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Choroby genetycznie uwarunkowane stanowi4 istotny problem zdrowotny ze wzglgdu na z

reguly cig2ki przebieg oraz,w olbrzymiej wigkszoSci przypadk6w, brak mozliwoSci leczenia.

WSr6d chor6b genetycznie uwarunkowanych szczeg6lne miejsce zajmuj4 choroby

powodowane wydhrzeniem ci4g6w sekwencji CAG koduj4cych glutaming' Do chor6b tych

nale1y migdzy innymi choroba Huntinglona (HD), kt6ra jest jednqzczgstszych cigzkich i

nieuleczalnych chor6b genetycznych.

Celem pracy bylo opracowanie terapii polegaj4cej na maksymalnie selektylvnyrn wyciszaniu

ekspresji zmutowanych alteli zawierajqcych ekspansjq powt6rzefi CAG. W szczeg6lnoici

Kandydatka skupila siE na projektowaniu i testowaniu efektylvno$ci czqsteczek shRNA otaz

amiRNA (ang, artificial miRNA) blokuj4cych wybi6rczo ekspresjg patologicznie

wydfuZonego genu. NaleZy podkreslid, ze jest to strategia szczegllnie atrakcyjna ze wzglEdu

na mo2liwo56 stosowania u wszystkich pacjent6w (w odr6znieniu od podejScia opartego na

obecno5ci wariant6w SNV sprzEzonych z mutacj4), atakZe w innych ni2 HD chorobach

wywolanych ekspansj4 CAG.

Nie ma w4tpliwoSci, 2e postawiony cel pracy jest niezwykle waZny zar6wno z naukowego jak

i praktycznego punktu widzenia.

przedstawiona do oceny rczprawasklada sig z cyklu trzechpublikacji w recenzowanych

pismach migdzynarodowych o wysokim wsp6lczynniku oddziatywania (IF >8). Dwie z

przedstawionych prac s? pracami eksperymentalnymi, trzeeia- to praca pogl4dowa' We

wszystkich pracach Kandydatka jest pierwsz4 autorkq. Prace sq po5wigconym zagadnieniom

wykorzystania technologii interferencji RNA (RNAi) w leczeniu chor6b genetycznych

warunkowanych ekspansj4 sekwencji tr6jnukleotydowych koduj4cych glutaming. NaleZy

podkresli6, 2e prace sq sp6jne tematycznie i stanowi4 logiczny ci4g prezentuj4cy wyniki

badan prowadzonychprzezKandydatkg. Wszystkie prace zostaly opublikowane w latach

ZA2A-|022, a wigc w stosunkowo kr6tkim okresie czastr, co dodatkowo potwierdzaich

sp6jno56.

Orvginalna publikacia 1

Kotowska-Zimmer A, Ostrovska Y, Olejniczak M (2020). (Iniversal RNAi Triggers for the

SpeciJic Inhibition of Mutant Huntingtin, Atrophin-1, Ataxin-3, and Ataxin-7 Expresston.

Molecular Therapy - Nucleic Acids, I 9 : 562-57 1.

Celem pracy bylo opracowanie allelo-selektywnych cz4steczek shRNA celuj4cych w

patologiczne powt6izenia CAG bez wzglgdu na ich lokalizacjE w genomie i ew' obecnosi

spr zglony ch wariant6w genetycznych.

Zaprojektowano 4 wektorowe cz4steczki shRNA, po transfekcji kom6rek HEK293T analiza

f6et.q wykazala,po24dane parametry, w szczeg6lno fici znacznaprzewagg uwalnianej nici

wiod4cej nad pasazerskq (96-99%). Nastqpnie, zuZyciem systemu reporterowego wykazano

selektywne obnizenie ekspresji konstruktu zawieraiqcego wydtuZony ci4g CAG szczeg6lnie

skuteczne dla2 z4 badanych cz4steczek(shG2 i shA2R). W kolejnym etapie shRNA

2



I

podawano do fibroblast6w w postaci wektor6w lentiwirusolvych i oceniano ich efektywnoSi
w 4 fiznych modelach chor6b zwi4zanychz ekspansj4 ci4g6w cAG (HD, scA3, scAT i
DRPLA). Cz4steczka shA2R" ktoru okazala sig najbardziej skute cr-na,byladodatkowo
badana w liniach kom6rkowych (fibroblasty pacjent6w, mysie prekursory neuronalne)
r62ni4cych sig liczb4 powt6rzeri CAG. W przypadku shA2R przeprowad zono teianalizy pod
k4tem potencjalnych efekt6w niespecyficznych. W szczeg6lnoSei badano poziom ekspresji
innych gen6w, kt6re na podstawie analizbioinformatycznych mogly utegae (niepoz4danemu)
wyciszeniu. Stwierdzono,2e na 6 badanych gen6w obnizeniu ulegl tylko poziom 6RNA i
bialkajednego genu (PEG3), co jest wynikiem zachEcaj4cym.

Wyniki pracy wskazuj4, 2e cz4steczki shRNA celuj4ce w powt6rzenia CAG niezale2nie od
ich lokalizacji w genomie mogq by6 efektywn4 strategi4 terapeutyczn4. Wyniki s4 oryginalne
w skali (wiatowej i stanowi4 podstawg dalszych badari strategii wyciszania celowanej
bezpoSrednio w wydluZone ci4gi CAG (w tym badan opisanych w drugiej publikacji
oryginalnej wchodz4cej w sklad Rozprawy).

Wklad pracy Kandydatki w ww. publikacjg nale?y uznad zaszeroki. W szczeg6lno5ci
Doktorantka bylaodpowiedzialnazaprojektowanie i wykonanie konstrukt6w genetycznych,
transdukcjg, izolacjg materialu biologicznego, wykonanie wigkszo3ci eksperyment6w
Western blot, RT-qPCR, a takZe przygotowanie materialu do RNAseq. Co istotne Kandydatka
btalaudzialw analizie wynik6w, przygotowaniu wszystkich rycin orazw pisaniu pubiikacji
(opis wynik6w i metodologii). Dodatkowo, o znacznej roli Kandydatki w omawianej pracy
Swiadczy stosunkowo mala liczba(3) autor6w publikacji.

Orvsinal$a publikacia 2

Kotowskn-Zimmer A, Przybyl L, Pewinska M, Suszynska-Zajczyk J, wronka D, Figiel M,
Oleiniczak M (2022). A CAG repeat-targeting artificial miRNA lowers the mutant huntingtin
level in the YAC I 28 model of Huntington's disease. Molecular Therapy - Nucleic Acids, 28:
702-7 I 5.

Celem pracy bylo por6wnanie skutecznoSci wyciszenia ekspresji zmutowanego genu HT
przez shRNA i amiRNA.

Badano 2 cz1steczki siRNA (A2 i G4) wstawione w 4 r62ne kadfuby (pri-miR-l36, pri-miR-
155, pri-miR-lz2, pri-miR-451) i dostarczone zapomoc? wektor6w lentiwirusowych do
kom6rek fibroblast6w pacjent6w z HD. Najwigksz4 efektywno66, potwierdzonq te2 dla
mutacji zawieral4cej kr6tsze ci4gi pou,t6rzeri, stwierdzono dla cz4steczki amiRl3 6-A2.
Allelo-selektywn4 skutecznoSi amiRl36-42 potwierdzono r6wniez w systemie z
wykorzystaniem konstrukt6w zawieraj4cych I ekson HTT z r62nymi dlugo6ciami ci4g6w
CAG. RNAseq po transfekcjiwykazalkorzystne parametry wewn4trzkom6rkowej obr6bki
amiRl36-A2.

Waznym etapem badari byly eksperymenty na myszach YAC128 (zwierzgcy model HD). po
optymalizacji dostarczania konstruktu do m6zgu za pomoc4 wektora AAV5 z GFP badano
wektory AAV z czqsteczkami shA2 i amiR136- A2 onzodpowiednie kontrole (shSCR i
amiR136-SCR). Po 4 tygodniach obserwacji uzyskano istotne obni2enie poziomu
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zmutowanego bialka dla kazdej z czqsteczek w pr42kowiu oraz hipokampie' Dla kory

m6zgowej podobne obnizenie stwierdzono tylko dla amiR13 6-A2. Po 20 tygodniach

oUr".*u"ji-stwierdzono selektywne obnizenie poziomu zmutowanego bialka HTT najbatdziej

wyrazone w pr42kowiu przy zastosowaniu wyzszej dawki wektora. Dla amiRl36-A2 analizy

immunohistochemiczne wykazaly ztaczfiezmniejszenie iloSci agregat6w w skawkach

m6zgu. potencjalne efekty niespecyficzne badano poprzezanulizy ekspresji innych niz HTT

gen6w, kt6re na podstawie analizbioinformatycznychmogly ulegai (niepoZ4danemu)

wyciszeniu. Stwierdzono, 2e na 8 badanych gen6w obnizeniu (niemamiennemu statystycznie)

ulegla ekspresja tylko jednego. Dodatkowo, podawane preparaty badano pod k4tem indukcji

reakcji zapalnej - barwienia immunohistochemiczne skrawk6w m6zgu oraz analizy ekspresji

na poziomie mRNA nie wykazaly aktywacji ukladu immunologicznego. Nie stwierdzono teL

degeneracji neuron6w.

Bardzo ciekaw4 obserwacj4 byla normalizacja(obni2enie) masy Sledziony u myszy

traktowanych amiRl3 6-A2 orazlepsze wyniki dla niekt6rych test6w behawioralnych

uzyskane dla myszy traktowanych aktywnymi cz4steczkami w por6wnaniu do kontroli.

Uzyskane wyniki badan niew4tpliw ie przybli?aj 4 do wykorzystania technologii RNAi, w

szczeg6lno5ci amiRNA, w klinice.

Wklad pracy Kandydatki w ww. publikacjq byl szeroki, w pelni zgodny z jej pierwszym

autorstwem. W szczeg6lnosci obejmowal on projektowanie amiRNA, tworzenie lentiwirus6w

i ich testowanie w fibroblastach, analizq wynik6w RNAseq, genotypowanie myszy,pracq z

myszami (iniekcje badanymi wektorami, pob6r tkanek), izolacjE RNA/ DNA/ bialka, anahzy

Westem blot oraz czESt analizRT-qPCR, wykonanie preparat6w m6zg6w, immunobarwieri,

zdjgi mikroskopowych i ich analiz.Pozapracq laboratoryjn4 Kandydatka wykonala ryciny

or az br ala udziaN w pi saniu pub I ikacj i i odpowie d ziach na recenzj e.

Publikacja pogl4dowa

Kotowska-Zimmer A, Pewinska M, Olejniczak M (2021). Artificial miRNAs os therapeutic

tools: Challenges and opportunities. WIRES ENA, l2:e1640'

praca zawieraom6wienie wiedzy na temat narugdzitechnologii RNAi w szczeg6lnoSci

amiRNA, regut dotycz4cychich projektowania, atak:hepodsumowuje wykorzystanie tych

nuzgdzidla cel6w terapeutycznych. Praca jest naprawdg obszerna, ma 33 strony, cytuje 199

pozycji piSmiennictwa.

Wklad Doktorantki polegal na zebraniu i analizie literatury na temat biogenezy miRNA,

projektowania i dostarczaniacz4steczek amiRNA oraz wykorzystania cz4steczekamiRNA w

ierapii. Doktorantka wykonala wszystkie ryciny i tabelg gt6wn4 omzbralaudzial w pisaniu

publikacji.

Praca jest dowodem, ze Kandydatka jest znakomicie przygotowana do pracy naukowej nie

tylko pod wzglgdem praktycznym, co wynika z ww. prac oryginalnych, ale tatrrZe pod

wzglgdem teoretycznym. Nalezy teZ podkre5li6 Scisly rvnqzekomawianej pracy pogl4dowej z

tematem calej rozprawY.
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Dodatkowo, Kandydatka jest wsp6lautorem jednej pracy opublikowanej w 201 8 r., kt6ra nie
zostala wl4czona do cyklu prac podlegaj4cych o cenie (Olejniczak M, Kotowska-Zimmer A,
Krzyzosiak Il. Stress-induced changes in mtRNA biogenesis andfunctioning. Cellular and
Molecular Life Sciences, 75. 177-191). Praca ta dokumentuje zaangazowanie kandydatki w
badania naukowe, w szczeg6lno5ci w tematykg RNAi, poprzedzaj4ce otwarcie pflewodu
doktorskiego.

Podsumowuj4c,, vwalam, 2e przedstawiona rozprawa doktorska autorstwa

mg inl. Anny Kotowskiej-Zimmer pt. :' Opracowanie allelo-selektywnej

strategii terapeutycznej dla chor6b poliglutaminory ch z wykorzystaniem

wektorowych rarzgdzi technologii interferencji RNA' spelnia warunki

okreSlone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca2003 r. o stopniach naukowych i

tytule naukowytn oraz o stopniach i t1,tu1e w zakresie sztuki (Dz. U.22017 r.

poz.l789 ze zm.). W zwi4zku z tym wnioskujg o dopuszczenie Kandydatki do

dalszych etap6w przewodu doktorskiego.

W zwiqr,ktt z wysokim merytorycznym poziomem prac, oryginalno5ci4

uzyskanych wynik6w orazbardzo znaczqcym udzialem Doktorantki we

wszystkich pracach wnoszg o wyr62nienie Rozprawy.

Warszawa 09.202

Prof. dr
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Przedstawione publikacje prezentuj4 waZne, oryginalne w skali dwiatowej wyniki, s4
przekonui4ce i dowodz4 opanowania przez Doktorantkg nie tylko szerokiej specjalistycznej
wiedzy nt. RNAi ale te2 r6inorodnych nowoczesnych metod badawczych, w tym metod
analizy wynik6w.


