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Dr hab. Marta Olejniczak, prof. ICHB PAN
Zaktad Inzynierii Genomowej

Recenzja osiggnigcia naukowego dr Ewy Stepniak-Koniecznej
pt. ,Eksperymentalna terapia molekularna dla Dystrofii Miotonicznej typu 1
z wykorzystaniem strategii antysensownych oraz zwigzkéw niskoczasteczkowych"

oraz pozostatego dorobku naukowego, dziatalnosci dydaktycznej i popularyzatorskiej.

Podstawowe dane o Kandydacie

Pani dr Ewa Stepniak-Konieczna uzyskata dyplom magistra inzyniera biotechnologii w 2002
roku na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu. Stopien doktora nauk przyrodniczych uzyskata w roku 2006 na Uniwersytecie Wiederiskim
w Research Institute of Molecular Pathology, na podstawie rozprawy doktorskiej pt. , The role of the
AP-1 (Fos/Jun) transcription factor in liver regeneration”. Promotorem tej wyrdéznionej rozprawy
doktorskiej byt profesor Erwin Wagner.

Dr Ewa Stepniak-Konieczna odbyta dwa zagraniczne staze podoktorskie, w tym dwuletni w
Fred Hutchinson Cancer Research Center w Seattle, USA oraz kolejny, réwniez blisko dwuletni na
Uniwersytecie Waszyngtona, School of Medicine w Seattle. W latach 2012-2015 pracowata na
stanowisku PostDoc w Instytucie Biologii Molekularnej i Biotechnologii, w Zaktadzie Ekspresji Genow
na wydziale Biologii UAM w Poznaniu.

Zgodnie z informacjg zataczong w Autoreferacie Kandydatka jest obecnie zatrudniona w
IBMiB UAM w Poznaniu jako kierownik projektu OPUS. Opiekunem naukowym dr Ewy Stepniak-
Koniecznej jest profesor dr hab. Krzysztof Sobczak. Kandydatka nie ubiegata sie uprzednio o nadanie
stopnia doktora habilitowanego.

Obowigzujace przepisy prawa na dzien wszczecia ocenianego postepowania habilitacyjnego
Obowigzujqce kryteria oceny odpowiadajg wymaganiom okreslonym w art. 219 ust. 1 pkt 2 i 3
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pdzn.
zm.).



Ocena osiggniecia naukowego

Na osiggnigcie naukowe pt. ,,Eksperymentalna terapia molekularna dla Dystrofii Miotonicznej
typu 1 z wykorzystaniem strategii antysensownych oraz zwigzkéw niskoczgsteczkowych" sktada sie
cykl 5 powigzanych tematycznie artykutéw naukowych (obejmujgacych 4 prace doswiadczalne i 1
prace przegladows), opublikowanych w renomowanych czasopismach naukowych, takich jak Nucleic
Acids Research, Nature Communications oraz Human Molecular Genetics. Prace zostaty
opublikowane w latach 2013-2020. Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania (IF) wg danych zgodnych
z latami publikacji jest bardzo wysoki i wynosi 46,188, publikacje posiadajg 940 punktéw MNiSW.
taczna liczba cytowann wg bazy Web of Science wynosi 166, co wskazuje na duze znaczenie
opisywanych badari dla $rodowiska naukowego, zwtaszcza, ze jedna z prac ukazata sie w 2020 r i nie
mogta by¢ cytowana. W dwoch pracach dr Ewa Stepniak-Konieczna jest pierwszg autorka, w dwéch
kolejnych druga i w ostatniej pracy trzecig autorka. Nalezy podkreslié, ze w jednej z prac jest
dodatkowo autorem do korespondencji. Oswiadczenia Kandydatki oraz wspétautoréw prac,
okreslajace ich udziat w przygotowaniu publikacji jasno wskazujg, ze udziat Habilitantki byt znaczacy.

Dystrofia miotoniczna typu 1 (DM1) jest choroba genetyczng wywotywang ekspansja
powtoérzen trojnukleotydowych CTG w regionie 3’UTR genu DMPK. W odréznieniu od innych choréb
genetycznych (np. choroby Huntingtona), wywotywanych ekspansjg powtérzen tréjnukleotydowych
w regionach kodujgcych genu, gdzie gtéwnym czynnikiem patogennym jest biatko, DM1 jest
typowym przyktadem toksycznosci RNA. Diugie ciggi powtérzen tréjnukleotydowych, osiggajace od
ok. 50 do nawet kilku tysigcy CUG, tworza stabilne struktury typu spinki do wioséw, majace zdolnoéé¢
sekwestracji biatek komérkowych i tworzenia inkluzji jgdrowych. Sekwestracji ulegajg m.in. biatka
regulatorowe splicingu, takie jak MBNL1, a ich niedobér prowadzi do deregulacji procesu sktadania
mRNA w komorce.

Gtéwnym celem badan, stanowigcych osiggniecie naukowe Habilitantki byto zaprojektowanie
terapii molekularnych dla DM1 z wykorzystaniem oligonukleotydéw antysensownych, sztucznych
miRNA oraz zwigzkéw niskoczasteczkowych. Postuzyly one do degradacji toksycznych transkryptow
lub zablokowania patogennego oddziatywania biatka MBNL ze zmutowanym transkryptem DM1.
Obok celu o charakterze aplikacyjnym, Habilitantka wyznaczyta sobie réwniez cel poznawczy,
dotyczacy analizy roli biatka MBNL w patomechanizmie DM1.

Publikacja przegladowa nr 1 pt. ,MBNL proteins and their target RNAs, interaction and
splicing regulation” podsumowuje stan wiedzy na temat roli biatek MBNL w patomechanizmie DM.
Obejmuje ona szczegéfowa charakterystyke biatek MBNL, motywdéw sekwencji oraz struktur
docelowych dla tych biatek w transkryptach. Opisuje udziat biatek MBNL w regulacji splicingu oraz
zbiera informacje na temat strategii terapeutycznych nakierowanych na patogenne oddziatywanie
MBNL z transkryptami w DM. Udziat Habilitantki w przygotowaniu tej pracy obejmowat gtéwnie
napisanie rozdziatu dotyczgcego terapii, co wigzato sie z analiza ok. 30 publikacji naukowych.
Publikacja jest wartosciowym opracowaniem, ktére nie tylko porzadkuje stan wiedzy na temat biatek
MBNL ale moze stanowi¢ punkt wyjscia do dalszych badan. Zostata opublikowana w prestizowym
czasopismie Nucleic Acids Research i zostata juz doceniona przez $rodowisko naukowe, osiggajac 55
cytowan.

Praca eksperymentalna nr 2 pt. ,Induction and reversal of myotonic dystrophy type 1 pre-
mRNA splicing defects by small molecules”, w ktérej dr Ewa Stepniak-Konieczna jest jedng z trzech



pierwszych autordw, powstata we wspétpracy z laboratorium Prof. Disneya z USA. Wykorzystujac
biblioteki zwigzkéw niskoczasteczkowych oraz ilosciowy test biochemiczny na bazie FRET, autorzy
wybrali kilka potencjalnych inhibitoréw oddziatywania biatka MBNL1 z transkryptem DMPK. Takie
patogenne oddziatywanie zaburza lokalizacje transkryptu DMPK, zatrzymujagc go w jadrze
komérkowym, gdzie tworzy foci oraz zaburza jego translacje. Stosujac komérki ze stabilng ekspresja
mRNA lucyferazy, zawierajagcego cigg 800 (CUG) w 3’'UTR wykazano, ze dwa zwigzki znacznie
poprawiajg efektywnos¢ translacji mierzong aktywnoscig lucyferazy. Co wiecej, metodg FISH
potwierdzono, ze zwigzki te redukujg ilos¢ i wielko$¢ foci jgdrowych w komdrkach Hela
transfekowanych minigenem DM1. Testy powinowactwa i modelowanie strukturalne wykazaty, ze
jeden ze zwigzkéw oddziatuje z biatkiem MBNL1, natomiast drugi z wydtuzonym ciggiem CUG w RNA.

Habilitantka badata role zwigzku niskoczgsteczkowego rozbijajgcego kompleks RNA-MBNL1 w
wyniku oddziatywania z biatkiem. Tzw. zwigzek nr 1 wywotywat w zdrowych komérkach fibroblastéw
zaburzenia alternatywnego splicingu przypominajgce DM1. W komérkach od pacjentéw z DM1
zastosowanie zwigzku nr 1 pogtebiato juz istniejgce zaburzenia wywotane sekwestracja MBNL1. Co
wigcej, nie wptywat on na splicing eksonéw regulowanych przez inne czynniki. Obnizenie puli MBNL1
przez zastosowanie siRNA jeszcze bardziej pogtebifo zaburzenia splicingu i potwierdzito mechanizm
zalezny od biatka MBNL1. Tak wigc wigzanie MBNL1 przez zwigzek nr 1 moze byé wykorzystane do
chemicznej indukcji zaburzen splicingu obserwowanych w DM1 oraz badania patomechanizmu tej
choroby. Jak sugerujg autorzy MBNL1 nie jest zatem dobrym celem terapii dla DM1. Dla odréznienia,
drugi z badanych zwigzkow, wigzacy wydtuzone ciggi CUG w mRNA, wywotywat odwrdcenie stanu
podobnego do DM1. Poniewaz w ramach wczesdniejszych badar zidentyfikowano wiele matych
czgsteczek zdolnych do wigzania CUG i poprawy splicingu w DM1, najistotniejszym osiagnieciem ww.
pracy jest charakterystyka dziatania zwigzku nr 1. Metody badawcze wykorzystane przez Habilitantke,
takie jak hodowle komérek ludzkich, transfekcja czy RT-PCR sg proste lecz wiasciwie dobrane. Praca
zostata opublikowana w prestizowym czasopismie Nature Communications w 2013 roku i osiggneta
54 cytowania.

W kolejnej publikacji eksperymentalnej pt. “Short antisense-locked nucleic acids (all-LNAs)
correct alternative splicing abnormalities in myotonic dystrophy” autorzy zastosowali podejscie
terapeutyczne dla DM1 z wykorzystaniem krétkich oligonukleotydéw LNA nakierowanych na
wydtuzone ciggi CUG. Tego typu czasteczki wigza sie do powtérzeri CUG, zapobiegajac tworzeniu sie
ich kompleksow z biatkami MBNL. Wykorzystujgc metode EMSA autorzy wykazali, 2e nawet bardzo
krotkie czasteczki LNA-CAG8 wigzaly sie stabilnie do sekwencji CUG. Najbardziej efektywna
czasteczka LNA-CAG10 korygowata defekty splicingowe oraz redukowata foci jadrowe w
komoérkowych modelach DM1 oraz modelu mysim. Co wazne, badane czgsteczki nie degradowaty
transkryptu, w zwigzku z tym sg bezpieczne dla innych komadrkowych transkryptéw zawierajgcych
ciggi CUG (off-target), co potwierdzono eksperymentalnie.

Jednym z najwiekszych probleméw terapii genowych jest dostarczanie czasteczek
terapeutycznych do tkanek docelowych, w szczegdlnosci dotyczy to podawania ogdlnoustrojowego.
Habilitantka testowata w ramach pracy wptyw modyfikacji tiofosforanowej (PS) na efektywnosé
dostarczania oligonukleotydéw LNA w komérkowych modelach DM1. Wg doniesien literaturowych
tak zmodyfikowane czgsteczki powinny by¢ efektywnie dostarczane do komérek na drodze gymnozy,
bez potrzeby stosowania odczynnikéw transfekcyjnych. Tak zmodyfikowane czasteczki dostarczane
do komarek fibroblastéw DM1 indukowaty nieznaczna poprawe splicingu oraz zmniejszaty liczbe foci



jadrowych, jednak efekt byt zalezny od stezenia oligonukleotydéw i czasu inkubacji. W swoich
badaniach Habilitantka wykorzystata metode RT-PCR, transfekcje oraz analize foci metodg FISH.
Podsumowujac, publikacja nr 3 przedstawia bardzo obiecujace wyniki aktywnosci oligonukleotydow
LNA - potencjalnych terapeutykéw dla DM1. W tej wieloautorskiej pracy opublikowanej w
prestizowym czasopismie Nucleic Acids Research w 2015 roku, Habilitantka jest trzecig autorka. Praca
byta juz cytowana 44 razy, co jest bardzo dobrym wynikiem, biorgc pod uwage charakter aplikacyjny
badan.

Problem ogélnoustrojowego dostarczania czgsteczek terapeutycznych byt poruszany réwniez
w publikacji nr 4 pt. , Therapeutic impact of systemic AAV-mediated RNA interference in a mouse
model of myotonic dystrophy”. Habilitantka prowadzita te badania w ramach stazu podoktorskiego w
University of Washington School of Medicine pod opieka prof. Chamberlain’a. W celu degradacji
transkryptdw, zawierajgcych wydtuzone ciggi CUG autorzy wykorzystali technologie interferencji RNA
oraz wektorowe czgsteczki tzw. sztuczne miRNA dostarczane w postaci wektoréw wirusowych AAV6.
Modelem badawczym DM1 byty myszy z ekspresjg transgenu ludzkiej alfa aktyny (HSA),
zawierajgcego wydtuzone ciggi CTG w regionie 3'UTR genu. Celem dla sztucznych miRNA byty
sekwencje specyficzne w transgenie HSA. Habilitantka przygotowata kasety ekspresyjne i wektory
wirusowe, przeprowadzita iniekcje dozylne rekombinowanych wektorow AAV6 a nastepnie na
zebranym materiale miesni szkieletowych przeprowadzita analizy molekularne i histopatologiczne.
Wykazata bardzo wydajng transdukcje miesni, znaczne obnizenie poziomu transkryptu transgenu
HSA, poprawe alternatywnego splicingu oraz brak toksycznosci rAAV6. Habilitantka brata réwniez
udziat w eksperymencie elektromiografii igtowej u myszy traktowanych rAAV6 w celu diagnostyki
wytadowan miotonicznych. Bardzo ciekawym aspektem badan, dyskutowanym réwniez w publikacji,
jest wysoka efektywnos¢ sztucznych miRNA w jadrze komorkowym. RNAI jest procesem dziatajgcym
gtéwnie na terenie cytoplazmy, dlatego gtebsza charakterystyka proceséw obserwowanych przez
autorow (np. udziat réznych biatek Ago) na ich modelu miataby istotne znaczenie poznawcze. W
pracy tej, opublikowanej w 2015 roku w Human Molecular Genetics, dr Ewa Stepniak-Konieczna jest
drugg autorka. Publikacja ma charakter aplikacyjny i w sposob kompleksowy charakteryzuje
podejscie terapeutyczne dla DM1 z wykorzystaniem RNAi i wektoréw AAV6. Habilitantka
zaprezentowata w niej szeroki warsztat metodyczny, obejmujacy klonowanie, sktadanie wiruséw,
iniekcje dozylne, analizy histologiczne, RT-qPCR, czy analize markeréw AST, ALT i CK.

Publikacja eksperymentalna nr 5 pt. “AON-induced splice-switching and DMPK pre-mRNA
degradation as potential therapeutic approaches for Myotonic Dystrophy type 1" opisuje nowe
podejscie terapeutyczne dla DM1, wykorzystujace antysensowne oligonukleotydy do indukcji zmian
splicingu pre-mRNA DMPK. Zmiany te miaty prowadzi¢ do degradacji transkryptu na drodze NMD lub
usuniecia z mRNA regionu zawierajgcego mutacje. Modelem badawczym byty fibroblasty pochodzace
od pacjentéw z DM1. Pomimo indukcji zmian splicingowych i wytaczenia docelowych eksonéw
autorom nie udato sie uzyskaé efektu degradacji transkryptu, poprawy alternatywnego splicingu czy
redukcji foci jadrowych. Ciekawe wyniki uzyskano przy wykorzystaniu systemu reporterowego do
badania wptywu ekspansji powtdrzeri CUG na transport mRNA i translacje. Usuniecie regionu 3'UTR
zawierajgcego fragment DMPK z ekspansjg powtdrzenn CUG przy pomocy AON zwiekszyto translacje
DMPK. Taki sam efekt wywotywato réwniez usuniecie fragmentu DMPK bez ekspansji CUG, co moze
Swiadczy¢ o wptywie sekwencji oskrzydlajgcych powtdrzenia CUG na hamowanie eksportu i translacji
— jest to bardzo ciekawa obserwacja warta dalszych badan. Habilitantka wykazata, ze modyfikacje
chemiczne 2’Ome-PS sg toksyczne w fibroblastach, pogiebiajg nieprawidtowosci splicingu



obserwowane w DM1 i wptywajg na nieprawidiowg ekspresje i splicing MBNL1 i CELF1. Wykazata
rowniez, ze gapmery nakierowane na intron transkryptu DMPK mogg by¢ skutecznymi terapeutykami
dla DM1. Jest to najwazniejsza praca skfadajaca sie na osiggniecie habilitacyjne dr Ewy Stepniak-
Koniecznej. Jako pierwsza autorka oraz autor korespondencyjny Habilitantka brata udziat we
wszystkich etapach przygotowania pracy, od postawienia hipotezy badawczej, poprzez
zaprojektowanie eksperymentdéw, ich wykonanie, analize wynikéw i napisanie manuskryptu. Praca
zostata opublikowana w czasopismie Nucleic Acids Research w 2020 roku.

Podsumowujgc stwierdzam, ze osiggniecie naukowe dr Ewy Stepniak-Koniecznej stanowi
istotny wkfad w rozwdj badan aplikacyjnych nad terapiag DM1. Publikacje stanowiace podstawe
wniosku habilitacyjnego obejmujg szeroki zakres stosowanych podej$¢ terapeutycznych, typéw
czasteczek, metod dostarczania oraz modeli komdrkowych i mysich DM1. Metody badawcze do
okreslania efektywnosci i bezpieczeristwa stosowanych podej$¢ terapeutycznych zostaly wiasciwie
dobrane, przy czym widac staly rozwéj Habilitantki i poszerzanie warsztatu badawczego. Ostatnia
praca jest doskonatym dowodem na samodzielnos¢ i skutecznos¢ w realizacji badan. Rozprawa
habilitacyjna pod wzgledem formalnym jak i merytorycznym spetnia wszystkie wymagania stawiane
postepowaniom habilitacyjnym. Drobne btedy jezykowe polegajg na stosowaniu wyrazéw, ktére
majg swoje polskie odpowiedniki (np. targety, serum, mimikujace, aberracje) i nie wptywaja na
catkowitg ocene pracy.

Ocena dorobku naukowego

Catkowity dorobek naukowy dr Ewy Stepniak-Koniecznej obejmuje 16 publikacji, z czego 10
prac po doktoracie. W zasadzie jest ich wiecej, bo 4 znakomite prace opublikowane w latach 2007-
2010 obejmuja okres juz po obronie pracy doktorskiej w 2006r. Prawdopodobnie w zwigzku z tym, ze
s3 kontynuacjg badan realizowanych w trakcie doktoratu Kandydatka ujeta je jako dorobek z okresu
doktoratu. Gdyby kierowac sie datami publikacji 14 z 16 prac jest opublikowanych po doktoracie.
Sumaryczny |F prac zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 132.3, prace cytowane byty 925 razy (bez
autocytowari) a wskaznik Hirscha Kandydatki wynosi 11. S3 to bardzo dobre wyniki jak na ten etap
drogi naukowej. Chot¢ liczba prac nie jest imponujgca, na uwage zastuguje fakt ich bardzo wysokiej
jakosci, co przejawia sie srednim IF/prace wynoszacym > 8. Wszystkie prace byly opublikowane w
prestizowych czasopismach naukowych, m.in. Nucleic Acids Research, Nature Communications,
Genes and Development oraz Journal of Clinical Investigations. Habilitantka petnita wiodaca role w
przygotowaniu 5 publikacji, w tym w jednej z nich byfa réwniez autorem korespondencyjnym.

Aktywnos¢ naukowa, osiggniecia dydaktyczne, organizacyjne, popularnonaukowe

Habilitantka prezentowata wyniki swoich badann na miedzynarodowych konferencjach
naukowych w formie 10 posteréw oraz 3 prezentacji ustnych. W trakcie realizacji projektu
doktorskiego uczestniczyta w organizacji konferencji studenckich i doktoranckich w Wiedniu. Byta
wykonawcg w 2 projektach naukowych, a obecnie jest kierownikiem projektu Opus (NCN) bedacego
kontynuacjg wczesniejszych badan. Dobrze oceniam te czes¢ aktywnosci Habilitantki, zwtaszcza fakt
kierowania projektem Opus, co $wiadczy o dojrzatosci naukowej. Bardzo dobrze oceniam te:
aktywnos¢ Habilitantki zwigzang z wyjazdami stazowymi. Po uzyskaniu stopnia doktora na



Uniwersytecie Wiederiskim w 2006 roku, dr Ewa Stepniak-Konieczna odbyta dwa dtugoterminowe
staze zagraniczne w latach 2007-2011.

Osiggniecia dydaktyczne Kandydatki oceniam pozytywnie. Obejmuja one prowadzenie zajeé
ze studentami z przedmiotu ,,Scientific English” w latach 2012-2013 oraz prowadzenie wyktaddw z
serii ,,Animal models in human diseases” dla studentéw Biotechnologii UAM w latach 2012-2014.
Sprawowata opieke naukowa nad 4 studentami, w tym 2 magistrantami, co jest skromng liczba biorac
pod uwage prace w jednostce prowadzacej dziatalno$¢ dydaktyczng. Brak informacji o petnieniu
funkcji promotora lub promotora pomocniczego w przewodach doktorskich. Stabg strong wniosku
jest brak informacji na temat udzielonych patentéw miedzynarodowych i krajowych, wykonanych
ekspertyzach lub innych opracowaniach na zamdwienie, udziale w zespotach eksperckich i
konkursowych, recenzowaniu projektéw miedzynarodowych i krajowych oraz recenzowaniu
publikacji w czasopismach miedzynarodowych i krajowych.

Whiosek koricowy

Osiagniecie naukowe dr Ewy Stepniak-Koniecznej, bedace cyklem powigzanych tematycznie
artykutéw naukowych, stanowi znaczgcy wkiad w rozwdj dyscypliny nauki biologiczne. Prace te
zostaly opublikowane w prestizowych czasopismach naukowych i zostaly juz docenione przez
srodowisko naukowe, uzyskujgc duia liczbe cytowan. Poza tym, catkowity dorobek naukowy,
dydaktyczny i popularyzatorski dr Ewy Stepniak-Konieczne] spetnia wszystkie wymogi stawiane
osobom ubiegajagcym sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego. Na tej podstawie stawiam
wniosek do rady naukowej dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw postepowania habilitacyjnego.

Z powazaniem,
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Marta Olejniczak



