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RECENZIJA

osiagniecia naukowego pt.: ,,Eksperymentalna terapia molekularna dla Dystrofii Miotonicznej

typu 1 z wykorzystaniem strategii antysensownych oraz zwigzkdw niskoczgsteczkowych”
stanowigcego podstawe wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego oraz
istotnej aktywnoscig naukowg realizowanej w wiecej niz jednej uczelni (instytucji naukowej) i
dorobku naukowo-badawczego, organizacyjnego i dydaktycznego

Doswiadczenie naukowe oraz przebieg pracy zawodowej

Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna w 2002 roku ukonczyta studia na Uniwersytecie
Przyrodniczy w Poznaniu, bronig prace magisterska, pt.: ,Randomly Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) analysis in evolution studies of four species belonging to the family Canidae”,
promotorem pracy byt Prof. dr hab. Marek Switoriski z Katedry Genetyki i Podstaw Hodowli
Zwierzat, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach, Uniwersytet Przyrodniczy w
Poznaniu. Po ukonczeniu studiéw magisterskich, Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna podjeta studia
doktoranckie w ramach Miedzynarodowego Programu Studiéow Doktoranckich w Vienna
BioCenter oraz Uniwersytetu Wiedenskiego w laboratorium Prof. Dr Erwina Wagnera. W 2006
roku Habilitantka obronita prace doktorskg pt.: ,The role of the AP-1 (Fos/Jun) transcription
factor in liver regeneration”, pod kierownictwem Prof. Dr Erwin Wagner. Na uwage zastuguje
bardzo aktywna postawa Habilitantki w zakresie zdobywania doswiadczenia naukowego;
poczatkowo w ramach studiéw na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu, Pani dr Ewa
Stepniak-Konieczna odbyta staz w Scottish Agricultural College (SAC), Edynburg, Szkocja jako
stypendystka programu Socrates-Erasmus; nastepnie, po ukonczeniu studiéw doktoranckich w
Austrii, Habilitantka odbyta staz podoktorski w Fred Hutchinson Cancer Research Center
(FHCRC), Seattle, WA, USA a nastepnie swoje doswiadczenie zawodowe rozwijata w University
of Washington, School of Medicine, Division of Medical Genetics Seattle, WA, USA. W 2012 roku
zostata zatrudniona jako ‘postdoc’ w Instytucie Biologii Molekularnej i Biotechnologii, Zaktad
Ekspresji Gendw, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, w
programie FNP-TEAM, kierowanym przez Prof. Krzysztofa Sobczaka; od 2015 roku Pani Dr Ewa
Stepniak-Konieczna jest zatrudniona w w/w Instytucie, jako kierownik projektu naukowego NCN
Opus, pt.: “The use of chemically modified antisense oligonucleotides in the experimental
therapy against Myotonic Dystrophy (DM)”.

Podsumowujac, Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna to osobg z bardzo bogatym doswiadczeniem
naukowym; realizacja studidw doktoranckich w renomowanych centrum naukowym w Austrii
oraz odbyte staze podoktorskie w USA oraz na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu, to doswiadczenie naukowe, ktdre znaczaco rozszerzyto horyzonty poznawcze
Habilitantki, czego wyrazem jest doskonale opanowany warsztat naukowy w zakresie szeroko
pojetej biologii komorki, biologii molekularnej i biochemii, a widocznym rezultatem sg liczne
publikacje, ktore ukazaty sie w najbardziej prestizowych czasopismach naukowych.
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Ogodlna ocena dorobku naukowego

Dorobek naukowy Pani Dr Ewy Stepniak-Koniecznej to 16 opracowan naukowych, w tym
15 to publikacje, ktdre ukazaty sie w prestizowych czasopismach naukowych bedacych na liscie
Journal Citation Reports (JRC) oraz jedno opracowanie to rozdziat w monografii, ktora zostata
wydana przez uznane wydawnictwo naukowe Springer. Sumaryczny 'Imapact Factor - IF' zgodnie
z rokiem opublikowania wynosi 132,3; indeks h=11, catkowita liczba cytowan wynosi 925, z
wykluczeniem autocytowan. Sumaryczna liczba punktow MNISW = 2630. W ocenie
parametrycznej, dorobek naukowy Habilitantki jest doskonaty, nie tylko biorgc pod uwage same
wskazniki bibliometryczne, ale przede wszystkim wartos¢ prac naukowych, ktore ukazaty sie
bardzo prestizowych czasopismach oraz ich jako$¢ zostata uznana przez srodowisko naukowe w
formie licznych cytacji.

Ocena osiggniecia naukowego stanowigce monotematyczny cykl publikacji pod wspdéinym
tytutem: ,Eksperymentalna terapia molekularna dla Dystrofii Miotonicznej typu 1 z
wykorzystaniem strategii antysensownych oraz zwigzkéw niskoczgsteczkowych”

Zestaw prac stanowigcy monotematyczny cykl publikacji to pie¢ publikacji naukowych
ktdre ukazaty sie w bardzo prestizowych czasopismach naukowych uwzglednionych w basie JCR.
Cztery prace, to opracowania o charakterze doswiadczalnym oraz jedna to praca przeglagdowa.

Zestawie prac:

- Nucleic Acids Research (2014 rok) -IF-9.112, MNIiSW - 200 pkt, cytowanie = 55;
- Nature Communications (2013 rok) -IF-10.742 MNIiSW - 200 pkt, cytowanie = 54;
- Nucleic Acids Research (2015 rok) -1F-9.202 MNiSW - 200 pkt, cytowanie = 44;
- Human Molecular Genetics (2015) - IF - 5.985 MNiSW - 140 pkt, cytowanie = 13;
- Nucleic Acids Research (2020) -IF-11.147 MNIiSW - 200 pkt, cytowanie = 0;

Podsumowanie: sumaryczny IF - 46,188, w tym uwzgledniajgc rok publikacji; ilos¢ punktow
MNISW - 940; taczna ilos¢ cytowani — 166, co stawi bardzo dobry dorobek pod wzgledem
wskaznikéw bibliometrycznych. Przedtozone do oceny publikacje naukowe to opracowania
wieloautorskie, w ktérych Habilitantka posiada znaczacy udziat a realizacji zadan badawczych, i
tak: w przegladowej publikacji opublikowanej w Nucleic Acids Research (2014 rok) jest Ona na
drugim autorem; w pracy opublikowanej w nad wyraz prestizowym czasopismie naukowych, t;j.
Nature Communications (2013 rok), Habilitantka jest na prawach pierwszego autora, co jest
niebagatelnym osiggnieciem; w pracy w Nucleic Acids Research (2015 rok) Habilitantka jest
trzecim autorem wsrdd os$miu innych autordw; w publikacji, ktéra ukazata sie na tamach
czasopisma Human Molecular Genetics (2015) jest drugim autorem; a w ostatniej
zaprezentowanej publikacji, ktéra ukazata sie w czasopismie Nucleic Acids Research, Habilitanta
wystepuje w podwadjnej roli, tj. jest Ona pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym.
Na bazie zataczonych oswiadczen wspodtautorow oraz zamieszonych deklaracji Habilitantki

stwierdzam, iz udziat Pani Dr Ewy Stepniak-Koniecznej w realizacji prac naukowych, ktére zostaty
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opublikowane jako pie¢ publikacji stanowigcych monotematyczny cykl prac stanowigcych
przedstawione do oceny osiggniecie naukowego, jest znaczacy i wniosta Ona istotny wktad w
realizacje wszystkich projektéw badawczych. Habilitantka posiada doskonate doswiadczenie w
realizacji prac badawczych, wigczajac wszystkie etapy w realizacji zadarn naukowych, poczgwszy
od opracowania koncepcji i planowania analiz eksperymentalnych, poprzez bezposrednig
realizacje konkretnych eksperymentéw, opracowanie danych eksperymentalnych, a
skoficzywszy na edycji i przegotowaniu manuskryptow. Zatem, Habilitantki wykazuje sie
wysokim zaangazowaniem na wszystkich etapach realizacji poszczegdlnych zadan badawczych.

Przedtozone do oceny pie¢ publikacji, to opracowania tworzace spdjne pod wzgledem
tematycznym osiggniecie naukowe. Tematyka prac skupia sie na dystrofii miotonicznej typu 1,
schorzeniu o podtozu genetycznym, charakteryzujgcej sie zanikiem miesni szkieletowych oraz
charakterystyczng miotonig tj. zaburzeniami w pracy miesni; Habilitantka skupita swoja uwage
przede wszystkim na aspektach molekularnych lezgcych u podstaw tego schorzenia, tj.
zasadniczym obiektem badawczym jest kompleks ztozony z biatka MBNL oraz RNA tzw.
~toksycznego RNA”, ktéry w rejonie 3" UTR dla mRNA kodujgcego biatko DMPK, posiada unikalny
wielokrotnie powtdrzy triplet CUG, ktdry formuje stabilng strukture petli, ktora jest zasadniczym
elementem dokujagcym biatko MBNL. W konsekwencji, utworzenie kompleksu prowadzi do
sekwestracji biatka MBNL z nukleoplazmy, czego konsekwencjg sg zaburzenia w procesie
dojrzewania mRNA - ‘spliceopatia’. W dziataniach Habilitantki mozna dostrzec dwa
réownorzedne nurty badawcze: pierwszy to opracowanie innowacyjnej terapii skierowanej na
dystrofie miotoniczng, zas drugi réwnie waziny, to opisanie mechanizméw molekularnych
zwigzanych z funkcjonowaniem biatka MBNL w kontekscie dystrofii miotonicznej. Dziatania
Habilitantki to doskonaty przyktad mariazu badan podstawowych z badaniami aplikacyjnymi
wykorzystujgc zaawansowane techniki biologii molekularnej w potgczeniu z biologig komarki na
poziomie in vitro jak i in vivo; takie wtasnie dziatania lezg u podstaw opracowania innowacyjnych
bio-produktow w zakresie biotechnologii medycznej, a Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna nalezy
do awangardy mtodego pokolenia polskich naukowcdow dziatajgcych w kierunku opracowywania
innowacyjnych ‘nano-bio-materiatéw’.

Pierwsza praca to opracowanie przeglagdowe, zatytutowane: ‘MBNL proteins and their
target RNAs, interaction and splicing regulation’ opublikowane na tamach prestizowego
czasopisma naukowego Nucleic Acids Research, autorstwa: Patryk Konieczny, Ewa Stepniak-
Konieczna i Krzysztof Sobczak. Opracowanie skupia sie na biatku MBNL w kontekscie jego roli w
dystrofii miotonicznej, a przede wszystkim Autorzy skupili sie na opisaniu roli tego biatka w
procesie dojrzewania pre-mRNA, zwracajgc szczegdlna uwage na jego partnerow
metabolicznych oraz role kompleksu MBNL/RNA w regulacji procesdow zwigzanych z
alternatywnym dojrzewaniem pre-mRNA; jednym z istotnych elementéw opracowania jest
aspekt dystrofii miotonicznej, w ktérym interakcja biatka MBNL z powtdrzeniami CUG lezy u
podstaw zaburzen metabolicznych prowadzacych do tego schorzenia. | tak, Autorzy w sposdb

bardzo wyczerpujacy przedstawili szereg aspektow biologicznych zwigzanych z biatkiem MBNL,
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tj. charakterystyka samego biatka pod wzgledem jego organizacji strukturalnej w kontekscie
regulacji dojrzewania pre-mRNA, przedstawili model strukturalny odziatywari RNA-MBNL
zwracajgc uwage na regulacje alternatywnego dojrzewania mRNA, nakreslajgc obraz
funkcjonowania MBNL w szerokim kontekscie metabolizmu RNA. W zakresie zamieszonej
publikacji Habilitantka opracowata dziat dotyczgcy molekularnych terapii ukierunkowanych na
dystrofie miotoniczng - , Therapeutic strategies targeting pathogenic MBNL/RNA interaction”.
Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna skupita swojg uwage na strategiach terapeutycznych
dotyczacych ‘toksycznego’ kompleksu MBNL/RNAcuc®™P. W szczegdlnosci Habilitantka
scharakteryzowata nisko-czgsteczkowe zwigzki, ktore interferujg z kompleksem MBNL/RNAcyc®*?
prowadzac do jego rozpadu; przedstawita Ona informacje na temat szeregu grup zwigzkdw,
ktore moga dziata¢ na zasadzie kompetycji z MBNL hamujgc jego oddziatywanie z RNAcyc®*® lub
mogg prowadzi¢ do jego uwolnienia z kompleksu, jak na przyktad ‘D-amino acid hexapeptide’.
Habilitantka takze zwrdcita uwage na alternatywne podejscie do poszukiwania nowych
zwigzkdw ukierunkowanych na interferencje z kompleksem MBNL/RNAcuc®®, mianowicie
analizy in silico, ktére otwieraja nowe mozliwosci opracowywania zwigzkdw o wysokiej specyfice
dziatania, tzw. ‘less off-target effects’. W dalszej czesci opracowania zwrdcita uwage na nowe
podejscie na bazie oligomerdw antysensownych, ktére mogg prowadzi¢ do degradacji
transkryptéw zawierajgcych sekwencje CUG, w szczegdlnosci zwrdcita uwage na 25-mer CAG25,
ktéry wigzac sie do powtdrzen CUG i moze hamowac sekwestracje biatek MBNL, jednoczesnie
nie prowadzac degradacji docelowego mRNA. Podsumowujac, przygotowany przez Habilitantke
rozdziat stanowi doskonalg kompilacje informacji jednoczesnie uzupetniajgc opracowanie o
aspekt aplikacyjny. Nalezy podkresli¢, iz praca znalazta wysokie uznanie w $rodowisku
naukowym uzyskujgc 55 cytacji na przestrzeni szesciu lat.

Druga prace, ktdra zostata wigczona w monotematyczny cykl prac, to publikacja
zatytutowana: ‘Induction and reversal of myotonic dystrophy type 1 pre-mRNA splicing defects
by small molecules’, autorstwa Jessica L. Childs-Disney, Ewa Stepniak-Konieczna, Tuan Tran, llyas
Yildirim4, Haleung Park, Catherine Z. Chen, Jason Hoskins, Noel Southall, Juan J. Marugan,
Samarjit Patnaik, Wei Zheng, Chris P. Austin, George C. Schatz, Krzysztof Sobczak, Charles A.
Thornton & Matthew D. Disney, ktérg opublikowano w bardzo prestizowym czasopismie Nature
Communications. Praca posiada dwa zasadnicze nurty badawcze, pierwszy to poszukiwanie
nowych niskoczasteczkowych zwigzkéw, ktére mogg negatywnie wptywac na formowanie sie
kompleksu MBNL/RNAcuc®*®, a tym samy moggq by¢ wykorzystane jako tzw. ‘lead compounds’ do
opracowania w przysztosci terapeutykdw do leczenia dystrofii miotonicznej, oraz jako narzedzia
do badania alternatywnego dojrzewania pre-mRNA; drugi nurt to charakterystyka
zidentyfikowanych zwigzkédw chemicznych pod wzgledem ich aktywnosci w kierunku kompleksu
MBNL/RNAcuc®® (w ktérym to Habilitantka posiada znaczacy udziat). W konsekwencji, analizy
przesiewowe biblioteki niskoczasteczkowych zwigzkéow z wykorzystaniem opracowanej
wczesniej metody na bazie kompleksu MBNL1/krotkim oligomer (CUG)12 (MBNL1-CUG12) i
techniki analitycznej TR-FRET, zidentyfikowano dwa zwigzki - #1 bazie kwasu karboksylowego

zawierajgcego tiofen, oraz #2 na bazie naftyrydyno-karbonitrylu. Oba zwigzki okazaty sie bardzo
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aktywne w stosunku do kompleksu MBNL1-CUG12, w tym #1 wykazywat potencjat do dysocjacji
kompleksu poprzez specyficzne oddziatywanie z MBNL1, zas #2 wykazywat powinowactwo do
sekwencji CUG12 a tym samym posiadat wtasciwosci w kierunku dysocjacji kompleksu. Catosé
prac byta realizowana w duzym interdyscyplinarnym zespole badawczym, a Habilitantce
przypadto zadanie charakterystyki zwigzku #1, ktéry wigze biatko MBNL1 pod wzgledem
aktywnosci biologicznej w modelowych liniach komérkowych dla dystrofii miotonicznej typu 1.
Poniewaz, tzw. sekwestracja biatka MBNL, czyli zmniejszenie jego dostepnosci w formie
kompleksu MBNL/RNAcuc®® jest gtdwng przyczyng zaburzeri w dojrzewaniu wielu transkryptéw,
Autorka zatozyta ze zwigzek #1, majac powinowactwo do MBNL1 moze blokowaé dziatanie
biatka, a tym samym zaburza¢ dojrzewanie pre-mRNA zaleznych od MBNL1. Wykorzystujgc
technike RT-PCR wykazata, ze faktycznie zwigzek #1 obniza alternatywny ‘splicing’ szeregu
transkryptéw zaleznych od MBNL1, ale zwiekszat aberracje w dojrzewaniu pre-mRNA w liniach
komorkowych pozyskanych od pacjentéow z dystrofig miotoniczng. W kolejnym kroku, Autorka
zaplanowata i wykonata kluczowg analize, tj. ‘wyciszenie’ genu dla biatka MBNL1 wykorzystujgc
technike siRNA i w potaczeniu ze zwigzkiem #1, wskazata na synergistyczny efekt dziatania
zwigzku #1 z obnizong iloscig MBNL1 - analizujgc efektywnosci dojrzewania wybranych genéw
markerowych wykorzystujgc RT-PCR. Wykonane przez Habilitantke, analizy wskazaty, ze zwigzek
#1, w przeciwienstwie zwigzku #2 ktory zostat scharakteryzowany przez cztonkéw zespotu
badawcze, wykazuje negatywne dziatanie, zaburzajac proces dojrzewania transkryptéow MBNL1
zaleznych, a tym samym jego dziatanie moie wywotywaé efekt podobny do dystrofii
miotonicznej. Podsumowujac, Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna dziatajagc w interdyscyplinarnym
zespole badawczym opisata, zidentyfikowany metodami wysokoprzepustowymi, zwigzek #1 pod
wzgledem jego aktywnosci biologicznej, wskazujac ze moze on by¢ traktowany jako specyficzny
inhibitor dla biatka MBNL1; dziatania Habilitantki wraz z catym zespotem stanowig istotny wktad
poznawczy, poniewaz rozszerzajg repertuar inhibitorow biatek MBNL, a tym samym dostarczajg
nowych narzedzi badawczych do poznania podstaw molekularnych dystrofii miotoniczne;j.
Nalezy podkresli¢ duzy wktad Habilitantki w badania zaprezentowane w w/w publikacji; z jedne;j
strony wyrazem tego jest Jej uznanie jako Autorki ‘na prawach pierwszego autora’, a co wiecej z
przedstawionych informacji wyfania sie obraz Habilitantki charakteryzujacej sie kreatywnym
podejscie do zadar badawczych oraz osoby, ktéra doskonale opanowata warsztat badawczy w
zakresie biologii komdrki i biologii molekularnej.

Kolejny projekt badawczy, w ktorym Habilitantka brata udziat to prace badawcze
ukierunkowane na opracowanie innowacyjnej strategii terapeutycznej dla dystrofii miotonicznej
z wykorzystaniem syntetycznych oligomerdw. Projekt zostat zrealizowany w grupie badawczej
pod kierownictwem prof. dr hab. Krzysztofa Sobczaka, a efektem pracy jest publikacja pt.: ‘Short
antisense-locked nucleic acids (all-LNAs) correct alternative splicing abnormalities in myotonic
dystrophy’ autorstwa Agnieszka Wojtkowiak-Szlachcic, Katarzyna Taylor, Ewa Stepniak-
Konieczna, Lukasz J. Sznajder, Agnieszka Mykowska, Joanna Sroka, Charles A. Thornton i
Krzysztof Sobczak, opublikowana w czasopismie Nucleic Acids Research. Projekt skupia sie
przede wszystkim na wykorzystywaniu antysensownych syntetycznych oligo-nukleotyddw,

zawierajagce zmodyfikowane grupy cukrowe rybozy tzw. ‘locked nucleic acid - LNA’
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ukierunkowanych na specyficzng interakcje z powtdrzeniami CUG zlokalizowanymi na tzw.
toksycznych mRNA. W ramach prac zespdt badawczy wykazat, ze w warunkach in vitro LNA
efektywnie wigzaty sie do fragmentéw RNA zawierajacych sekwencje CUG i blokowaty
formowanie sie kompleksu MBNL/RNAcuc®™P. Co wazne, wykorzystujgc modelowe linie
komdrkowe dla dystrofii miotonicznej typu 1 oraz model mysi wykazano, ze LNA znaczgco
obnizaty formowanie sie kompleksow MBNL/RNAcuc®™® in vivo, oraz pozytywnie wptywaty na
dojrzewanie transkryptow MBNL zaleinych, wykazujagc widoczny efekt ‘terapeutyczny’ w
systemie modelowym. Jednakze, pomimo tak obiecujgcych wynikéw, kliniczne zastosowane LNA
jest utrudnione z racji na fakt niskiej efektywnos$¢ biodystrybucji LNA do tkanek docelowych po
dostarczeniu ogdlnoustrojowym. Rola Habilitantki w tym projekcie to wtasnie rozszerzenie tego
podejscia i poszukiwanie rozwigzan polepszajacych farmakokinetyke LNB. | tak, Habilitantka
scharakteryzowata efektywnos$¢ bio-dystrybucji LNB z modyfikacja chemiczng w formie
tiofosforanu — PS-LNB, ktory znaczgco polepsza parametry biofizyczne oligonukleotyddw.
Autorka zastosowata metode gymnozy w celu dostarczenia PS-LNB do fibroblastow DM1,
wskazujac, ze podejscie to jest skuteczne, jednakze analiza RT-PCR dojrzewania markerowych
transkryptow czy analiza FISH formowania kompleksow MBNL/RNAcyc®™P wskazaty na niskg
efektywnos¢ dystrybucji PS-LNB na drodze gymnozy w pordwnaniu z klasycznym podejsciem
opartym na transfekcji komorek. Prace Habilitantki to wazny element komplementujgcy badania
ukierunkowane na opracowania skutecznej terapii w leczeniu dystrofii miotonicznej w oparciu o
krotkie oligonukleotydy LNB; Autorka wskazuje na szereg ograniczen w zakresie bio-dystrybucji
LNB, a tym samym wspomaga droge poznawczg, ktérg nalezy podaza¢ w celu uzyskania
efektywnej terapii.

Czwarta praca, w zakresie prezentowanego osiggniecia, to opracowanie bedace
bezposrednig kontynuacjg prac badawczych realizowanych przez Panig Dr Ewe Stepniak-
Konieczng w tematyce dystrofii miotonicznej, ukierunkowane na opracowanie technologii
umozliwiajgcej efektywng terapie tego genetycznego schorzenia. Habilitantka, pracujgc w grupie
badawczej pod kierownictwem Prof. Joel Chamberlain (University of Washington School of
Medicine, Seattle, WA, USA) uczestniczyta w projekcie badawczym, w ktérym wykorzystujgc
konstrukty genetyczne na bazie rekombinowanych wektoréw adenowirusowych testowano
metode innowacyjnej terapii dystrofii miotonicznej, stosujgc ogdlnoustrojowe dostarczenie
terapeutykdéw, wykorzystujgc mysi model eksperymentalny; w poprzednich projektach
Habilitantka przede wszystkim wykorzystywata modelowe linie komdrkowe, co z reguty stanowi
pierwszy etap w charakterystyce proceséw biologicznych na modelu ssaczym w odniesieniu, np.
do opracowania nowych terapeutykdw; obecny projekt to przeniesienie badarn na mysi model
dystrofii miotonicznej typu 1 - HSA'®. W zakres tego projektu wchodzito ogdlnoustrojowe
podanie terapeutyku wykorzystujac zjawisko RNAi i wyciszenie gendw zawierajgcych
powtdrzenia CUG. Habilitantka, przygotowata wektory na bazie adenowiruséw rAAV, ktore
zawieraty kasete ekspresyjng prowadzgcy ekspresje miRNA ukierunkowang na obnizenie
poziomu transkryptéw niosgcych sekwencje CUG w mysim modelu HSA® wraz genem
reporterowym dla ludzkiej fosfatazy alkalicznej; tak przygotowane ukfady genetyczne (rAAV6-
HSA4 oraz rAAV6-HSA10) Autorka podata dozylnie myszom, a nastepnie po 12 tygodniach od
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podania przeprowadzita szeroko zakrojone analizy tkanki miesniowej oraz morfologie krwi, ktéra
wskazat na brak widocznego wptywu toksycznego na organizm myszy; przeprowadzone analizy
histologiczne a przede wszystkim analiza RT-PCR pokazata redukcje transkryptu HSA niosgcego
sekwencje CUG; co istotne analiza dojrzewania wybranych markerowych pre-mRNA wskazata na
znaczacy redukcje zaburzen w alternatywnym ‘splicingu’ oraz wykonana elektromiografia we
wspotpracy z neurologami pokazata zmniejszenie wytadowarn miotonicznych, ktére stanowig
typowy objaw fenotypowy dla dystrofii miotonicznej. Podsumowujgc, zaprezentowane wyniki,
wskazaty jednoznacznie, ze przyjete zatozenie wykorzystania adenowiruséw rAAV oraz zjawiska
RNAi jako uktadu terapeutycznego okazato sie bardzo trafne i dozylna pojedyncza aplikacja
rekombinowanych wektoréw adenowirusowych jest efektywna w zakresie zniwelowania
molekularnych jak i fenotypowych efektéw towarzyszacych dystrofii miotonicznej; nalezy
podkresli¢, iz analizy wykonane przez Habilitantke stanowig zasadniczy trzon projektu, dlatego
tez Jej udziat w realizacji projektu oceniam na bardzo wysoki. Nalezy pokresli¢, ze znaczenie
projektu jest ogromne, poniewaz informacje zgromadzone na bazie wykonanych analiz daja
realne podstawy do opracowania terapii niwelujgcej objawy choroby, a co réwnie wazne
wektory rAAV zostaty zatwierdzone jako komercyjny nosnik genetyczny. Projekt ten znalazt
swoje zakoriczenie w formie publikacji, pt.: ‘Therapeutic impact of systemic AAV-mediated RNA
interference in a mouse model of myotonic dystrophy’ autorstwa Darren R. Bisset, Ewa A.
Stepniak-Konieczna, Maja Zavaljevski, JessicaWei, Gregory T. Carter, Michael D. Weiss and Joel
R. Chamberlain, ktdra ukazata sie w d czasopismie Human Molecular Genetics.

Ostatnia publikacja w cyklu, to opracowanie majgce juz znacznie inny wymiar pod
wzgledem organizacji pracy Habilitantki; jest to autorskie podejscie Habilitantki do problemu,
czego wyrazem jest pozycja Pani Dr Ewy Stepniak-Koniecznej, nie tylko jako pierwszy autor, a co
istotne jako autor korespondencyjny. Projekt ten zostat zrealizowany w ramach grantu OPUS, w
ktorym Habilitantka jest kierownikiem projektu; informacje te wskazujg, ze Autorka jest nie
tylko eksperymentatorem posiadajagcym doskonale opanowany warsztat badawczy, ale takze
aktywnie pozyskuje srodki finansowe na realizacje wtasnych koncepcji naukowych, co stawia Jg
jako osobe samodzielnie dziatajgca na polu naukowy - jak ze wazna cecha dla oséb ubiegajgcych
sie o stopiert doktora habilitowanego. Rdwnie wazny aspektem, ktéry dotyczy realizowanego
projektu, to fakt, iz Habilitantka konsekwentnie realizuje i rozwija tematyke dotyczaca
molekularnych aspektéw dystrofii miotonicznej, a w szczegdlnosci Jej zainteresowania skupione
s3 na opracowaniu terapii dla tego schorzenia, wskazujac na Jej determinacje naukowg i
konsekwentne zmierzanie do celu. Celem projektu byt ‘toksyczny’ transkrypt niosgcy informacje
dla biatka DMPK, a przede wszystkim w projekcie zaplanowano unikalne podejscie
eksperymentalne w kierunku modyfikacji dojrzewania ‘toksycznego’ pre-mRNA, tak aby
zainicjowac degradacje transkryptu na drodze komdrkowych mechanizmy kontroli jakosci RNA,
a w konsekwencji usung¢ z komorki tzw. ‘toksyczny RNA’ — opisane przez Habilitantke jako --
strategia #1; drugie, alternatywne podejscie, to usuniecie z transkryptu DMPK regionu
zawierajacy powtdrzenia CUG -- strategia #2. Obie koncepcje byty ukierunkowane na obnizenie
poziomu ‘toksycznego RNA’, a tym samym uwolnienia biatka MBNL i zmniejszenie aberracji

dojrzewania pre-mRNA zaleznego od tego biatka. W celu osiggniecia zamierzonych celdw jako
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narzedzie wykorzystano chemicznie modyfikowane oligonukleotydy antysensownych - AON jak
na przyktad 2’-Ome-PS, wykorzystujgc modelowe linie komodrkowe - GM07492 i
GMO04033/GM03989. Jak juz wspomniatem na wstepie, projekt ten to autorskie podejscie Pani
Dr Ewy Stepniak-Koniecznej, w ktérym zaplanowata petne podejscie eksperymentalne, oraz co
rownie wazne w pracy naukowej, posiadajac doskonale opanowany warsztat badawczy,
zrealizowata nad wyraz bogaty zestaw eksperymentdw, co czyni jg nie tylko wiodgcym Autorem
pod wzgledem koncepcyjnym, ale takie gtdwnym wykonawcg projektu. Prace badawcze
wskazaty, ze pomimo bardzo ciekawej hipotezy badawczej, obie strategie nie przyniosty
spodziewanych efektow koncowych w stosunku do zniwelowania molekularnych aspektéow
dystrofii miotonicznej, a co wiecej zastosowanie 2’-Ome-PS oligonukleotydéw wywotuje efekt
toksyczny. Ale, badania te wskazaty, ze uzyte AON’y dziatajg efektywnie w kierunku dojrzewania
‘toksycznego RNA’, wskazujac na role nieopisanych dotychczas sekwencji nukleotydowych w
rejonie 3’UTR odgrywajacych istotng role w transporcie mRNA dla biatka MNBL z jadra do
cytoplazmy. Podsumowujac, zrealizowany projekt badawczy wnosi istotny wktad poznawczy w
zakresie opracowania innowacyjnych technologii terapeutycznych rozszerzajgc wiedze na temat
zastosowania oraz ograniczen w stosowaniu chemicznie modyfikowanych oligonukleotydow
antysensownych; ponadto, projekt przynidst dodatkowg wartosé¢ dodang w formie informacji na
temat roli sekwencji 3’'UTR w biologii mRNA dla biatka MBNL. Informacje zostaty
upowszechnione w formie publikacji na tamach czasopisma Nucleic Acids Research, pt. ‘AON-
induced splice-switching and DMPK pre-mRNA degradation as potential therapeutic approaches
for Myotonic Dystrophy type 1’, autorstwa Ewa Stepniak-Konieczna, Patryk Konieczny, Piotr
Cywoniuk, Julia Dluzewska, Krzysztof Sobczak.

Podsumowujgc, przedtozone do oceny osiggniecia naukowego to zestaw pieciu spdjnych
pod wzgledem tematycznym opracowan naukowych dotyczacych dystrofii miotonicznej typu 1.
Cztery prace posiadajg charakter prac eksperymentalnych ukierunkowanych na opracowanie
terapii tego genetycznego schorzenia, wykorzystujac najnowsze technologie w zakresie szeroko
pojetej biologii molekularnej na modelowych liniach komdrkowych czy takie z uzyciem
modelowych zwierzg jak myszy; pigta praca to opracowanie przeglagdowe stanowigce
kompendium wiedzy na temat molekularnych aspektéw lezgcych u podstaw dystrofii
miotonicznej wraz z wyczerpujgcym przegladem informacji na temat potencjalnych metod
terapeutycznych. Prace te stanowig przyktad powigzania zdobytej wiedzy w zakresie nauk
podstawowych z dziataniami aplikacyjnymi na polu biotechnologii medycznej, wnoszg ogromny
bagaz poznawszy do opracowania innowacyjnych terapii i stanowig istotny wktad w rozwdj nauk
biologicznych; dziatania Habilitantki wpisujg sie w oczekiwania spoteczenstwa, ktdrego
funkcjonowanie oparte jest na zaawansowane wiedzy w dziedzinie nano-technologii, czego
dobitnym przyktadem jest obecnie pandemia wywotana wirusem SARS-CoV2, a wprowadzenie
szczepionki (bedacej osiggnieciem w biotechnologii medycznej - nano-technologii) to jedyna
droga opanowania obecnej sytuacji epidemicznej. Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna jawi sie jako
osobo o bardzo wysokich kompetencja naukowych z doskonale opanowanym warsztatem
badawczym oraz posiada jasno sprecyzowane zainteresowania naukowe konsekwentnie
realizujgc szereg spojnych tematycznie projektéw badawczych.
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Ocena istotnej aktywnosci naukowa realizowanej w wiecej niz jednej uczelni, instytucji
naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej.

Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna juz od poczatku swojej kariery naukowej wykazywata
bardzo wysoka aktywnos$¢ w formie realizacji projektéw naukowych w miedzynarodowych
grupach badawczych. Juz jako studentka studidw magisterskich, odbyta staz w Scottish
Agricultural College, Edynburg, Szkocja jako stypendystka programu Socrates-Erasmus; w
kolejnych lat, po ukonczeniu studidow na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu, w latach
2003-2007 odbyta studia doktoranckie w Research Institute of Molecular Pathology, Vienna
BioCenter, Wieden, pod opieka Prof. Dr. Erwina Wagnera, a Jej aktywnosci przetozyta sie na
szereg publikacji naukowych realizowanych w interdyscyplinarnych zespotach badawczych.
Swojg pasje naukowq rozwijata dalej i w latach 2007-2009 pracowata w zespole badawczym pod
kierownictwem Dr. Valeri Vasioukhin’a w Fred Hutchinson Cancer Research Center (FHCRC),
Seattle, USA; zas w latach 2010-2011 odbyta kolejny staz podoktorski w laboratorium
kierowanym przez Prof. Joel Chamberlain’s z University of Washington, School of Medicine,
Division of Medical Genetics, Seattle, USA. Kolejny staz podoktorski odbyta w latach 2012-2015
w laboratorium kierowanym przez prof. Krzysztofa Sobczaka w Instytucie Biologii Molekularnej i
Biotechnologii, Zaktad Ekspresji Gendw, Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Ponadto, Habilitantka uczestniczyta w wielu konferencjach naukowych, prezentujgc
postery oraz wygtaszajac prezentacje naukowe. Wszystkie staze naukowe zaowocowaty licznymi
publikacjami w uznanych czasopismach, z ktérych czes¢ wchodzi bezposrednio do osiggniecia
naukowego lub mozina zaliczy¢ do dodatkowej aktywnosci naukowej. Stwierdzam, ze
Habilitantka wykazata sie¢ bardzo szerokg aktywnosciag naukowg w zakresie realizacji wielu
projektow badawczych w interdyscyplinarnych i miedzynarodowych grupach badawczych poza
macierzystym osrodkiem badawczym — stwierdzam, ze istotna aktywno$ci naukowa realizowana
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci
zagranicznej — nie budzi zastrzezen.

Ocena dodatkowej aktywnosci naukowej, dziatalnosci organizacyjnej i dydaktycznej

Dodatkowa aktywnos¢ naukowa. Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna posiada znaczacy dorobek
naukowy, ktory nie zostat wtgczona bezposrednio w zakres osiggniecia naukowego; i tak, jest to
10 opracowan naukowych, ktdre ujete sg w bazie danych JCR raz jedno opracowanie majgce
charakter rozdziatu w monografii - w sumie 11 prac naukowych. Juz na wstepie nalezy
podkresli¢, ze znaczna czes¢ prac ukazata sie w bardzo prestizowych czasopismach naukowych,
jak: Nucleic Acids Research, RNA Biology, Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, PNAS-USA,
Genes & Development, Journal of Clinical Investigations, Cell Death & Differentiation, Cell Cycle,
Hepatology, Journal of Applied Genetics. Poczatkowo, Habilitantka realizowata swoje
zainteresowania naukowe w formie studiow doktoranckich, w tematyce dotyczacej roli
czynnikéw transkrypcyjnych w proliferacji komorek watroby uwzgledniajgc $ciezki sygnatowe
zalezne od takich biatek jak p53/p21 czy MAP kinaza p38. W tym czasie Pani Dr Ewa Stepniak-

i

Strona9




Konieczna opanowata jak i doskonalita warsztat naukowy w zakresie biologii komérki, histologii,
technik immunologicznych oraz biologii molekularnej; prace te przyniosty istotny wktad w
zrozumienie mechanizmdéw regulujacych cykl komérkowy hepatocytow, czy to w kontekscie
regeneracji watroby jak i w procesach nowotworzenia, wskazujgc na kluczowg role kinazy p38
czy biatka p21 w regulacji zachowania sie hepatocytow w odpowiedzi na zmieniajace sie warunki
srodowiskowe. Jej udziat w realizacji wielu projektdw, w tym okresie, jest znaczacy
uwzgledniajgc chocby publikacje w czasopismie Genes & Development, w ktérej to jest jednym z
wiodgcych autoréow. Habilitantka takze skierowat swoja uwage na tematyke zwigzang biologia
biatek Kadheryn i Katenin w ramach stazu podoktorskigo w laboratorium Dr Valeri Vasioukhin’a,
gdzie uczestniczyta w przygotowaniu opracowania przeglagdowego na temat udziatu tych biatek
w regulacji szlakow przesytania sygnatu w takich procesach jak podziat komdrek, migracja,
roznicowanie, apoptoza czy embriogeneza (publikacja w Cold Spring Harbor Perspectives in
Biology); takze nalezy zanotowac Jej udziat w publikacji bedacej komentarzem naukowym do
opracowan eksperymentalnych, ktére ukazaty sie w prestizowym czasopismie PNAS-USA.
Jednakze, kluczowa tematyka, dotyczy dystrofii miotonicznej, ze szczegdlnym uwzglednieniem
opracowania terapii celowanej w kierunku ‘toksycznego kompleksu RNA/MBNL’. Aktywnos¢
Habilitantki oscyluje w obrebie generowania/kompilacji/zestawienia w wielu danych, czy to na
drodze prac eksperymentalnych czy opracowan przegladowych i budowaniu obrazu dotyczgcego
roli biatka MBNL w rozwoju dystrofii miotonicznej typu 1; przede wszystkim, dominujg Jej
zainteresowania w zakresie projektowania i testowania nowatorskich strategii terapeutycznych,
czego wymiernym rezultatem sg publikacje o charakterze przegladowym, zapewne inspirujace
dla Autorki jak i dla czytelnikéw, oraz jedna praca eksperymentalna bedgca wyrazem Jej dobrze
opanowanego warsztatu laboratoryjnego. Stwierdzam, ze Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna to
osoba wykazujagca sie istotng aktywnoscia naukowg, ktdrg mozina postrzega¢ jako
kompetentnego partnera naukowego aktywnie wspotdziatajgcego w zespole badawczym.

Dziatalno$¢ organizacyjna i dydaktyczna. Pani Dr Ewa Stepniak-Konieczna uczestniczyta
aktywnie w realizacji dwdch projektdw naukowych jako wykonawca oraz jest obecnie
kierownikiem grantu Opus przyznanego przez NCN, co jednoznacznie wskazuje na Jej aktywng
postawe w zakresie organizacji i realizacji wtasnych projektow badawczych - dorobek dobry nie
budzacy zastrzezen. W zakresie aktywnosci dydaktycznej Habilitantka we wczesnym okresie
kariery naukowe jedynie realizowata epizodyczne zadana dydaktyczne dotyczace opieki
naukowej nad studentami, jednakze niskie zaangazowanie dydaktyczne w tym okresie jest w
petni zrozumiate, poniewaz Habilitantka odbyta studia doktoranckie oraz staze podoktorskie na
pozycji naukowej, co nie obligowato Jg do rozbudowanej aktywnosci dydaktycznej. Pracujac juz
na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu to czas w ktérym Jej aktywnos¢
dydaktyczna znacznie wzrosta; opracowata wyktady w jezyku angielskim dla studentéw
Biotechnologii na temat ,,Animal models in human diseases”, zorganizowata, prowadzita oraz
koordynowata zajecia w jezyku angielskim z przedmiotu , Scientific English” w ramach programu
,Studia na Biotechnologii i Ochronie Srodowiska UAM droga do sukcesu zawodowego”.
Opiekowata sie takze studentami realizujgcym prace licencjacka jak i magisterska, co wskazuje
ze czynnie uczestniczy w procesie dydaktycznym na macierzystej uczelni; drobny niedosyt moze
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budzi¢ brak udziatu w ksztatceniu doktorantdéw, na przyktad jako promotor pomocniczy. W
ramach popularyzacji nauki Habilitantka aktywnie uczestniczyta w licznych konferencjach
naukowych prezentujgc postery oraz wygtosita krotkie prezentacje ustne, a ponadto, bedgc na
studiach doktoranckich uczestniczyta jako organizator konferencji naukowej ‘Vienna BioCenter
PhD Programme Symposium’ co mozna uznac za dobre doswiadczenie.

Whiosek korncowy

Oceniajgc osiggniecie naukowe stanowigce monotematyczny cykl publikacji pod
wspdlnym tytutem: ,Eksperymentalna terapia molekularna dla Dystrofii Miotonicznej typu 1 z
wykorzystaniem strategii antysensownych oraz zwigzkéw niskoczgsteczkowych” oraz odnoszac
sie do oceny istotnej aktywnosci naukowej realizowanej w wiecej niz jednej uczelni, instytucji
naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej, wraz z opinia na temat
dodatkowej aktywnosci naukowej, organizacyjnej i dydaktycznej Pani Dr Ewy Stepniak-
Koniecznej, stwierdzam ze Habilitantka wykazata sie istotng aktywnoscig we wszystkich
ocenianych aspektach, a zrealizowane prace badawcze majgce swoje odzwierciedlenie w
licznych publikacjach naukowych wnoszg znaczacy wktad poznawczy w dyscyplinie nauk
biologicznych. W zwigzku z powyzszym stwierdzam, ze z zgodnie z ustawg z dnia 20 lipca 2020
roku (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 ze zm.) Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, osiggniecie
Pani Dr Ewy Stepniak-Koniecznej odpowiada wymaganiom okreslonym w art. 219 ust. 1 pkt 1, 2 i
3 ustawy z dnia 20 lipca 2020 roku (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 ze zm.). Popieram wniosek Pani Dr
Ewy Stepniak-Koniecznej z dnia 20 marca 2020 roku, o nadanie stopnia doktora habilitowanego
w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Lublin 2020-12-01 Prof. dr hab. Marek Tchdorzewski
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