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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Anny Kotowskiej-Zimmer zatytulowanej
»Opracowanie allelo-specyficznej strategii terapeutycznej dla choréb
poliglutaminowych z wykorzystaniem wektorowych narzedzi technologii interferencji
RNA”

Przestana do oceny praca doktorska zostala wykonana w Zakladzie Inzynierii Genomowej
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu. Promotorem pracy jest dr hab. Marta
Olejniczak, ktora od kilku lat prowadzi grupe badawcza zajmujaca si¢ opracowywaniem
allelo-specyficznych terapii chorob genetycznych zwiazanych z nadmiernym wydluzeniem
trojnukleotydowych powtdrek w réznych genach cztowieka. Praca mgr inz. Kotowskiej-
Zimmer wpisuje si¢ w tematyke badawcza zakladu Pani Promotor i dotyczy opracowania tego
typu terapii dla choréb poliglutaminowych (poliQ), zwiazanych z obecnoscia nadmiernej
liczby powtorzen CAG.

Praca doktorska jest zbiorem trzech publikacji, we wszystkich Kandydatka jest pierwszym a
Pani promotor - korespondujgcym autorem. Pierwsza praca eksperymentalna ukazata si¢ w
bardzo dobrym czasopismie Molecular Therapy — Nucleic Acids, druga praca jest obszerng
pracg przegladowa opublikowana w WIRES RNA, a trzecia jest eksperymentalna i zostata
opublikowana ponownie jak pierwsza w Molecular Therapy — Nucleic Acids. Praca doktorska
jest opatrzona streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, bardzo ciekawym i dobrze
wprowadzajacym w zagadnienia wstepem w jezyku polskim, celem pracy doktorskiej, opisem
wynikow poszczegdlnych publikacji oraz dyskusja. Pomimo ze prace sg wieloautorskie (od
trzech do siedmiu autoréw) do pracy dotaczone zostaly jedynie oswiadczenia Kandydatki i
Pani Promotor. Z dofaczonych o$wiadczen jasno wynika, ze mgr inz. Kotowska-Zimmer
odegrala wiodgcg role w prowadzeniu dos§wiadczen i w uzyskaniu wynikéw oraz
uczestniczyta w pisaniu publikacji i przygotowywaniu rycin. Brak o$wiadczef pozostatych
autoréw nie budzi moich zadnych watpliwo$ci merytorycznych, jako ze Kandydatka jest we
wszystkich pracach pierwszym autorem. Natomiast brak pozostalych oswiadczeh musze
potraktowaé jako uchybienie formalne, poniewaz, jak si¢ zorientowatam, przewo6d doktorski
biegnie zgodnie z tzw. ,,starg ustawg o nauce i szkolnictwie wyzszym” (Ustawa o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki z 21.
czerwcea 2016), a rozporzadzenie Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego do tej ustawy z
dnia 26.09.2016 w paragrafie 5, ustep 2 mowi: ,,W przypadku gdy rozprawe doktorska
stanowi samodzielna i wyodrebniona cze$¢ pracy zbiorowej, kandydat przedktada
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promotorom, o ktérych mowa w § 2 ust. 1 i ust. 2 pkt 1 i 2, wraz z dokumentami, o ktoérych
mowa w ust. 1, oswiadczenia wszystkich jej wspotautoréw okreslajace indywidualny wklad
kazdego z nich w jej powstanie. W przypadku gdy praca zbiorowa ma wigcej niz pigciu
wspotautoréw, kandydat przedktada o$wiadczenie okreslajace jego indywidualny wkiad w
powstanie tej pracy oraz o$wiadczenia co najmniej czterech pozostatych wspotautorow.
Kandydat jest zwolniony z obowigzku przedlozenia o§wiadczenia w przypadku $mierci
wspolautora, uznania go za zmarlego albo jego trwalego uszczerbku na zdrowiu
uniemozliwiajacego uzyskanie wymaganego o§wiadczenia.”. Niestety ten warunek
rozporzadzenia do Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule naukowym w zakresie sztuki nie zostal spetniony. Jak napisatam wyzej, potraktuje to
Jako niewielkie uchybienie formalne z uwagi na pierwsze autorstwo Kandydatki we
wszystkich przedstawionych pracach, a co za tym idzie - niekwestionowany wiodacy wkiad w
publikacje stanowigce rozprawe doktorska.

Autorka postawifa sobie za cel udzielenie odpowiedzi na pytanie o skutecznos¢ czasteczek
shRNA i ich ewentualnych efektow ubocznych w allelo-specyficznej terapii choréb poliQ
oraz zaprojektowanie efektywnej czasteczki amiRNA stuzacej do tych samych celéw co
shRNA. Aby odpowiedzie¢ na te pytania prace podzielila na etapy, ktére obejmowaty (1)
projektowanie czgsteczek shRNA oraz testowanie ich efektywnosci i specyficznosci w
modelach komérkowych choréb poliQ takich jak HD, DRPLA, SCA3 i SCA7; (2) Zebranie i
analizg¢ najnowszych informacji dotyczacych projektowania i zastosowania czasteczek
amiRNA w terapii choréb cztowieka; (3) zaprojektowanie czasteczek amiRNA celujacych w
powtdrzenia CAG oraz testowanie ich efektywnosci i specyficznosci w modelach
komorkowych HD; (4) wybor najefektywniejszej czasteczki amiRNA oraz analizg jej
efektywnosci wyciszenia i bezpieczefistwa w mysim modelu HD.

W moim przekonaniu zatozone cele badawcze zostaty zrealizowane i to ze znaczacym
sukcesem, bo zostaty opublikowane w trzech pracach, opublikowanych w dwoch
prestizowych czasopismach naukowych.

Pierwsza praca przedstawia wyczerpujaca analize selekcji, aktywnosci i efektow ubocznych
dzialania shRNA, ktdre zostaly skonstruowane w oparciu o wezesniej wyselekcjonowane
najefektywniejsze siRNA skierowane na ciagi CAG. Wprowadzone do odpowiedniego
wektora i komérek HEK293T czasteczki te ulegaly wydajnemu dojrzewaniu i precyzyjnej
obrdbcee. Ni¢ pasazerska ulegata detekcji na bardzo niskim poziomie. Autorka pisze w swoim
opracowaniu ,,...ni¢ pasazerska uwalniana jest tylko w niewielkiej ilo$ci...”. W moim
przekonaniu sformutowanie ,,ulegata wykryciu na bardzo niskim poziomie” lepiej
odzwierciedla proces cigcia przez Dicer i pozostawania nici wiodacej w kompleksie RISC.
Testowano cztery czasteczki shRNA pod katem wydajnosci i selektywnosci: zastosowano
system reporterowy z lucyferaza, w ktérym konstrukty byty w fuzji z pierwszym egzonem
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genu huntingtyny (H7T), zawierajacym dwa réznej dhugosci ciagi sekwencji CAG (krétki i
dhugi). Kotransfekcja odpowiednim wektorami pozwolita wylonié naj efektywniejsze i
najbardziej korzystne pod katem allelo-specyficznosci shRNA, ktérymi okazaly sie by¢
czgsteczki o nazwach wiasnych shG2 i shA2R.

Efektywno$¢ badanych czasteczek sShARNA w stosunku do genéw wywolujacych rézne
choroby poliQ (HD, SCA3, SCA7 i DRPLA) zostata przetestowana w odpowiednich liniach
komorkowych reprezentujacych wyzej wymienione modele choréb poliQ. Najbardziej
efektywna czasteczka shRNA — shA2R zostata dodatkowo przetestowana w trzech liniach
komorkowych modelu choroby HD (dwie linie to fibroblasty i jedna to mysie prekursory
neuronalne), w ktorych gen HTT ni6st roznej dtugosci ciag powtérzen CAG (odpowiednio
44/21Q, 151/21Q i 111/7Q). Dla czasteczki shA2R uzyskano wydajne i wybidrcze wyciszenie
zmutowanego biatka na poziomie 90%, a w przypadku pozostatych shRNA — réwniez
uzyskano wydajne i wybidrcze wyciszenie alleli o dtugich ciggach CAG.

Dla czasteczki shA2R sprawdzono réwniez efekty uboczne w sensie ewentualnych innych
gendw, ktorych aktywnos¢ moglaby ta czasteczka wyciszaé. W fibroblastach ekspresji ulegaja
trzy geny, z petng/bardzo wysoka komplementarnoscia do siRNA pochodzacego z shA2R.
Ekspresja jednego (PEG3) ulegta znaczacemu obnizeniu na poziomie mRNA i biatka
(odpowiednio 50% i 30%). W moim przekonaniu to znaczacy poziom niepozadanego
obnizenia ekspresji genu, a w $wietle literaturowych doniesiefi o podobnych efektach
stosowania innych shRNA, trudno wrézyc¢ tej strategii dobra przysztos¢. Bytabym ciekawa
opinii Kandydatki na ten temat. W swoich rozwazaniach na temat wyciszenia genu PEG3
Autorka pisze, Ze ,,...w ciagu zycia jedynie allel ojcowski jest aktywny (...) gléwnie w
jajnikach, jadrach i tozysku...). Czy moglabym prosi¢ o blizsze wyjasnienie ekspresji
wylacznie z ojcowskiego allelu? Réwniez nie do konca zgodzitabym sie z konkluzjg catego
rozdzialu omowienia, ze nie zaobserwowano istotnych efektow niespecyficznych. Przede
wszystkim w przypadku pozostatych konstruktéw nie przeprowadzita Pani odpowiednich
badan, a w przypadku shA2R 50 % i 30% wyciszenie ekspresji niespecyficznego genu na
poziomie mRNA i biatka jest istotne, a efekty dla organizmu ludzkiego trudne do
przewidzenia. Czy sadzi Pani, ze takie konstrukty shRNA mialyby szanse do wejscia w faze
badan klinicznych?

Z uwagi na powyzej opisane efekty uboczne allelo-specyficznych shRNA wyciszajacych
geny z nadmiernie wydfuzonymi ciaggami CAG, Autorka zdecydowata si¢ na podjecie badan
nad skutecznoscig sztucznych mikroRNA (amiRNA) jako czasteczek, ktore powinny dac ten
sam efekt wyciszenia zadanego allelu, a jednak ich dziatanie potencjalnie bytoby wolne od
ewentualnych efektéw ubocznych. Zanim jednak podjeta prace doswiadczalne w tym
kierunku, przeanalizowata dostgpna literaturg naukowa zwigzang ze stosowaniem sztucznych
mikroRNA pod katem ich efektywnej biogenezy i dotychczasowych efektow stosowania w
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podejsciach terapeutycznych. Opracowanie to jest bardzo ciekawe, a wyciagniete wnioski
istotne z punktu widzenia dalszych badan Kandydatki. Przeglad literatury wykazal, ze nie jest
obojetne w kadtub ktérego pri-miRNA wprowadzony zostanie siRNA, ktérego skutecznogé
zostata wezesniej przetestowana. Waznym jest rowniez by przeanalizowa¢ produkty cie¢
Drosha i Dicer przy kazdym wprowadzanym do komérek sztucznym genie MIR (czyli
chimerze zbudowanej z naturalnego szkieletu pri-miRNA i prowadzonego w miejsce
naturalnego miRNA/miRNA* - siRNA), jego poziom ekspresji i ostatecznych produktow.
Zaburzenia bowiem cig¢ pierwotnego transkryptu i prekursora (pre-miRNA) podczas
biogenezy moga skutkowa¢ skierowaniem siRNA do nieodpowiedniego docelowego mRNA.
Jednak nawet przy bardzo dobrze zaprojektowanym pod katem struktury amiRNA pamietaé
Jjednak nalezy, Ze problem niespecyficznych docelowych mRNA dla siRNA pozostaje
aktualny i nalezy go rowniez bra¢ pod uwage.

Nastgpnym etapem pracy doktorskiej mgr inz. Anny Kotowskiej-Zimmer byto zastosowanie
amiRNA w allelo-specyficznym wyciszaniu ekspresji genéw niosgcych nadmiarowe ciagi
CAQG, a takze poréwnanie skutecznosci amiRNA ze skutecznosciag shRNA.

Do konstrukcji chimer genowych niosacych amiRNA wykorzystano szkielety pri-miR-136,
pri-miR-155, pri-miR-122 i pri-miR451. Przy tych badaniach mam nastepujace pytanie: czy
pri-miR-136, pri-miR-155, pri-miR-122 i pri-miR-451 stanowig niezalezne jednostki
transkrypcyjne? A jesli tak, to czy nakladaja si¢ z sekwencjami innych genow (np. rezyduja w
intronach i maja swoje niezalezne promotory?

Do wprowadzenia konstruktéw do komérek fibroblastéw pochodzacych od pacjentéw HD
(68/17Q) wykorzystano wektory lentiwirusowe. Jako amiR wybrano dwie czgsteczki siRNA
A2 i G4, ktore na etapie wezesniejszych badan prowadzonych z wykorzystaniem siRNA 1
shRNA daty najbardziej obiecujace rezultaty. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze
najbardziej skuteczna i obiecujaca czasteczka jest amiRA2 wprowadzony w szkielet pri-miR-
136. Czasteczka ta dzialala allelo-specyficznie i wyciszata poziom zmutowanego biatka o
potowe. Ten sam konstrukt ale wprowadzony do fibroblastow HD z genem H77T o nieco
krétszym ciggu CAG (47/15Q) réwniez dal statystycznie istotne, allelo-specyficzne obnizenie
poziomu zmutowanego biatka. Warto podkresli¢, ze wybor pri-miR-136 jako szkieletu
amiRNA zostal dokonany na podstawie badan wiasnych zespotu i ten wlasnie pri-miR-136
okazat si¢ najbardziej efektywnym ,,no$nikiem”. Doglebniejsze analizy biogenezy amiR A2
pokazaly, ze ni¢ wiodaca stanowita 80% odczytéw dupleksu amiR a2/amiR A2*. Liczba
odczytow dla dojrzatej czasteczki amiR 136-A2 byta 10 razy nizsza niz w przypadku
stosowania shA2. Jednak skutecznos$¢ dziatania, jak pokazaty dalsze doswiadczenia, byta
bardzo zblizona, jesli mierzy¢ ja allelo-specyficznoscia wyciszania zmutowanego mRNA i
procentem obnizenia tego mRNA i biatka. Pokazuje to, ze poziom amiR 136-A2, podobny do
poziomu innych endogennych miRNA, jest wystarczajacy dla efektywnego wyciszenia
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zmutowanego allelu. Autorka wysuwa przypuszczenie, z ktérym si¢ zgadzam, ze jest to efekt
wykorzystania ,,prawie” naturalnego substratu w naturalnej $ciezce biogenezy miRNA i jej
efektywnego wigczenia w kompleks RISC.

Najciekawsza czescig pracy jest przetestowanie zaprojektowanych narzedzi interferencji RNA
in vivo, z wykorzystaniem myszy YAC128, modelu choroby Huntingtona. W genomie tych
myszy znajduje si¢ kopia ludzkiego genu huntingtyny ze 125 powtoérzeniami CAG. Nie jest
dla mnie jasne, czy mozna bylo w tym uktadzie bada¢ allelo-specyficznos¢. Czy drugi allel
byl taki sam, czy tez nidst krétszy ciag CAG? Na samym koncu swojego opisu wykonanych
doswiadczen Autorka pisze o allelo-specyficznosci dziatania amiR 136-A2, ale nie wynika to
z przedstawionego materiatu. Autorka wykorzystata wektor AAVS (adeno-associated virus 5)
z uwagi na jego tropizm do komérek nerwowych. Do optymalizacji dostarczenia i dystrybucji
wykorzystano wektor wirusowy eksprymujacy GFP. Analiza skrawkow moézgu infekowanych
myszek pokazata, ze przy zastosowaniu najwyzszej dawki wektora ekspresja byta wyraznie
widoczna w komdrkach prazkowia, hipokampu oraz czgsci komoérek kory mozgowej. W
gléwnym doswiadczeniu zastosowano do wyciszenia ludzkiego genu huntingtyny czasteczki
shA2 i amiR-136-A2, a jako kontrole zastosowano czasteczki shSCR i amiR-136 SCR.
Doswiadczenia trwato 4 i 20 tygodni. Poréwnanie skutecznosci dziatania shA2 i amiR 136-
A2 pokazato na poréwnywalny stopienn wyciszenia ludzkiego genu H7T, przy czym najlepsze
efekty zaobserwowano w prazkowiu, dalej w hipokamie, a najnizsze w korze mézgu. Nie jest
dla mnie jasne, czy i w tym wypadku przeprowadzono sekwencjonowanie SRNA lub RT-
gqPCR by poréwnac ekspresje dojrzatych czasteczek efektorowych? Ciekawi mnie, czy
poziom A2 pochodzacego z shA2 byt rowniez 10-krotnie wyzszy niz amiR 136-A2, jak to
zaobserwowano w liniach komérkowych. Czy stopien wyciszenia HTT koreluje z poziomem
dojrzatych shA2 i amiR 136-A2?

Co bardzo obiecujgce, analiza skrawkow mozgu traktowanych czasteczka amiR 136-A2
wykazala zmniejszenie liczby agregatow HTT nawet o 50%. Czy efekt w przypadku shA2 byt
podobny?

Analiza docelowych mRNA typu ,,off-target” wykazata, ze ich poziom si¢ nie zmienia,
jedynie w jednym przypadku zaobserwowano spadek, niemniej nieistotny statystycznie.
Wykazano rowniez, ze stosowanie amiR 136-A2 nie aktywuje odpowiedzi immunologicznej,
a takze zaobserwowano spadek masy $ledziony, uzyskujac wynik odpowiadajacy zdrowym
myszkom. Czy podobne wyniki uzyskano dla shA2?

Z kolei testy behawioralne wykazaty réwniez pewna poprawe zachowan, zar6wno w
przypadku myszy traktowanych shA2, jak i amiR 136-A2.

W podsumowaniu Autorka stwierdza, ze amiRNA sg obiecujacym narzedziem w leczeniu
chordb poliQ (a przynajmniej choroby Huntingtona). Ciekawi mnie czy w przypadku terapii
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choréb genetycznych cztowieka bylaby szansa na podawanie amiRNA do ptynu rdzeniowo-
mozgowego? Czy tego typu terapie byly juz w testach klinicznych?

Pracg ogélnie oceniam jako znakomita. Wyniki zostaty opublikowane w bardzo dobrych
czasopismach, a wszyscy wiemy, jak trudno obecnie dobrze opublikowa¢ prace naukows.
Wymaga to kompleksowego podejscia do rozwigzywanego problemu, zaatakowania go z
roznych metodycznie stron i umocowania w szerokim kontekscie komérkowym i
organizmalnym. Te warunki spetnia praca doktorska mgr inz. Anny Kotowskiej-Zimmer.
Mamy w niej szeroki wachlarz technik biologii molekularnej, mamy prace z liniami
komorkowymi, myszami transgenicznymi, analiza fenotypu myszy i testy behawioralne.
Praca niesie duzy tadunek nowosci naukowej i daje nadzieje na rozwdj nowych kierunkow
terapii chor6b poliQ. Jest wykonana bardzo solidnie, a Kandydatka musiata wlozy¢ ogrom
pracy w uzyskanie tak dobrych wynikéw. Dlatego z calym przekonaniem zwracam sie do
Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr inz.
Anny Kotowskiej-Zimmer do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z uwagi na znakomite wyniki, co znalazto odzwierciedlenie w opublikowaniu ich w
prestizowych czasopismach naukowych, zwracam si¢ réwniez z wnioskiem o wyréznienie
mgr inz. Anny Kotowskiej-Zimmer stosowng nagroda.

Zofia Szweykowska-Kulinska

o Enlol-ktica
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