinna osiggac
fizjologiczny i stabilny poziom, a jednoczesnie powinna ograniczaé¢ sie do miesni
szkieletowych i miesnia sercowego. Jednym z najwazniejszych czynnikéw
decydujacych o jakosci kasety ekspresyjnej, czyli o efektywnosci i specyficznosci
ekspresji transgenu jest wybor lub stworzenie odpowiedniego promotora. Tego
zadania — konstrukcji promotora pozwalajgcego na uzyskanie wysokiej i specyficznej
miesniowo ekspresji transgenu — podjeta sie w swojej pracy pani mgr Katarzyna
Piekarowicz.

Doktorantka potraktowata swoje zadanie bardzo szeroko. Jej gtéwnym celem
byta konstrukcja promotora, w tym okreslenie znaczenia funkcjonalnego jego czesci
sktadowych. Ponadto, pani mgr Katarzyna Piekarowicz zdecydowata sie na
opracowanie modelu badawczego in vitro do analizy wptywu mutacji w genie
kodujgcym lamine A na funkcje hodowanych komdrek, oraz podjeta sie
przygotowania wektoréw wirusowych do przetestowania skonstruowanego
promotora w uktadzie in vitro i in vivo. Temat pracy byt wiec istotny tak poznawczo

jak i aplikacyjnie. Byto to tez zadanie bardzo ambitne i obarczone duzym ryzykiem.
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Przygotowywanie konstruktéw, a nastepnie ich testowanie jest czasochtonne,
wymaga duzego naktadu pracy i czesto konczy sie niepowodzeniem. Jesli zadanie uda
sie zrealizowad, jego efekty — mimo ze stanowig podstawe przeprowadzonych badan
— zwykle opisuje sie jedynie w kilku zdaniach metodyki. Dlatego wybor tematu przez
Doktorantke byt odwazny i zastuguje na uznanie.

Realizacja projektu wymagata zastosowania przez Doktorantke klasycznych
technik z zakresu biologii komérki i biologii molekularnej, z elementami analiz
bioinformatycznych. Metody obejmowaty konstrukcje i namnazanie wektoréw
plazmidowych, wprowadzenie mutacji do transgendw, liczne i ztozone ligacje, analizy
restrykcyjne, tworzenie i namnazanie wektoréw lentiwirusowych i wektorow AAV,
transfekcje i transdukcje komodrek in vitro, analizy aktywnosci promotora z
wykorzystaniem genu reporterowego, wyprowadzanie zmodyfikowanych genetycznie
linii komdrkowych, podstawowe testy funkcjonalne komodrek (przezywalnosci i
proliferacji), analizy ekspresji gendw na poziomie mRNA (qRT-PCR) i biatka (western
blotting, cytometria przeptywowa), analizy lokalizacji i mobilnosci biatek w komodrce
(barwienia immunohistochemiczne i testy FRAP), analizy histologiczne tkanek
uzyskanych od zwierzat po podaniu wektoréw wirusowych itp. Metodyka pracy byta
wiec réznorodna i dobrana w sposdb pozwalajgcy na realizacje wyznaczonych zadan.

Badania przeprowadzone zostaty przez Doktorantke z wykorzystaniem kilku
linii komdrkowych: mysich mioblastow C2C12 i fibroblastéw NIH3T3, szczurzych
kardiomiocytow H9C2, ludzkich komdrek embrionalnych nerki HEK293 i HEK293-FT,
komdrek raka szyjki macicy Hela, nowotworu watroby HepG2, srédbtonka
mikronaczyniowego HDMEC oraz fibroblastéw skéry NHDF. Doktorantka prowadzita
rowniez hodowle pierwotnych fibroblastéw skéry uzyskanych od oséb chorych na
laminopatie. Cze$¢ badan zostata przeprowadzona na myszach, u ktdrych
analizowano poziom ekspresji transgenu po podaniu wektorow AAV.

Najwazniejsze moim zdaniem wyniki uzyskane przez Doktorantke to: i)
skonstruowanie promotora pozwalajgcego na wysoki poziom ekspresji transgenu w
miesniach szkieletowych i w miesniu sercowym, przy zachowaniu znacznej
specyficznosci  tkankowej, ii) wykazanie, e najwazniejszym elementem
przygotowanego promotora, decydujgcym o poziomie ekspresji transgenu jest intron
zawierajgcy sekwencje SIE, iii) potwierdzenie braku toksycznosci przygotowanego
konstruktu tak in vitro jak in vivo.

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Piekarowicz liczy 186 stron maszynopisu,
w tym 68 rysunkdw i fotografii oraz 18 tabel. Cytowane piSmiennictwo to 285 pozycji.
Praca zbudowana jest w sposéb klasyczny i obejmuje: Streszczenie, anglojezyczny

Abstract, Wstep z wyodrebnionymi w osobny podrozdziat Zatozeniami i Celami Pracy,
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Materiaty i Metody, Wyniki i Dyskusje z wyodrebnionym Podsumowaniem. Catos¢
poprzedzona jest Spisem Tresci, a zakonczona Wykazem Skréotdw, Spisem Tabel,
Spisem Rysunkéw, Bibliografig i listg osiggnie¢ Doktorantki. Zaréwno kompozycja
pracy jak i zawartos¢ poszczegdlnych czesci jest prawidtowa, a spis tresci oraz spisy
tabel, rysunkow i skrétéw sg dobrze przygotowane i utatwiajg lekture pracy.

Streszczenie jest napisane poprawnie, cho¢ w sposéb nietypowy. Nie ma w
nim klasycznego wprowadzenia, opisu badan i ich wynikow zakornczonego ogélnym
podsumowaniem. Zamiast tego Streszczenie sktada sie z trzech raczej niezaleznych
czesci podsumowujgcych trzy etapy badan. Wole uktad klasyczny, ale taka forma jest
rowniez akceptowalna, zwtaszcza przy pracy metodyczne;.

Liczacy 32 strony Wstep jest prawidtowo skomponowany, napisany ciekawie i
dobrze wprowadza w tematyke badan. Wstep rozpoczyna sie od ogdlnego
omowienia dystrofii miesniowych, w tym zwtaszcza dystrofii miesniowej Emery'ego-
Dreifussa, scharakteryzowania lamin i biatek oddziatujagcych z laminami,
przedstawienia komodrkowych i zwierzecych modeli laminopatii oraz krétkiego
omowienia terapii stosowanych w dystrofiach, z zaznaczeniem potencjalnych
mozliwosci wykorzystania terapii genowych. Ta czes¢ Wstepu napisana jest ciekawie,
z wyraznym nastawieniem na uzasadnienie podjecia tematu badani. Opis swiadczy o
dobrym zrozumieniu przez Doktorantke biologicznych konsekwencji mutacji
wystepujacych w laminach, a nie jedynie przytaczaniu danych korelacyjnych. Udato
sie przede wszystkim unikng¢ leksykalnosci, ktdra czesto charakteryzuje wstepy —
tekst jest dobrze skomponowany, logicznie uporzadkowany, bez przetadowania
zbednymi szczegdtami. W kolejnej czesci Doktorantka omawia wektory stosowane w
prébach terapii genowych dystrofii miesniowych, zwtaszcza lentiwirusowe i AAV, co
stanowi dobre wprowadzenie do gtdwnego tematu pracy. Nastepna czes$¢ to
omowienie mozliwosci modyfikacji wektordw, tak by zwiekszy¢ ich specyficznos¢ na
etapie transdukcji i transkrypcji. Ta cze$¢ jest dobrym materiatem na prace
przegladowg. Wstep konczy sie krétkim opisem dotychczasowych préb terapii
genowych dystrofii mie$niowych. Catos¢ napisana jest dobrym jezykiem, choé
zdarzajg sie potkniecia stylistyczne, nawigzujgce do tekstdw anglojezycznych np.
"badania kliniczne adresowane na terapie dystrofii". Mam tez watpliwosci co do
niektdrych stwierdzen. Doktorantka pisze np., ze wektory adenowirusowe
charakteryzuje bardzo duza pojemnos¢ — to prawda w odniesieniu do wektoréow typu
gutless, w ktdrych mozna umiesci¢ kasete wielkosci nawet 35 kB. Typowe wektory
adenowirusowe majy pojemnos¢ ok. 9.5 kB, czyli wiecej niz AAV, ale wcigz
niewystarczajgco na umieszczenie duzych sekwencji kodujgcych. Brakuje mi tez

jasnego wskazania dlaczego podjeta zostata praca nad promotorem przeznaczonym
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do terapii genowej dystrofii, skoro dotychczasowe préby terapii tego typu, mimo
uzyskiwania ekspresji biatka terapeutycznego, miaty bardzo ograniczony efekt
leczniczy. Mozna domyslac sie, ze kluczowe jest dgzenie do zwiekszenia poziomu
ekspresji i specyficznosci — warto bytoby to jednak wyrazniej podkreslié, zwtaszcza w
kontekscie informacji o mozliwym toksycznym efekcie silnej nadekpresji transgenéw.
Generalnie, Wstep tworzy jednak dobrg i logiczng cato$é, a dobdr tresci i sposdb
omawiania zagadnien potwierdzajg bardzo dobrg orientacje Doktorantki w tematyce
badan.

Cele pracy omdéwione sg wyczerpujaco i szczegétowo. Sg bardzo ambitne i
moggy sprawiaé¢ wrazenie ujecia zbyt szerokiego. By¢ moze lepiej bytoby wskazac
ktére zadania badawcze sg kluczowe. Niemniej cele pracy sg dobrze i przekonujgco
uzasadniane.

Doktorantka na 32 stronach opisuje metody stosowane w pracy. Opisy te s3
obszerne i doktadne, w petni wystarczajgce do powtdrzenia przeprowadzonych
doswiadczen. Dobrym pomystem jest podanie sktadu wszystkich buforéw i numeréw
katalogowych uzywanych odczynnikdw — to moze by¢ pomocne zwitaszcza w
przypadku przeciwciat. Doktorantka podaje takze informacje gdzie byly robione
analizy i kto je wykonywat, jesli nie byty wykonywane przez nig osobiscie. Opisana
metodyka jest prawidtowa. Mam jedynie zastrzezenie do potraktowania testu z
zastosowaniem sulforodaminy B jako metody okreslania proliferacji komorek. Test
ten pozwala na okreslenie poziomu biatka, a posrednio na poréwnanie liczby
komdrek (o ile nie dochodzi hipertrofii). Liczba komérek po okresie hodowli to jednak
wypadkowa proliferacji i zywotnosci. Proliferacja powinna by¢ analizowana z
wykorzystaniem bardziej specyficznych testéw, albo badany parametr powinien by¢
okreslony precyzyjniej. Mam tez watpliwosci co do podawania noworodkom mysim
co najmniej 30 pL roztworu domiesniowo. Jesli byto to faktycznie podanie
domiesniowe, to trzeba sie liczy¢ z uszkodzeniem miesnia. "Co najmniej" sugeruje, ze
objetosci nie byty rowne —to moze mie¢ wptyw na lokalizacje wektoréw i skutecznosé
transdukcji. W jaki sposéb podawano wektory? lle byto miejsc podania, do ktérego
miesnia i jaka byta objetos¢ jednorazowej iniekc;ji?

Wyniki (zajmujgce 62 strony) sg bardzo szczegdétowo opisane i zilustrowane
wykresami oraz zdjeciami. Sg raczej doktadng analizg poszczegdlnych doswiadczen
niz syntetycznym przedstawieniem postepu prac. To moze by¢ uzasadnione typem
pracy, ktéra ma charakter metodyczny. Niemniej zastanawiatabym sie nad
przedstawianiem analiz, ktére potem sama Doktorantka uznaje za mogace
wprowadza¢ w btagd — np. przy pomiarach aktywnosci lucyferazy w medium bez

uwzglednienia wptywu stopniowego zageszczania pozywki. Analiza wynikéw jest
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jednak ostrozna i uwzgledniajgca mozliwe putapki metodyczne, co wskazuje na dobre
zrozumienie zaréwno mozliwosci jak i ograniczen stosowanych metod. Opis
prowadzony jest konsekwentnie, moze by¢ wiec uznany za prawidtowy.

Pierwsza cze$¢ opisu dotyczy uktadow modelowych do badania konsekwencji
mutacji w obrebie genu kodujacego lamine A. Doktorantka wykorzystata trzy
strategie: i) izolacje fibroblastow z biopsji skéry pobranych od pacjentéw (udato sie
pobra¢ materiat od czterech oséb, w tym od jednej z mutacja w laminie A), ii)
hodowle linii komdrkowych rdznigce sie poziomem laminy A i C (to podejscie budzi
moje duze watpliwosci, ze wzgledu na odmiennos$é wykorzystywanych linii — réznice
w poziomie laminy sg tylko jednym z wielu czynnikéw i rdznice funkcjonalne miedzy
linlami w zadnym wypadku nie mogg by¢ przypisywane odmiennosci w poziomie
laminy A i C, poza bardzo specyficznymi sytuacjami np. wzajemnej proporcji czy
lokalizacji obu biatek), iii) transferu do linii komérkowej genu laminy, w tym laminy z
wprowadzonymi mutacjami. Ta strategia wydaje mi sie najbardziej obiecujaca,
zwiaszcza po wyprowadzeniu linii stabilnie zmodyfikowanych. Mogg by¢ one
wykorzystywane do analizy zmian funkcjonalnych w komodrkach wykazujacych
ekspresje prawidtowej i zmutowanej laminy. Jestem tez ciekawa, czy Doktorantka
brata pod uwage uzyskanie linii z nokautem laminy endogennej i ekspresjg wytgcznie
formy wprowadzonej w formie transgenu?

Prezentacja wynikéw jest prawidtowa, cho¢ na Ryc. 4.1. przydata by sie moim
zdaniem kontrola pokazujaca fibroblasty z laming prawidtowg, a nie wytgcznie formy
zmutowane. Na str. 77 Doktorantka wspomina o odmiennej lokalizacji emeryny w
trakcie mitozy, odwotujgc sie do Ryc. 4.2, gdzie takiej informacji nie ma. To chyba
niezrecznosc stylistyczna, ale lepiej byto te wyniki pokaza¢, albo wspomnie¢, ze nie sg
prezentowane. Na Ryc. 4.10 wkradt sie btagd — zdjecie pokazujgce natozenie barwien
przy prawidtowe] laminie A jest duplikatem zdjecia pokazujgcego komérki z mutacjg
D446V.

W kolejnej czesci Doktorantka opisuje konstrukcje promotora hybrydowego.
Moim zdaniem to najbardziej wartosciowa cze$é pracy, zwtaszcza zastosowanie
konstrukcji modutowej i analiza skutkéw delecji poszczegdlnych elementéw
promotora. Bardzo ciekawym wynikiem jest obserwacja znaczenia obecnosci
sekwencji intronowej, a stosunkowo mniejszego wptywu typowych sekwencji
enhancerowych. Doswiadczenia zwigzane ze specyficznoscig miesniowg sg natomiast
trudne do interpretacji, gtdwnie z wzgledu na odmienng efektywnos$¢ transfekcji
réznych linii komdrkowych. Czy Doktorantka brata pod uwage zastosowanie innej
strategii do analizy specyficznosci? Mozna by wykorzystaé np. wektor z dwoma

kasetami ekspresyjnymi, zawierajgcymi poréwnywane promotory regulujace
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ekspresje dwéch biatek fluorescencyjnych. W takim przypadku proporcja ekspresji
obu form analizowana cytometrycznie mogtaby by¢ miarg wzglednej aktywnosci
promotorow w danym typie komodrek, niewrazliwg na efektywnos$é transfekcji.
Ktopotliwa jest tez interpretacja analizy statystycznej wynikéw przedstawionych na
Ryc. 4.28, pokazujacych wptyw delecji na aktywnos¢ promotora hybrydowego. Opis
nie w petni przystaje do zaznaczonych istotnosci, Doktorantka wspomina tez, ze inne
whnioski uzyskuje sie po poréwnywaniu dwoéch préob a nie wszystkich. By¢ moze
przyczyng ktopotu jest wybor testu posteriori (test Dunna) w analizie wariancji, ktéry
stuzy do poréwnan wielokrotnych. Lepszy chyba bytby test Dunnetta do poréwnan
wielu grup z kontrola.

W kolejnej czesci Doktorantka opisuje konstrukcje wektora lentiwirusowego.
Na duze uznanie zastuguje systematyczno$é doswiadczen i wszechstronnos¢ badan
majacych  na celu  wykluczenie  kolejnych

przypuszczalnych  przyczyn

niespodziewanych wynikéw zaréwno zwigzanych ze zmniejszeniem miana
uzyskiwanych wektorow lentiwirusowych jak i mniejszg skutecznoscig opracowane;j
kasety po wprowadzeniu jej do genomu transdukowanych komoérek. Sadze
natomiast, ze w badaniach wptywu rdznicowania na aktywnos¢ promotordéw lepiej
bytoby uzy¢ linii stabilnie stransdukowanych. Indukcja réznicowania stabilnych linii
C2C12 pozwolita by na unikniecie wptywu utraty plazmidu podczas dtuzszej hodowli.
Pechowo na Ryc. 4.39 ponownie doszto do zduplikowania zdjecia — ten sam obraz
mikroskopowy podpisany jest jako EGFP w komodrkach HEK298 MH-EGFP (btednie) i
DES-EGFP.

Ostatnia czes¢ Wynikéw poswiecona jest opisowi oceny aktywnosci i
specyficznosci promotora MH in vivo. To bardzo ciekawa cze$¢ pracy, z analizg
poziomu biatka EGFP pozwalajacg stwierdzi¢, ze gtéwny cel pracy — stworzenie
silnego i specyficznego miesniowo promotora — powiddt sie. Najwiekszym
ograniczeniem tej czesci badan jest zbyt mata liczba zwierzat. Rozumienie zasady 3R
jako minimalizacji liczby zwierzat w grupie jest czesto przeciwskuteczne -
doswiadczenia muszg by¢ powtdrzone i nie pozwalajg na wyciggniecie ostatecznych
whnioskéw. W takiej analizie powinno sie uzyé co najmniej 5 osobnikdéw na grupe. To
nie zarzut w stosunku do Doktorantki, a raczej opinia o charakterze ogdélnym. Analizy
ekspresji transgenu na poziomie mRNA w tym doswiadczeniu sg trudne do
interpretacji i generalnie nie pozwalajg na jasng konkluzje. Dobrym pomystem byta
normalizacja poziomu ekspresji transgenu do liczby kopii genomu wirusowego.
Zastanawiatam sie, czy bezposrednie wykorzystanie detekcji sekwencji wirusowej
jako referencyjnego nie  pozwolitoby ocenié ekspresji

genu poziomu

uwzgledniajgcego poziom transdukcji. Analizy wykonane przez Doktorantke na
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poziomie mRNA pokazujg, ze uzyskany promotor jest aktywny. Wyniki detekcji biatka
sg natomiast znacznie bardziej przekonujgce i wskazujg na wysokg aktywnosé, a
jednoczesnie specyficznos¢ konstruktu.

Dyskusja obejmuje 18 stron i skupia sie przede wszystkim na podsumowaniu
uzyskanych wynikdw oraz ich oméwieniu w swietle wczesniej opublikowanych prac i
mozliwych potencjalnych zastosowan praktycznych. Sktada sie z trzech gtéwnych
czesci odpowiadajacych gtéwnym zagadnieniom, ktérym poswiecone byty badania.
Taka konstrukcja jest konsekwencjg przyjetej koncepcji projektu. Materiat zawarty w
doktoracie modgtby sie sta¢ dobrg podstawg do przygotowania trzech prac
doktorskich. Wtedy mozliwe bytoby glebsze potraktowanie kazdego tematu i
przeprowadzenie doswiadczen pozwalajgcych na lepsze zrozumienie obserwowanych
zaleznosci. Doktorantka przyjeta inne rozwigzanie — przeprowadzanie badan bardzo
szerokich, ukierunkowujacych przyszte doswiadczenia. Przy takim zatozeniu badania
muszg by¢ bardziej opisowe, bez podejscia mechanistycznego, a wiele ciekawych
pytan pozostaje na razie bez odpowiedzi. Doktorantka zadaje je w dyskusji i
przypuszczalnie juz zaczeta prowadzié¢ doswiadczenia by odpowiedzieé na niektére z
nich. Projekt byt przede wszystkim metodyczny, nastawiony na przygotowanie
narzedzi na przyszto$é, i ryzykowny. Udato sie go dobrze zrealizowa¢, a najwazniejszy
cel — przygotowanie promotora — zostat osiggniety.

W pierwszej czesci Dyskusji omdwione sg modele wykorzystywane w
badaniach nad laminopatiamii. Duzo uwagi poswieca Doktorantka mozliwosci
uzyskiwania fibroblastéw (lub mioblastéw) od pacjentdw i ograniczeniom takiego
podejscia, zwtaszcza do$¢ krétkiemu czasowi mozliwego utrzymania komorek w
hodowli i trudnosciom z uzyskaniem prawidtowej kontroli. Ciekawa jestem opinii
Autorki na temat mozliwosci o ktdrej nie wspomina w Dyskusji, czyli mozliwosci
przygotowania z uzyskanych fibroblastéw indukowanych komadrek pluripotencjalnych
(iPSC). To pozwolitoby na ich diugotrwate utrzymanie w hodowli, réznicowanie w
kierunku kardiomiocytow lub miesni szkieletowych i przygotowanie odpowiednich
kontroli. Autorka stawia w Dyskusji dobre pytania i wskazuje doswiadczenia jakie
nalezatoby wykonaé, by uzyskane dotychczas wyniki (ktore na razie mogg pozwolié¢ na
postawienie hipotez) doprowadzity do konkluzji. Niewatpliwie warto bytoby np.
sprawdzi¢ bezposrednio czy lamina w komodrkach HEK293 rzeczywiscie podlega
proeolizie i co powoduje, ze moze to byé aktywnos¢ specyficzna dla tej linii
komdrkowej. Bytabym natomiast bardzo ostrozna w wycigganiu daleko idgcych
whnioskow dotyczgcych komodrek pierwotnych czy sytuacji in vivo na podstawie
wynikéw uzyskanych na uniesmiertelnionych liniach komdrkowych. Stwierdzenie, ze

HEK293 majg pewne cech komodrek nerwowych, nawet jesli udokumentowane
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publikacyjnie, nie pozwala na wnioskowanie na temat podobienstwa sugerowanego
mechanizmu do opisanego dla komérek nerwowych, na co zresztg Doktorantka
stusznie zwraca uwage. Generalnie, wnioskowanie o patomechanizmie choroby na
podstawie badan uniesmiertelnionych linii wymaga wyjagtkowej ostroznosci i
zadawania jedynie takich pytan na ktére tego typu uktad moze daé odpowiedz.

Dalsze czesci Dyskusji poswiecone sg konstrukcji miesniowego promotora
hybrydowego oraz badaniu jego aktywnosci i specyficznosci in vitro i in vivo.
Uzyskane przez Doktorantke wyniki pokazujg, ze udato jej sie uzyska¢ wektor AAV
zawierajgcy kasete ekspresyjng z promotorem pozwalajgcym na wysokg i miesniowo
specyficzng produkcje biatka reporterowego. Co wazne, wektor byt efektywny i w
miesniach szkieletowych i w miesniu sercowym. Wybdr promotora CMV i DES jako
promotorow kontrolnych jest racjonalny, jesli celem bylo scharakteryzowanie
uzyskanego promotora. Jesli jednak cel byt przede wszystkim aplikacyjny — a tak
mozna whnioskowaé¢ z ukierunkowania pracy — to warto chyba byto wykonac
doswiadczenia, przynajmniej w uktadzie in vivo, z promotorem Ela. W
doswiadczeniach in vitro wykazywat on bardzo duzg aktywnos¢, i w przeciwienstwie
do promotora CMV, nie jest promotorem wirusowym. Wykazanie np. wyzszej
specyficznosci  promotora hybrydowego  byloby  dobrym  argumentem
przemawiajgcym za wykorzystywaniem wtasnie tego konstruktu. Warto bytoby
rowniez przeprowadzi¢ doswiadczenia zasugerowane przez Doktorantke w Dyskusji —
porownanie poziomdéw metylacji promotoréw w rdéinych punktach czasowych i
sprawdzenie na ile rola sekwencji intronowej wynika ze stabilizacji transkryptu a na
ile 'z nasilania ekspresji i ufatwiania interakcji promotora z czynnikami
transkrypcyjnymi.

Generalnie, Dyskusja napisana jest poprawnie. Unikatabym jedynie okreslen
wartosciujacych, typu "badania byly wszechstronne", "analizy przeprowadzono
starannie". To jednak tylko subiektywne odczucie dotyczace stylu, a nie meritum.
Zawarte w Dyskusji wnioskowanie jest nieco spekulatywne ze wzgledu na typ
uzyskanych w pracy danych, ale uzasadnione. Wnioski wyodrebnione w osobny
podrozdziat stanowig liste najwazniejszych obserwacji poczynionych w trakcie
realizacji pracy. Sg one jasno sformutowane i majg potwierdzenie w wynikach
doswiadczen. Jedynie wniosek no 5 o stwierdzeniu dodatkowego mechanizmu
kontroli potranskrypcyjnej w komérkach HEK293 jest zbyt silny, cho¢ Doktorantka
podkresla, ze temat wymaga dalszych badan.

Praca pod wzgledem edytorskim przygotowana jest starannie, zawiera
niewiele btedéw literowych, pojawiajgce sie czasem niezrecznosci stylistyczne sg w

petni akceptowalne i nie do unikniecia w tak dfugim tekscie. Moze warto jedynie
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pamieta¢ ze DNA i RNA to "ten" kwas, czyli raczej DNA byt izolowany niz byto
izolowane.

Podsumowujgc, badania opisane przez Doktorantke dotyczg bardzo ciekawego
tematu, z duzym potencjatem poznawczym i aplikacyjnym. Wykonane zostaty z
wykorzystaniem dobrze dobranych metod i pozwolity na realizacje zamierzen. Ich
wykonanie wymagato ogromnego naktadu pracy oraz bardzo systematycznej
optymalizacji kazdego etapu. Uwazam, ze pani mgr Katarzyna Piekarowicz
prawidtowo realizowata zatozone cele badawcze i stwierdzam, ze przedstawiona mi
do recenzji praca spetnia wszystkie wymogi rozprawy doktorskiej. W zwigzku z tym
prosze wysokg Rade Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o
dopuszczenie pani mgr Katarzyny Piekarowicz do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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