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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Danuty Piotrzkowskiej
»Wyciszanie genow cdk2/4/6 za pomoca RNAi w celu neuroprotekcji”

Choroby neurodegeneracyjne, a wéréd nich choroba Alzheimera nalezg do
najpowazniejszych schorzen wspoétczesnego spoteczenstwa. Cechg procesu
chorobowego jest stopniowe i nieodwracalne zaburzenie homeostazy organizmu u
0sOb starszych (zwykle powyzej 65 roku zycia), charakteryzujgce sie stopniowym
zanikiem pamieci oraz funkcji poznawczych. Charakterystycznym objawem choroby
Alzheimera jest demencja oraz ogolne pogorszenie zdolnosci intelektualnych,
zaburzenie orientacji przestrzennej oraz uposledzenie mowy. Prowadzi to do
niesamodzielnosci i uzaleznienia od opiekuna. Zasadniczg role w rozwoju choroby
odgrywaja zaréwno czynniki genetyczne jak i Srodowiskowe. Ocenia sie, ze na $wiecie
choruje na chorobe Alzheimera ok. 30 min oséb a w Polsce ok. 250 tys., przy czym
szacuje si¢, iz liczby te do 2050 roku moga ulec potrojeniu ze wzgledu na starzenie sie
spoteczenstw w krajach uprzemystowionych.

Do tej pory nie poznano w petni patogenezy choroby Alzheimera, cho¢ istnieje
kilka hipotez dotyczacych jej zrodet, takich jak np. hipoteza kaskady amyloidowej czy
hipoteza rozregulowania cyklu komoérkowego w post-mitotycznych neuronach. Z
weryfikacjg tej ostatniej hipotezy zwigzane sg badania bedace przedmiotem niniejszej
rozprawy doktorskiej.

Gtéwnym celem, jaki postawita sobie Autorka przedstawionej do oceny pracy
byto sprawdzenie, czy obnizenie stopnia ekspresji genéw kinaz cyklino-zaleznych
cdk2, cdk4 oraz cdk6 w komérkach neuronalych, ktérych aktywacja nastepuje podczas
podziatu komorek, moze doprowadzi¢ do zahamowania cyklu komérkowego i uchronié¢
komorki przed apoptozg (dziatanie neuroprotekcyjne). Reaktywacja cyklu
komérkowego w niedzielgcych sie neuronach (znajdujgcych sie normalnie w fazie GO)
u pacjentéw dotknietych chorobg Alzheimera prowadzi bowiem do wejscia tych
komérek na szlak apoptozy. Planowane byto réwniez zbadanie konsekwencji
obnizenia poziomu ekspresji wymienionych genéw kinaz cyklino-zaleznych na cykl
komorkowy badanych komérek oraz na poziom ekspresji wybranych gendéw cyklu
komoérkowego | kaskady amyloidowej, szczegdlnie w warunkach stresu
oksydacyjnego. Badania te stanowig fragment prac nad inhibicja ekspresji genow
zwigzanych z fenotypem choroby Alzheimera prowadzonych od kilkunastu lat w
zespole naukowym prof. Barbary Nawrot, promotora niniejszej pracy.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest obszernym, liczacym 155
stron opracowaniem, podzielonym na kilka zasadniczych czesci, obejmujacych wstep
literaturowy, badania wiasne, podsumowanie otrzymanych wynikdw, opis
zastosowanych metod badawczych oraz wykaz cytowanej literatury. We wstepie
sformutowany zostat réwniez cel pracy i wykaz zadan czgstkowych przyjetych do



realizacji.

W 35-stronicowym ,Przegladzie literatury” Doktorantka omoéwita w zwiezty
sposéb zagadnienia zwigzane bezposrednio z tematyka rozprawy takie jak
charakterystyka i etiologia choroby Alzheimera, cykl komérkowy, wyciszanie ekspresiji
gendéw metoda interferencji RNA, stres oksydacyjny, metody wprowadzania
terapeutycznych kwaséw nukleinowych do komérek neuronalnych, niekodujgce RNA
w mozgu, wykorzystanie interferencji RNA w terapii choréb neurodegeneracyjnych
oraz perspektywy zastosowania RNAi w terapii. W opinii recenzenta przedstawione
zagadnienia Scisle wigzg sie problematykg badan stanowigcych zasadniczg cze$é
dysertacji. Zawarte tresci oraz sposoéb ich prezentacji oceniam pozytywnie. llustracje
sg dobrze dobrane i wykonane bez zarzutu.

Opis ,Badan wtasnych”, stanowigcy zasadniczg cze$¢ pracy (64 strony) zostat
podzielony na sekcje dotyczace realizacji poszczegolnych etapéw projektu
badawczego. Najwazniejsze elementy rozprawy i wyniki osiggniete przez Doktorantke
mozna podsumowac w nastepujgcy sposob:

e Obiektem badan byly hodowle komérek ludzkich HeLa (nowotworowe) i SH-
SYSY (neuronalne), mysich Neuro2a (neuronalne) i szczurzych PC12
(nowotworowe bedace modelem komorek neuronalnych);

e Zaprojektowano i zsyntetyzowano we wiasnym zakresie 21 dwuniciowych
czgsteczek siRNA skierowanych na geny cyklino-zaleznych kinaz cdk4, cdk6
oraz cdk2 obecne w wymienionych komoérkach;

e Stosujgc potilosciowy RT-PCR, RT-PCR w czasie rzeczywistym oraz technike
Western blotting okreslono wtasciwosci wyciszajgce otrzymanych dupleksow
siRNA na poziomie 60-90% (gen cdk4), 80-88% (gen cdk6) oraz 60-90% (gen
cdk2); transfekcje prowadzono 2z uzyciem lipofektaminy i/lub metoda
nukleofekciji;

e W oparciu o sekwencje najbardziej aktywnych czgsteczek siRNA wobec genéw
cdk4 oraz cdk6 zaprojektowano i zsyntetyzowano 9 oligonukleotydéw
kodujgcych czgsteczki shRNA, ktére nastepnie umieszczono w plazmidzie
ekspresyjnym pSilencer 2.0-U6 i wprowadzono do komoérek Hela, Neuro2a
oraz PC12. Stwierdzono, ze otrzymane czgsteczki shRNA wykazujg stabsza
aktywnos¢ wyciszajgcg w stosunku do wybranych gendéw niz macierzyste
dupleksy siRNA (50-60% wyciszenia genu cdk4 oraz 60-70% wyciszenia genu
cdk6);

e W komoérkach Hela i SH-SY5Y z wyciszong ekspresjg genu cdk4 zbadano
poziom mRNA cykliny A, cykliny E oraz PCNA stwierdzajac jego obnizenie w
odniesieniu do kontroli o ok. 30% (HelLa) lub o 60-90% (SH-SY5Y), co
wskazuje na zatrzymanie badanych komoérek w fazie G1 cyklu komorkowego;

e W komérkach SH-SY5Y z wyciszong ekspresja genu cdk4 zbadano poziom
mRNA biatek APP, PS1 oraz BACE1 wykazujgc obnizenie poziomu ekspres;ji
gendéw BACE1 i PS1 w odniesieniu do kontroli i brak zmiany dla genu APP, co
moze sugerowac neuroprotekcje tych komérek;

e Metodg cytometrii przeptywowej wykazano, ze w populacji komérek HelLa i SH-
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SY5Y z wyciszong ekspresjg genu cdk4 wiecej komérek znajduje sie w fazie
GO0/G1 niz w przypadku komérek kontrolnych;
e Zbadano podatno$¢ komoérek HelLa i SH-SY5Y z obnizong ekspresjg genu cdk4
na stres oksydacyjny (generowany za pomocg nadtlenku wodoru) wykazujac,
ze wyciszenie genu cdk4 dziata ochronnie na badane komérki (mniejsza ilos¢
komérek w fazie S i G2M i wieksza w fazie GO/G1) w warunkach stresu
oksydacyjnego, uwazanego za gtébwny czynnik uszkadzajgcy w chorobie
Alzheimera;
e Stwierdzono, iz w komoérkach Neuro2a wyciszenie genu cdk4 dziata ochronnie
na komérki poddane stresowi oksydacyjnemu, co objawia sie obnizeniem
stopnia indukcji apoptozy wyrazonym przez spadek aktywnosci kaspaz 31 7;
e Metodg cytometrii przeptywowej przeprowadzono analize zmiany faz cyklu
komérkowego w komoérkach Hela z nadekspresjg inhibitoréw kinaz cyklino-
zaleznych cdk2, cdk4 i cdk6 (odpowiednio, p16, p18 i p21) stwierdzajgc jedynie
nieznaczne zmiany populacji komoérek, z niewielkim wzrostem ich populacji w
fazie GO/G1;
e Stosujgc komorki HeLa oraz Neuro2a wykazano, iz czgsteczki siRNA w postaci
kompleksu z peptydem RVG-9R sg transportowane jedynie do komorek
neuronalnych (Neuro2a) zawierajgcych receptory nikotynowe. W odréznieniu
od tego uniwersalny odczynnik transportujacy — lipofektamina - nie wykazuje
neuroselektywnosci wprowadzajac efektywnie kwasy nukleinowe do obu typéw
komorek.
Czes¢ rozprawy dotyczgca badan wiasnych Doktorantki zostata napisana w sposéb
niezwykle precyzyjny, co jest szczegdlnie istotne w przypadku duzej liczby
prezentowanych doswiadczen. Wszystkie eksperymenty sg ilustrowane zdjeciami zeli
elektroforetycznych oraz wydrukami z cytometru przeptywowego. Wyniki pomiaréw
ilosciowych (np. analizy densytometrycznej prazkéw w Zzelach elektroforetycznych)
przedstawiono w postaci standardowych schematéw blokowych z zaznaczeniem
doktadnosci pomiaréw. Przedstawiono petne sekwencje nukleotydowe obu nici
zsyntetyzowanych duplekséw siRNA skierowanych na wyciszenie ekspresji genow
poszczegodlnych cyklino-zaleznych kinaz oraz otrzymanych wstawek genéw shRNA
przeznaczonych do umieszczenia w plazmidzie ekspresyjnym pSilencer 2.0-U6.
Wszystkie oligorybonukleotydy wykazaty sie odpowiednig czystoscig (analiza
elektroforetyczna) i wtasciwymi masami czgsteczkowymi (analiza MALDI TOF MS).
Otrzymane rezultaty badan przedstawiono w postaci 65 rysunkéw oraz 16 tabel.
Zatgczony materiat ilustracyjny znakomicie uzupetnia dane przedstawione w tekscie
rozprawy. Jego dobodr, czytelno$¢ i estetyka nie budzi zastrzezen. Wszystkie
podrozdziaty zawierajg rowniez dyskusje otrzymanych wynikéw oraz (w niektorych
przypadkach) sugestie dotyczgce dalszych kierunkéw badawczych. Otrzymane wyniki
oraz wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan zostaty w zwiezty sposob
podsumowane w kilkustronicowym podrozdziale zatytutowanym ,Podsumowanie i
wnioski”.

Waznym uzupetnieniem opisu i dyskusji badan Doktorantki jest 24-stronicowy
rozdziat ,Materialy i metody”, w ktérym zostaty opisane stosowane odczynniki
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W badaniu podatnosci na stres oksydacyjny transfekcja komoérek Neuro2a
dupleksami siRNA byta prowadzona albo jednym (si4 skierowanym cdk4), albo
zespotem kilku duplekséw skierowanych na trzy geny (cdk2, cdk4, cdk6) (str.
88). Wbrew temu co sugeruje Autorka mozna tu méwi¢ tylko o dziataniu
ochronnym wyciszenia genu cdk4 a nic nie mozna powiedzie¢ o wptywie
wyciszenia genoéw cdk2 i cdk6;

Na str. 120 (i w kilku innych miejscach) Doktorantka pisze o ..."wodzie
podwadjnie destylowanej milliQ”. Jest to btedne, poniewaz do otrzymywania
wody milliQ nie jest stosowana destylacja a wielokrotna filtracja (odwrotna
osmoza, wymiana jonowa, filtr weglowy, filtr Organex);

W opisie syntezy oligorybonukleotydéw na str. 122 nie podano grupy blokujacej
w pozycji 2’ rybozy.

Powyzsze uwagi krytyczne (niekiedy dyskusyjne) nie zmieniaja ogolnej oceny
przedstawionej do recenzji dysertacji, ktéra jest bardzo dobra. Wyrazam opinie, iz
recenzowana praca spetnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim i z
petnym przekonaniem wnosze o dopuszczenie jej Autorki, mgr Danuty Piotrzkowskiej,
do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage wysokie walory merytoryczne oraz techniczne
recenzowanej rozprawy doktorskiej wnosze o wyroznienie jej Autorki, mgr Danuty
Piotrzkowskiej.
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