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Choroby genetycznie uwarunkowane stanowig istotny problem zdrowotny ze wzgledu na z
reguly ciezki przebieg oraz, w olbrzymiej wigkszo$ci przypadkéw, brak mozliwosci leczenia.
Wirod choréb genetycznie uwarunkowanych szczegolne miejsce zajmujg choroby
powodowane wydtuzeniem ciggow sekwencji CAG kodujacych glutaming. Do choréb tych
nalezy miedzy innymi choroba Huntingtona (HD), ktéra jest jedng z czestszych cigzkich i
nieuleczalnych chordb genetycznych.

Celem pracy bylo opracowanie terapii polegajacej na maksymalnie selektywnym wyciszaniu
ekspresji zmutowanych alleli zawierajgcych ekspansj¢ powtorzen CAG. W szczeg6lnosci
Kandydatka skupila si¢ na projektowaniu i testowaniu efektywnosci czasteczek shRNA oraz
amiRNA (ang. artificial miRNA) blokujacych wybiérczo ekspresje patologicznie
wydtuzonego genu. Nalezy podkresli¢, ze jest to strategia szczeg6lnie atrakcyjna ze wzgledu
na mozliwo$é stosowania u wszystkich pacjentéw (w odréznieniu od podejscia opartego na
obecnosci wariantéw SNV sprzezonych z mutacjg), a takze w innych niz HD chorobach
wywolanych ekspansjg CAG.

Nie ma watpliwosci, ze postawiony cel pracy jest niezwykle wazny zar6wno z naukowego jak
i praktycznego punktu widzenia.

Przedstawiona do oceny rozprawa sklada si¢ z cyklu trzech publikacji w recenzowanych
pismach migdzynarodowych o wysokim wspétczynniku oddzialywania (IF >8). Dwie z
przedstawionych prac sg pracami eksperymentalnymi, trzecia - to praca pogladowa. We
wszystkich pracach Kandydatka jest pierwszg autorkg. Prace sg pos$wieconym zagadnieniom
wykorzystania technologii interferencji RNA (RNAi) w leczeniu chordb genetycznych
warunkowanych ekspansja sekwencji trojnukleotydowych kodujacych glutaming. Nalezy
podkreslié, ze prace sa spojne tematycznie i stanowig logiczny ciag prezentujacy wyniki
badan prowadzonych przez Kandydatke. Wszystkie prace zostaly opublikowane w latach
2020-2022, a wiec w stosunkowo krétkim okresie czasu, co dodatkowo potwierdza ich
spojnoseé.
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Celem pracy byto opracowanie allelo-selektywnych czasteczek shRNA celujgcych w
patologiczne powtorzenia CAG bez wzgledu na ich lokalizacje w genomie i ew. obecnos¢
sprzezonych wariantow genetycznych.

Zaprojektowano 4 wektorowe czasteczki shRNA, po transfekcji komorek HEK293T analiza
RNAseq wykazala, pozadane parametry, w szczegblnodci znaczna przewagg uwalnianej nici
wiodacej nad pasazerska (96-99%). Nastepnie, z uzyciem systemu reporterowego wykazano
selektywne obnizenie ekspresji konstruktu zawierajgcego wydtuzony ciag CAG szczeg6lnie
skuteczne dla 2 z 4 badanych czasteczek (shG2 i shA2R). W kolejnym etapie sShRNA



podawano do fibroblastéw w postaci wektoréw lentiwirusowych i oceniano ich efektywnosé
W 4 roznych modelach choréb zwigzanych z ekspansja ciagéw CAG (HD, SCA3, SCA7 i
DRPLA). Czgsteczka shA2R, ktora okazata si¢ naj bardziej skuteczna, byta dodatkowo
badana w liniach komérkowych (fibroblasty pacjentow, mysie prekursory neuronalne)
roznigcych sig liczba powtorzenn CAG. W przypadku shA2R przeprowadzono tez analizy pod
kgtem potencjalnych efektow niespecyficznych. W szczegolnosci badano poziom ekspresii
innych gen6w, ktére na podstawie analiz bioinformatycznych mogly ulegaé (niepozadanemu)
wyciszeniu. Stwierdzono, ze na 6 badanych genéw obnizeniu ulegt tylko poziom mRNA i
bialka jednego genu (PEG3), co jest wynikiem zachecajacym.

Wyniki pracy wskazuja, Ze czasteczki shRNA celujace w powtérzenia CAG niezaleznie od
ich lokalizacji w genomie moga by¢ efektywng strategia terapeutyczng. Wyniki sg oryginalne
w skali $wiatowej 1 stanowig podstawe dalszych badan strategii wyciszania celowane;j
bezposrednio w wydluzone ciggi CAG (w tym badaf opisanych w drugiej publikacji
oryginalnej wchodzacej w skiad Rozprawy).

Wkiad pracy Kandydatki w ww. publikacje nalezy uznaé za szeroki. W szczegolnosci
Doktorantka byta odpowiedzialna za projektowanie i wykonanie konstruktéw genetycznych,
transdukeje, izolacje materiatu biologicznego, wykonanie wiekszosci eksperymentéw
Western blot, RT-qPCR, a takze przygotowanie materiatu do RNAseq. Co istotne Kandydatka
brata udziat w analizie wynikéw, przygotowaniu wszystkich rycin oraz w pisaniu publikacji
(opis wynikéw i metodologii). Dodatkowo, o znacznej roli Kandydatki w omawianej pracy
swiadezy stosunkowo mala liczba (3) autoréw publikacii.
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Celem pracy bylo poréwnanie skutecznosci wyciszenia ekspresji zmutowanego genu HT
przez shRNA i amiRNA.

Badano 2 czgsteczki siRNA (A2 i G4) wstawione w 4 rézne kadtuby (pri-miR-136, pri-miR-
155, pri-miR-122, pri-miR-451) i dostarczone za pomoca wektoréw lentiwirusowych do
komérek fibroblastow pacjentow z HD. Najwicksza efektywnosé, potwierdzong tez dla
mutacji zawierajacej krotsze ciggi powtorzen, stwierdzono dla czasteczki amiR136-A2.
Allelo-selektywna skuteczno$é amiR136-A2 potwierdzono réwniez w systemie z
wykorzystaniem konstruktéw zawierajacych 1 ekson HTT z réznymi dtugo$ciami ciggéw
CAG. RNAseq po transfekeji wykazat korzystne parametry wewnatrzkomodrkowej obrébki
amiR136-A2.

Waznym etapem badan byly eksperymenty na myszach YAC128 (zwierzgey model HD). Po
optymalizacji dostarczania konstruktu do mézgu za pomoca wektora AAV5 z GFP badano
wektory AAV z czasteczkami shA2 i amiR136-A2 oraz odpowiednie kontrole (shSCR i
amiR136-SCR). Po 4 tygodniach obserwacji uzyskano istotne obnizenie poziomu
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zmutowanego biatka dla kazdej z czgsteczek w prazkowiu oraz hipokampie. Dla kory
mézgowej podobne obnizenie stwierdzono tylko dla amiR136-A2. Po 20 tygodniach
obserwacji stwierdzono selektywne obnizenie poziomu zmutowanego biatka HTT najbardziej
wyrazone w prazkowiu przy zastosowaniu wyZzszej dawki wektora. Dla amiR136-A2 analizy
immunohistochemiczne wykazaty znaczne zmniejszenie ilosci agregatow w skrawkach
moézgu. Potencjalne efekty niespecyficzne badano poprzez analizy ekspresji innych niz HTT
gen6éw, ktore na podstawie analiz bioinformatycznych mogty ulega¢ (niepozgdanemu)
wyciszeniu. Stwierdzono, ze na 8 badanych genoéw obnizeniu (nieznamiennemu statystycznie)
ulegta ekspresja tylko jednego. Dodatkowo, podawane preparaty badano pod katem indukcji
reakeji zapalnej - barwienia immunohistochemiczne skrawkow mézgu oraz analizy ekspresji
na poziomie mRNA nie wykazaty aktywacji uktadu immunologicznego. Nie stwierdzono tez
degeneracji neuronow.

Bardzo ciekawa obserwacja byta normalizacja (obniZenie) masy $ledziony u myszy
traktowanych amiR136-A2 oraz lepsze wyniki dla niektérych testow behawioralnych
uzyskane dla myszy traktowanych aktywnymi czasteczkami w poréwnaniu do kontroli.

Uzyskane wyniki badan niewatpliwie przyblizaja do wykorzystania technologii RNAi, w
szczegdlnosci amiRNA, w klinice.

Wkiad pracy Kandydatki w ww. publikacj¢ byt szeroki, w pehni zgodny z jej pierwszym
autorstwem. W szczeg6lnosci obejmowat on projektowanie amiRNA, tworzenie lentiwirusow
i ich testowanie w fibroblastach, analize¢ wynikéw RNAseq, genotypowanie myszy, pracg z
myszami (iniekcje badanymi wektorami, pobor tkanek), izolacje RNA/ DNA/ bialka, analizy
Western blot oraz cze$¢ analiz RT-qPCR, wykonanie preparatéw mozgow, immunobarwien,
zdje¢ mikroskopowych i ich analiz. Poza pracg laboratoryjng Kandydatka wykonata ryciny
oraz brala udzial w pisaniu publikacji i odpowiedziach na recenzje.

Publikacja pogladowa

Kotowska-Zimmer A, Pewinska M, Olejniczak M (2021). Artificial miRNAs as therapeutic
tools: Challenges and opportunities. WIRES RNA, 12:e1640.

Praca zawiera omowienie wiedzy na temat narzedzi technologii RNAi w szczegdInosci
amiRNA, regut dotyczacych ich projektowania, a takze podsumowuje wykorzystanie tych
narzedzi dla celéw terapeutycznych. Praca jest naprawde obszerna, ma 33 strony, cytuje 199
pozycji pismiennictwa.

Wkiad Doktorantki polegat na zebraniu i analizie literatury na temat biogenezy miRNA,
projektowania i dostarczania czasteczek amiRNA oraz wykorzystania czasteczek amiRNA w
terapii. Doktorantka wykonala wszystkie ryciny i tabelg gldwng oraz brala udzial w pisaniu
publikacji.

Praca jest dowodem, ze Kandydatka jest znakomicie przygotowana do pracy naukowej nie
tylko pod wzgledem praktycznym, co wynika z ww. prac oryginalnych, ale takze pod
wzgledem teoretycznym. Nalezy tez podkreslié $cisly zwigzek omawianej pracy pogladowe;j z
tematem catej rozprawy.



Przedstawione publikacje prezentuja wazne, oryginalne w skali $wiatowej wyniki, sa
przekonujace i dowodza opanowania przez Doktorantke nie tylko szerokiej specjalistycznej
wiedzy nt. RNAI ale tez réznorodnych nowoczesnych metod badawczych, w tym metod
analizy wynikow.

Dodatkowo, Kandydatka jest wspotautorem jednej pracy opublikowanej w 2018 r., ktéra nie
zostala wlaczona do cyklu prac podlegajacych ocenie (Olejniczak M, Kotowska-Zimmer A,
Krzyzosiak W. Stress-induced changes in miRNA biogenesis and functioning. Cellular and
Molecular Life Sciences, 75: 177—191). Praca ta dokumentuje zaangazowanie kandydatki w
badania naukowe, w szczegdlnosci w tematyke RNAI, poprzedzajgce otwarcie przewodu
doktorskiego.

Podsumowujgc, uwazam, ze przedstawiona rozprawa doktorska autorstwa
mgr inz. Anny Kotowskiej-Zimmer pt.: ‘Opracowanie allelo-selektywnej
strategii terapeutycznej dla chordb poliglutaminowych z wykorzystaniem
wektorowych narzedzi technologii interferencji RNA’ spetnia warunki
okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r.
poz.1789 ze zm.). W zwiazku z tym wnioskuje o dopuszczenie Kandydatki do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
W zwigzku z wysokim merytorycznym poziomem prac, oryginalnoscia

uzyskanych wynikow oraz bardzo znaczacym udziatem Doktorantki we

wszystkich pracach wnosze o wyrdznienie Rozprawy.
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