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Recenzja pracy doktorskiej mgr int. Anny Kotowskiej-Zimmer zatytulowanej

,rOpracowanie allelo-specyficznej strategii terapeutycznej dla chor6b
poliglutaminowych z wykorzystaniem wektorowych n arugdzi techn olo gii in terferen cj i

RNA'

Przeslana do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zaliladzie In2ynierii Genomowej

Instytutu Chemii Bioorganiczrej PAN w Poznaniu. Promotorem pracy jest dr hab. Marta

Olejniczak, kt6ra od kilku lat prowadzi gropE badawcz4zajmuj4cq sig opracowywaniem

allelo-specyficznych terapii chor6b genetycznychzwi4zanych z nadmiernym wydluzeniem

tr6jnukleotydowych powt6rek w r62nych genach czlowieka. Praca mgr inz. Kotowskiej-
Zimmer wpisuje siE w tematykg badawcz4 zakJadl Pani Promotor i dotyczy opracowania tego

typu terapii dla chor6b poliglutaminowych (poliQ), zwiryanychz obecnoSci4 nadmiernej

liczby powt6rzeri CAG.

Praca doktorska jest zbiorem trzech publikacji, we wszystkich Kandydatka jest pierwszym a

Pani promotor - koresponduj4cym autorem. Pierwsza praca eksperymentalna rkazala sig w
bardzo dobrym czasopi$mie Molecular Therapy -Nucleic Acids, druga praca jest obszemq

pracg przegl4dow4 opublikowan4 w WIRES RNA, atrzecia jest eksperymentalna izostala
opublikowana ponownie jak pierwsza w Molecular Therapy - Nucleic Acids. Praca doktorska

jest opatrzona streszczeniem w jgzyku polskim i angielskim,bardzo ciekawym i dobrze

wprowadzajqcym w zagadnienia wstEpem w jEzyku polskim, celem pracy doktorskiej, opisem

wynik6w poszczeg6lnych publikacji oruz dyskusj4. Pomimo 2e prace s4 wieloautorskie (od

trzech do siedmiu autor6w) do pracy dolqczone zostaly jedynie oSwiadczenia Kandydatki i
Pani Promotor. Z dol4czonych oSwiadczeri jasno wynika, 2e mgr inz. Kotowska-Zimmer

odegrala wiodqc4 rolg w prowadzeniu doSwiadczefii w uzyskaniu wynik6w oraz

uczestniczyla w pisaniu publikacji i przygotowywaniu rycin. Brak oSwiadczeri pozostatych

autor6w nie budzi moich Zadnych wqtpliwoSci merytorycznych, jako 2e Kandydatka jest we

wszystkich pracach pierwszym autorem. Natomiast brak pozostalych oSwiadczef muszg

potraktowad jako uchybienie formalne, poniewaz, jak sig zorientowalam, przew6d doktorski

biegnie zgodnie ztzw.,,star4 ustaw4 o nauce i szkolnictwie wyzszym" (Ustawa o stopniach

naukowych i tytule naukowym araz o stopniach i {rtule naukowym w zakresie sztukiz2l.
czerwca2}rc),arozporzqdzenie MinistraNauki i SzkolnictwaWyhszego do tej ustawy z

dnia26.A9.2016 w paragrafie 5, ustgp 2 m6wi: ,,W przypadku gdy ro?prawq doktorskq

stanowi samodzielna i wyodrgbniona czgsi pracy zbiorowej, kandydat przedklada
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promotorom, o kt6rych mowa w $ 2 ust. 1 i ust. 2 pkt 1 i 2,wrazz dokumentami, o kt6rych
mowaw ust. 1, o5wiadczeniawszystkich jej wsp6lautor6w okre6lajEce indywidualny wklad
kuzdego z nich w jej powstanie. W przypadku gdy pracazbiorowa ma wigcej niz pigciu
wsp6lautor6w, kandydat przedklada o6wiadczenie okre$lajqce jego indywidualny wklad w
powstanie tej pracy oraz o5wiadczeniaco najmniej czterech pozostatych wsp6lautor6w.
Kandydat jest zwolniony z obowiqzku przedloZenia oSwiadczenia w przypadku Smierci
wsp6lautora,uznania go zazmarlego albo jego trwalego uszczerbku na zdrowiu
uniemo2liwiaj4cego uryskanie wymaganego o5wiadczenia.".Niestety ten warunek
rozporzqdzenia do Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym araz o stopniach i
t5rtule naukowym w zakresie sztuki nie zostal spelniony. Jak napisalamwyZej,potraktujg to
jako niewielkie uchybienie formalne z uwagi na pierwsze autorstwo Kandydatki we
ws4ystkich przedstawionych pracach, a co zatym idzie - niekwestionowany wiod4cy wklad w
publikacje stanowi4ce rozprawE doktorsk4.
Autorka postawila sobie za cel udzielenie odpowiedzinapytanie o skutecznoSC, czqsteczek
shRNA i ich ewentualnych efekt6w ubocznych w allelo-specyficznej terapii chor6b poliQ
oruzzaprojektowanie efektywnej cz1steczkiamiRNA sluzqcej do tych samych cel6w co
shRNA. Aby odpowiedziei na te pytania pracg podzielila na etapy, kt6re obejmowaty (l)
projektowanie cz1steczek shRNA oraz testowanie ich efektywnoSci i specyficznoSci w
modelach kom6r{<owych chor6b poliQ takich jak HD, DRPLA, SCA3 i SCAT; (2) Zebranie i
a;nalizg najnowszych informacji dotyczqcych projektowania i zastosowania czqsteczek

amiRNA w terapii chor6b czlowieka; (3) zaprojektowanie cz1steczekamiRNA celuj4cych w
powt6rzenia CAG oraz testowanie ich efektywno$ci i specyficzno3ci w modelach
kom6rkowych HD; (4) wyb6r najefektywniejszej czqsteczki amiRNA oraz analizg jej
efektywnoSci wyciszenia i bezpieczefistwa w mysim modelu HD.
W moim przekonaniu zalohone cele badawcze zostaly zrealizowane ito ze z;naczqcym

sukcesem, bo zostaty opublikowane w trzechpracach, opublikowanych w dw6ch
prestiZowych czasopismach naukowych.

Pierwsza praca przedstawia wyczerpuj 4c4 analizg selekcji, aktywnoSci i efekt6w ubocznych

dzialania shRNA, kt6re zostaly skonstruowane w oparciu o wczesniej wyselekcjonowane

najefekqrvniejsze siRNA skierowane na ci4gi CAG. Wprowadzone do odpowiedniego

wektora i kom6rek HEK293T czqsteczki te ulegaty wydajnemu dojrzewaniu i precyzyjnej
obr6bce. Ni6 pasazerska ulegala detekcji na bardzo niskim poziomie. Autorka pisze w swoim
opracowaniu ,,...nii pasazerska uwalniana jest tylko w niewielkiej ilo5ci...". W' moim
przekonaniu sformulowanie,,ulegala wykryciu nabardzo niskim poziomie" lepiej

odzwierciedla proces cigcia przez Dicer i pozostawania nici wiod4cej w kompleksie RISC.

Testowano cztery cz4steczki shRNA pod k4tem wydajnoSci i selektywnoSci: zastosowano

system reporterowy zlucyferuz4, w kt6rym konstrukty byty * fuzji zpierwszym egzonem
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genu huntingtyny (H7:1), zawieraj4cym dwa r6znej dlugoSci ci4gi sekwencji CAG (kr6tki i
dtugi). Kotrans fekcj a odpowiednim weklorami pozwol ila wylonid naj efektywniej sze i
najbardziej korzystne pod k4tem allelo-specyficznofci shRNA, kt6rymi okazaly sig by6
cz4steczki o nazwach wlasnych shG2 i shA2R.
EfektywnoSd badanych czqsteczek shRNA w stosunku do gen6w wyrvolujEc ych roime
choroby poliQ (HD, SCA3, SCAT i DRPLA) zostalaprzetestowana w odpowiednich liniach
kom6rkowych reprezentuj4cych wyzej wymienione modele chor6b poliQ. Najbardziej
efektywna cz1steczka shRNA - shA2R zastaladodatkowo przetestowana w trzechliniach
kom6rkowych modelu choroby HD (dwie linie to fibroblasty i jedna to mysie prekursory
neuronalne), w kt6rych gen HTT ni6slr62nej dlugoSci ci4g powt6rzeri CAG (odpowiednio
44121Q,151/2lQ i 111/7Q). Dla czEsteczki shA2R uzyskano wydajne i wybi6rcze wyciszenie
zmutowanego bialka na poziomie 90o/o, aw ptzypadku pozostatych shRNA - r6wnie2
uzyskano wydajne i wybi6rcze wyciszenie alleli o dtugich ci4gach CAG.
Dla cz4steczki shA2R sprawdzono r6wniez efekty uboczne w sensie ewenfualnych innych
gen6w, kt6rych aktywno$i moglaby taczqsteczka wyciszad. W fibroblastach ekspresji ulegaj4
trzy geny, zpeht$bardzo wysok4 komplementarno$ci4 do siRNA pochodz4cego z shA2R.
Ekspresja jednego {PEG3) ulegla zraczqoemu obniZeniu na poziomie mRNA i bialka
(odpowiednio SAYoi30%). W moim przekonaniuto znacz1cv poziom niepoz4danego
obnizenia ekspresji genu, a w Swietle literaturowych doniesief o podobnych efektach
stosowania innych shRNA, trudno wrofi(, tej strategii dobr4 przyszloSl. Bylabym ciekawa
opinii Kandydatki na ten temat. W swoich rozwuhaniach na temat wyciszenia genl PEG3
Autorka pisze, 2e ,,. . .w ciEgu iycia jedynie allel ojcowski jest aktywny (. . . ) gl6wnie w
jajnikach, jEdrach i loZysku.. .). Czy moglabym prosi6 o blizsze wyjaSnienie ekspresji
wylqcznie z ojcowskiego allelu? R6wniez nie do korica zgodzllabym sig z konkluzj4 calego

rozdziafu om6wienia, 2e nie zaobserwowano istotnych efekt6w niespecyficznych. Przede

wszystkim w przypadku pozostatych konstrukt6w nie przeprowa dzila P ani odpowiednich
badari, aw przypadku shA2R 50 %i 30% wyciszenie ekspresji niespecyficznego genu na

poziomie mRNA i bialka jest istotne, a efekty dla organizmu ludzkiego trudne do

przewidzenia. Czy s4dzi Pani, 2e takie konstrukty shRNA miatyby szanse do wejScia w fazg

badafi klinicznych?
Zuwagi na powy2ej opisane efekty uboczne allelo-specyficmych shRNA wyciszaj4cych
geny z nadmiernie wydluZonymi ci4gami CAG, Autorka zdecydowala sig na podjgcie badari

nad skutecznoSci4 sztucznych mikroRNA (amiRNA) jako czqsteczek, kt6re powinny dad ten

sam efekt wyciszenia z4danego allelu, a jednak ich dzialanie potencjalnie bytoby wolne od

ewentualnych efekl6w ubocznych. Zanim jednak podjgla prace doSwiadczalne w tym

kierunku, przeanalizowala dostgpn4literaturg naukow4 rwiqzan1ze stosowaniem sztucznych

mikroRNA pod kqtem ich efektywnej biogenezy i dotychczasowych efekt6w stosowania w
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podejSciach terapeutycznych. Opracowanie to jest bardzo ciekawe, a wyciqgnigte wnioski
istotne z punktu widzenia dalszych badan Kandydatki. PrzeglEd literatury wykazal,2e nie jest
obojgtne w kadlub kt6rego pri-miRNA wprowadzony zostanie siRNA, kt6rego skutecznoSi
zostalawczefniej przetestowana. Wa2nym jest r6wnie2 by przeanalizowa(,produkty cigd
Drosha i Dicer przy kuzdym wprowadzanym do kom6rek sztucznym genie MIR (czyli
chimerze zbudowanej z naturalnego szkieletu pri-miRNA i prowadzonego w miejsce
naturalnego miRNAlmiRNA* - siRNA), jego poziom ekspresji i ostatecznych produkt6w.
Zaburzeniabowiem cig6 pierwotnego transkryptu i prekursora (pre-miRNA) podczas

biogenezy mogq skutkowa6 skierowaniem siRNA do nieodpowiedniego docelowego mRNA.
Jednak nawet przy bardzo dobrze zaprojektowanym pod k4tem struktury amiRNA pamigtad
jednak naleiry, ze problem niespecyficznychdocelowych mRNA dla siRNA pozostaje

aktualny inale?y go r6wnie2 bra6 pod uwagg.

Nastgpnym etapem pracy doktorskiej mgr inz. Anny Kotowskiej -Zimmer bylo zastosowanie
amiRNA w allelo-specyficznym wyciszaniu ekspresji gen6w nios4cych nadmiarowe ci4gi
CAG, atakZe por6wnanie skutecznoSci amiRNA ze skutecznoSci4 shRNA.
Do konstrukcji chimer genowych niosqcych amiRNA wykorzystano szkielety pri-miR-136,
pri-miR- I 5 5, pri-miR- 122 i pn-miR45 L Przy tych badaniach mam nastgpuj4ce pytarie: czy
primiR-I36, pri-miR-l55, pri-miP.-Lzz i pri-miR-451 stanowiqniezaleZnejednostki
transkrypcyjne? A jeSli tak, to czy nakladaj4 sig z sekrvencjami innych gen6w (np. rezyduj4 w
intronach i majE swoje niezaleime promotory?

Do wprowadzenia konstrukt6w do kom6rek fibroblast6w pochodz4cych od pacjent6w HD
(68/17Q) wykorzystano wektory lentiwirusowe. Jako amiR wybrano dwie cz4steczki siRNA
AZ i G4, kt6re na etapie wczeSniejszychbaduh prowadzonych z wykorzystaniem siRNA i
shRNA daty najbardziej obiecuj4ce rezultaty. Przeprowadzone analizy wykazaly,2e

rujbardziej skuteczn4 i obiecuj4c q cz4steczk4 jest amiRA2 wprowadzony w szkielet pri-miR-
136. Cz4steczkata dzialaNa allelo-specyfrcznie ivtyciszaNapoziom zmutowanego bialka o

polowg. Ten sam konstrukt ale wprowadzony do fibroblast6w HD z genem HTT a nieco

kr6tszym ciqgu CAG (47ll5Q) r6wnie? dal statystycznie istotne, allelo-specyficzne obniZenie

poziomu zmutowanego biatka. Warto podkreSli6, ze wyb6r pri-miR-136 jako szkieletu

amiRNA zostal dokonany napodstawie badari wlasnych zespofu i ten wlaSnie pri-miR-136

okazal sig najbardziej efektywnym ,,no$nikiem". Doglgbniejsze analizy biogenezy amiR A2
pokaza$,2eni6 wiod4ca stanowila SAYo odczyt6w dupleksu amiR aZlarniR A2*.Liczba
odczyt6w dla dojrzalej czqsteczkiamiR 136-A2 byla 10 razy nihszanizw przypadku

stosowania shA2. Jednak skutecznoSf dzialmia, jak pokazaty dalsze doSwiadczenia,byla

bardzo zbliilota,jesli mierzyd jE allelo-specyficznoSci4 wyciszania zmutowanego mRNA i
procentem obnizenia tego mRNA i bialka. Pokazuje to, ie poziom amiR 136-A2,podobny do

poziomu innych endogennych miRNA, jest wystarczaj1cy dla efektywnego wyciszenia
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zmutowanego allelu. Autorka wysuwa przypuszczenie, z kt6rym sig zgadzam, 2e jest to efekt
wykorzystania,,prawie" nafuralnego substratu w naturalnej Scie2ce biogenezy miRNA i jej
efektywnego wl4czenia w kompleks RISC.

Najciekawsz4 czg(,ci1 pracy jest przetestowanie zaprojektowanych narzEdzi interferencji RNA
invivo, z wykorzystaniem myszy YACI28, modelu choroby Huntingtona. W genomie tych
myszy znajduje sig kopia ludzkiego genu huntingtytty ze 125 powtorzeniami CAG. Nie jest

dla mnie jasne, czy mo2na bylo w tym ukladzie badad allelo-specyficzno$6. Czy drugi allel
byl taki sam, czy teZ ni6sl kr6tszy ciqg CAG? Na samym koricu swojego opisu wykonanych
doSwiadczeri Autorka pisze o allelo-specyficzno5ci dzialania amiR 136-A2, ale nie wynika to

z przedstawionego materiatu. Autorka wykorzystala wektor AAV5 (adeno-associated virus 5)

z uwagi na jego tropizm do kom6rek nerwowych. Do optymalizacji dostarczenia i dystrybucji
wykorzystano wektor wirusowy eksprymuj4cy GFP. Analiza skrawk6w m6zgu infekowanych
myszek pokazala,Ze przy zastosowaniu najwyzszej dawki wektora ekspresja byta v,ryruinie

widoczna w kom6rkach prq2kowia, hipokampu oraz czElci kom6rek kory m6zgowej. W
gl6wnym doSwiadczeniu zastosowano do wyciszenia ludzkiego genu huntingtyny cz4steczki

shA2 i amiR-136-A2, a jako kontrolE zastosowano cz4steczki shSCR i amiR-136 SCR.

DoSwiadczenia trwalo 4 i20 tygodni. Por6wnanie skutecznoSci dziatrania shA2 i amiR 136-

A2 pokazalo na por6wnywalny stopieri wyciszenia ludzkiego gerut HTT, przy czym najlepsze

efekty zaobserwowano w prqzkowiu, dalej w hipokamie, anajnihsze w korze m6zgu. Nie jest

dla mnie jasne, czy i w tym wypadku przeprowadzono sekwencjonowanie sRNA lub RT-

qPCR by por6wnai ekspresjg dojnalych cz4steczek efektorowych? Ciekawi mnie, czy

poziom A2 pochodzqcego zshAZ byl r6wniez l0-krotniewyilszy niz amiR 136-A2,jak to
zaobserwowano w liniach kom6rkowych. Czy stopiefr wyciszenia HTT koreluje z poziomem

dojrzatych shA2 i amiR 136-A2?

Co bardzo obiecuj4ce, analiza skrawk6w m6zgu traktowanych cz4steczk4 amiR 136-42
wykazala zmniejszenie liczby agregat6w HTT naweta 5AYo. Czy efekt w przypadku shA2 by*

podobny?

Analizadocelowych mRNA typu,,off-target" wykazala,Ze ich poziom sig nie zmienia,
jedynie w jednym prrypadku zaobserwowano spadek, niemniej nieistotny statystyczrie.

Wykazano r6wnieZ, ze stosowanie amiR 136-A2 nie aktywuje odpowiedzi immunologiczrej,

atak:ze zaobserwowano spadek masy $ledziony, uzyskuj4c wynik odpowiadajqcy zdrowym

myszkom. Czy podobne wyniki uzyskano dla shA2?

Zkolei testy behawioralne wykazaty r6wniez pewn4 poprawg zachowafi, zar6wno w
przypadku myszy traktowanych shA2, jak i amiR 136-42.

W podsumowaniu Autorka stwierdza, Ze amiRNA sq obiecujEcym narzgdziem w leczeniu

chor6b poliQ (a przynajmniej choroby Huntingtona). Ciekawi mnie czy w przypadku terapii
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chor6b genetycznych czlowieka bylaby szansa na podawanie amiRNA do plynu rdzeniowo-
m6zgowego? czy tego typu terapie bvty jazw testach krinicznych?
Prac9 og6lnie oceniam jako znakomit4. Wyniki zostaly opublikowane w bardzodobrych
czasopismach, a wszyscy wiemS jak trudno obecnie dobrze opublikowai praca naukow4.
Wymaga to kompleksowego podejfuia do roz-ttipzywanego problemu, zaatakowan ia go z
r6znych metodycznie stron i umocowania w szerokim kontekscie kom6rkowym i
organizmalnym. Te wanrnki spelnia praca doktorska mgr inz. Anny Kotowskiej -Zimmer.
Mamy w niej szeroki wachlarztechnik biologii molekularnej, mamy pracg zliniarni
kom6rkowymi, myszami transgenicmymi, anal:r:qfenotypu myszy i testy behawioralne.
Praca niesie duzy tadunek nowoSci naukowej i daje tadzieje na rozvv6j nowych kierunk6w
terapii chor6b poliQ. Jest wykonanabardzo solidnie, a Kandydatka musiala wloiry(, ogrom
pracy w uzyskanie tak dobrych wynik6w. Dlatego z calymprzekonani em wqacam sig do
Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr inZ.
Anny Kotowskiej -zimmer do dalsrych etap6w przewodu doktorskiego.
Zlrwagi na znakomite wyniki, co znalazlo odzwierciedlenie w opublikowaniu ich w
prestiZowych czasopismach naukowych, zw{racam sig r6wnie2 z wnioskiem o wyr62nienie
mgr in2. Anny Kotowskiej -Zimmer stosownq nagrod4.
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