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Prof. dr hab. Krzysztof Sobczak Poznann, 13 wrzesnia 2024
kierownik Zaktadu Ekspresji Genoéw

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Zanety Kalinowskiej-Poski
zatytutowanej ,Opracowanie przedklinicznej strategii terapeutycznej choroby
Huntingtona i ataksji rdzeniowo-mdzdzkowej typu 3 z wykorzystaniem wyciszajacych
reagentow RNA celujgcych w powtdrzenia CAG w transkryptach genéw HTT i ATXN3”

Niniejszg ocene wykonatem jako osoba powotana do funkcji recenzenta przez Rade
Naukowg Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (IChB PAN). Oceny dokonatem
wedfug obowigzujgcych uregulowan prawnych na podstawie przekazanej mi rozprawy
doktorskiej.

Praca doktorska mgr Zanety Kalinowskiej-Poski zostata wykonana w Zaktadzie
Neurobiologii Molekularnej IChB PAN pod opiekg merytoryczng prof. dr hab. Macieja Figla,
petnigcego funkcje promotora w przewodzie doktorskim oraz dr inz. Magdaleny Surdyki,
petnigcej funkcje promotora pomocniczego. Wczesdniejsze badania zespotu kierowanego
przez pana profesora koncentrowaty sie na tworzeniu modeli mysich neurodegeneracyjnych
chordéb genetycznych cztowieka zwigzanych z ekspansjg powtdrzen trojnukleotydowych CAG.
Mutacje te prowadza najczesciej do powstania biatek zawierajgcych trakty poliglutaminowe
(poliQ), stad wspdlna nazwa tej grupy choréb — choroby poliQ. Drugim watkiem
prowadzonych w zespole badan jest lepsze zrozumienie molekularnych i komdérkowych
mechanizmow prowadzgcych do rozwoju tych chordb. Zasadnym byto wiec podjecie proby
przetestowania strategii terapeutycznych tych choréb, wykorzystujagc dobrze poznane
modele mysie dwdch chordb — choroby Huntingtona (HD) i ataksji rdzeniowo-mézdzkowej
typu 3 (SCA3). To zagadnienie statg sie podstawg ocenianego projektu doktorskiego.
Zaplanowane badania miaty ukaza¢ jakosciowe i iloSciowe zmiany w myszach poddanych
dziataniu narzedzi terapii genowej celujgcych bezposrednio w zmutowane czgsteczki RNA, a
bardziej precyzyjnie w trakt nadmiernie wydtuzonych powtdrzern CAG w tych RNA. Patrzac
zaréwno z poznawczej jak i aplikacyjnej perspektywy pytania zadane w projekcie doktorskim
sg bardzo wazne.

Oceniana rozprawa sktada sie z trzech gtownych czesci. Pierwszg stanowi wstep
omawiajacy istniejgcy dotad stan wiedzy w zakresie tematyki projektu. Doktorantka opisuje
W nim zarowno mechanizmy molekularne lezgce u podstaw HD i SCA3, jak i dotychczas
testowane strategie terapeutyczne celujgce w zmutowane czgsteczki RNA. Przedstawia
réowniez modele musie tych dwdch chordéb, ktére zostaty wykorzystane w przedstawionych w

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 59 50, fax. +48 61 829 59 49

ibmib@amu.edu.pl

www.ibmib.amu.edu.pl



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
uAM Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

rozprawie badaniach. Czes¢ ta choC krotka napisana jest w sposdb kompetentny i
informatywny. Problemem jednak jest forma opisu, ktéra zawiera bardzo liczne literéwki,
oraz wiele bteddéw stylistycznych, okreslen zargonowych i drobnych btedéw merytorycznych.
Ponizej zapisatem jedynie kilkanascie z nich:

- Tabela 1 ,,Choroby poliQ, ich lokalizacja w genie” — choroby nie sg lokalizowane w genach;

- ,prowadzac ostatecznie do powszechnego zaniku mdézgu” — raczej do zmniejszania sie masy
mozgu;

- ,Systemu proteasomoéw ubikwityny (UPS)” — co to sg proteasomy ubikwityny?

- na str. 25 napisano ,, pomijanie eksonu kodujgcego mutacje” — jak ekson moze kodowaé
mutacje?

- na tej samej str. 25 napisano ,Specyficzno$¢ alleli mozna podzielic na polimorfizm
pojedynczego nukleotydu SNP” — czym jest specyficznos¢ alleli? Ponadto w tym miejscu
zdanie to nie jest potrzebne.

- ,ShRNA moze by¢ dostarczane do komodrek za pomoca zmodyfikowanych wiruséw” —shRNA
moze by¢ produkowany w komérkach z transgenu powstatego po integracji genoméw/DNA
zmodyfikowanych wiruséw.

- ,SiIRNA nastepnie kieruje i wyréwnuje kompleks RISC na docelowym mRNA” — a co siRNA
wyréwnuje?

- str.28 ,,Serotyp ten powstat poprzez ewolucja kapsydu AAV9 poprzez insercjg aminokwasu
heptameru w sekwencji kapsydu” — co to zdanie znaczy? Jakg sekwencje ma kapsyd i czym
jest aminokwas heptameru?

- ,Zaprojektowanie terapii celujgce tylko w zmutowany gen, nie obnizajagc poziomu
prawidtowego genu” - czym jest poziom genu? Pewnie miato byé poziomu ekspresji genu.

- na str. 28 napisano tez, ze ,,U dorostych mysich osobnikdw usuniecie genu Htt nie ujawnito
negatywnego wptywu. Inaczej jest u myszy bez genu Atxn3 (myszy z nokautem Axtn3), nie
zaobserwowano roznic na kazdym etapie rozwoju.” Jesli tak by byto, to dlaczego terapia
allelospecyficzna powinna by¢ stosowana u 0séb chorych?

- ,Trioriluzol dziata poprzez modulacje glutamin”. A co to znaczy?
- ,ekspansja poliQ zostata naturalnie przytagczona przez insercje do genu” — jak sie przytacza
oligopeptyd poliglutaminowy do genu?

- na str. 30/31 napisano, ze w modelu Hu128Q/21Q zaobserwowano ,selektywny zanik
przedniego mézgu” — co to znaczy?
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Ponadto, we wprowadzeniu zabrakto mi troche przedstawienia koncepcji stosowania
biwalentnych siRNA, ktdre stanowity jedng z grup testowanych narzedzi terapeutycznych.

Druga czes¢ rozprawy doktorskiej zawiera konkretnie nakreslone cele badan z
uwzglednieniem zadan szczegdtowych. Trzecim, najobszerniejszym elementem rozprawy jest
drobiazgowy opis zasadniczej czesci pracy, rozpoczynajacy sie przedstawieniem metodyki
badawczej, a konczacy sie przedstawieniem i przedyskutowaniem uzyskanych wynikéw
prowadzonych badan. Jest to tradycyjny ukfad pracy dyplomowej pozwalajgcy na logiczne
wprowadzanie poszczegdlnych tresci. Waznym jest rowniez to, ze na koncu Doktorantka
przedstawia wnioski ptyngce z wykonanych eksperymentdow, co dobrze podsumowuje catg

prace.

Doktorantka pisze, ze czes¢ przedstawionych w rozprawie wynikéw jest opisanych w
manuskrypcie pt. ,CAG-targeted brain-permeable therapy tested in biallelic humanized
polyQ mouse models” wystanym do recenzji do czasopisma naukowego. W tej pracy jest
dwéch wspotautoréw oznaczonych gwiazdka, ktora jak wnioskuje okresla tzw. pierwsze
wspotautorstwo oraz 10 innych wspdéfautoréw. Chciatbym sie zatem upewnié, ze wyniki
przedstawione w rozprawie doktorskiej pokazujg eksperymenty, ktére wykonata i
przeanalizowata Doktorantka, a zatem, ze oceniam wktad autorski. Prosze o odniesienie sie
do tej watpliwosci podczas publicznej obrony.

Celem pierwszej czesci realizowanych w projekcie doktorskim badan byto
skonstruowanie wektoréow wirusowych do nadekspresji sShRNA skierowanych na sekwencje
powtérzen CAG. Konstrukty te zawieraty réwniez kasete do niezaleznej nadekspresji GFP
celem monitorowania efektywnosci transdukcji w warunkach in vivo. Istotnym nowum
ocenianej pracy byto zastosowanie wektorow AAV o serotypie AAV-PHP.eB, ktére podawano
systemowo poprzez wstrzykniecie do zatoki oczodotowej, zamiast podawania bezposrednio
do centralnego ukfadu nerwowego. Oczekiwanym rezultatem badan byto wywotanie
obnizenia ekspresji zmutowanych gendw odpowiedzialnych za HD i SCA3, jednoczesnie przy
jak najmniejszym efekcie niepozgdanym, czy to na ekspresje innych gendéw, czy wywotanie
odpowiedzi niespecyficznej na obecnos$é shRNA.

W pilotowym eksperymencie Doktorantka przetestowata efekt wprowadzania AAV
zawierajgcych jedng z dziewieciu kaset do nadekspresji shRNA podawanych do
heterozygotycznych myszy bitransgenicznych, eksprymujacych zaréwno prawidtowg jak i
zmutowang postac ludzkiej huntingtyny (mysz Hu128Q/21Q). Monitorujgc poziom ekspresji
GFP zaobserwowano efektywng transdukcje w opuszce wechowej, wzgdrzu, moézdzku i pniu
mozgu zaréwno po trzech jak i 15 tygodniach od podania wektoréw AAV-PHP.eB. Dla kilku
shRNA, w eksperymencie krétkotrwatym (3 tygodnie od iniekcji), wykazano wyciszajgcy efekt
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na poziom biatka prawidtowej i zmutowanej huntingtyny (HTT). Ciekawym jednak jest to, ze
np. reagent o nazwie A4 stymuluje ubytek obu biatek w korze, ale nie w prazkowiu i wzgdrzu.
Podobnie A4(P10,11A), ale z inng preferencjg do testowanych regiondw mdzgu (Rys. 6). Na
tym rysunku, ale tez wielu innych nie wyjasniono co oznacza jedna lub dwie gwiazdki, oraz
dlaczego te same reagenty oznaczone sg w inny sposdb i umieszczone s3 w odmienne;j
kolejnosci na panelach A, B i C. To bardzo utrudnia analize przedstawianych wynikéw.
Analizujac wyniki przedstawione na Rys. 6, ale réwniez na wielu dalszych rycinach nie
zauwazytem, czy w analizie statystycznej zastosowano odpowiednig korekte znoszgcg efekt
wielokrotnych poréwnan (np. poprawka Bonferroniego lub inna odpowiednia dla rodzaju
wykonywanych poréwnan).

W eksperymencie dtugoterminowym (15 tygodni od iniekcji wektoréw AAV)
zaobserwowano ponownie wyzszy poziom fluorescencji GFP w trzech obszarach mdzgu —
opuszka wechowa, wzgdrze moézdzek i pien mézgu — chociaz nie przedstawiono tej rdéznicy w
wymiarze iloSciowym i statystycznym. Na rysunku 8 przedstawione sg bowiem pojedyncze
obrazy dla odpowiednich struktur. Nie jest zatem jasnym to, co oznacza w tym przypadku
N=3, oraz czy wykonano poréwnawczg analize iloSciowg w wymiarze statystycznym? W
eksperymencie tym wykazano rowniez nieznaczny, cho¢ istotny statystycznie ubytek mRNA
HTT w mdzgach myszy poddanych dziataniu A4(P10,11A). Z kolei stosujgc metode western
bloting preparatow biatkowych wyizolowanych z réinych obszarow modzgu oraz
immunobarwienie skrawkéw mdzgdéw podjeto probe okreslenia efektu dwdch testowanych
shRNA na poziom prawidtowego i zmutowanego biatka HTT. Niestety w tej czesci pojawity sie
liczne, istotne btedy logiczne. Na str. 69, ale rowniez w kilkunastu innych miejscach pracy
sformutowano nieprawidtowe konkluzje wywodzone z wynikéw przeprowadzonych badan.
Napisano tu, ze ,Iniekcje reagentem A4(P10,11A) wykazaty obnizenie poziomu zmutowanego
HTT we wzgdrzu 0 32%, w mdzdzku o 11% (w obydwdch przypadkach nieistotne statystycznie)
..”. Jesli nie wykazano, ze rdéznice sg istotne statystycznie, to nalezy powiedzie¢, ze rdznic
pomiedzy poréwnywanymi probkami nie stwierdzono, a juz na pewno nie mozna podawac
wymiaru iloSciowego. Z wtasnej interpretacji przedstawionych wynikdw moge stwierdzi¢, ze
podanie AAV z kasetg ShRNA A4(P10A) spowodowato istotny ubytek zmutowanej i w rownym
stopniu prawidtowej huntingtyny, czego nie mozna powiedzie¢ o A4(P10,11A). Rodzi sie
zatem nastepujgce pytanie — jesli stosowane reagenty shRNA majg dziata¢ na obnizenie
efektywnosci translacji to jak wyttumaczy¢ efekt na poziom mRNA? Chciatbym zatem prosic
Doktorantke o prébe wyjasnienia rozbieznosci pomiedzy wynikami uzyskanymi dla pomiarow
poziomu MRNA oraz zmutowanego i prawidtowego biatka HTT — shRNA A4(P10,11A)
wykazuje efekt na mRNA, a A4(P10A) na biatko z obu alleli. Jaka moze by¢ interpretacja
wystepowania tych réznic?
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Inny problem widze w interpretacji wynikdw przedstawionych na Rysunku 12, dotyczgcych
liczebnosci/wielkosci agregatow biatka HTT wizualizowanych przez immunobarwienie. Czy na
pewno zawsze obrazy te przedstawiajg agregaty, jak mowig opisy wykreséw, a nie po prostu
sygnat od huntingtyny. Z samego obrazu mikroskopowego przedstawionego w pracy dla
mozdzku ja agregatdw nie widze. Agregat nie moze by¢ przeciez wiekszy niz komoérka, a takie
sygnaty wida¢ na przedstawionych w pracy obrazach. Moze to jedynie kwestia jakosci
obrazow w wersji pdf pracy. Zastanawiajgce rowniez jest to, ze sygnat immunobarwienia
zajmuje blisko 5% obrazow mikroskopowych. Ponadto w opisie ryciny nie wyjasniono czym
sg poszczegdlne punkty na wykresie — rozumiem, ze nie preparaty z niezaleznych
eksperymentdow biologicznych, poniewaz N=3. Nie przedstawiono réwniez co byto kontrolg
negatywng w eksperymentach immunobarwienia, pozwalajgcg na wykazanie specyficznosci
stosowanego przeciwciafa.

Dalsze analizy, polegajace na okreslenie efektu testowanych shRNA na szerzej
monitorowany fenotyp, sg cennym uzupetnieniem obserwacji dotyczgcych markerow
molekularnych HD w mézgu. Zaobserwowano wiele réznic pomiedzy myszami traktowanymi
kontrolnymi i badanymi AAV, w tym masy ciafa i masy niektdrych organdéw. W pracy napisano,
ze ,Po 15 tygodniach od operacji myszy z reagentem A4(P10A) wazyty 0 22% mniej niz myszy
z reagentem kontrolnym ... (Rys. 13A)”. Jednak dla tego stwierdzenia nie widze wynikéw
wspierajgcych — prawdopodobnie dlatego, ze na wykresie nie przedstawiono odpowiednich
miar statystycznych.

Dla tych samych dwdch shRNA przetestowano efekt ich dziatania rowniez w mysim
modelu SCA3, o nazwie Ki1l50Q/21Q, oceniajgc poziom docelowego mRNA i biatek
powstajgcych z prawidtowego i zmutowanego transgenu ATXN3. Analizy przeprowadzono w
sposdb analogiczny do opisanych powyzej dla modelu mysiego HD. Dla jednego reagenta
(A4(P10,11a)) zaobserwowano istotny wzrost ekspresji mRNA ATXN3 w trzech z czterech
testowanych obszarach moézgu o okoto 50% wzgledem myszy traktowanych reagentem
Scrambled. Stwierdzenia sformutowane w pracy sg jednak nie do konca prawidtowe w
kontekscie przedstawionych na wykresach wynikéw. Doktorantka pisze, ze ,Myszy z
reagentem A4(P10,11A) wykazaty wiekszy wzrost ekspresji badanego genu niz myszy z
A4(P10A)”. Dla drugiego z wymienionych reagentéw nie wykazano przeciez zadnych istotnych
zmian. Ciekawym jest to, ze wyniki analiz ekspresji transgendw na poziomie mRNA i biatka
obserwowane dla modelu mysiego SCA3 sg niemal catkowicie przeciwstawne w poréwnaniu
do modelu HD. Dla pomiardw poziomu zmutowanego biatka Ataksyny-3 metodg western blot
wtasciwie nie stwierdzono wiekszych zmian (wyjatek A4(P10A) w hipokampie), chociaz
ponownie bfednie zapisano w pracy, ze ,Obydwa reagenty spowodowaty spadek
zmutowanego biatka ATXN3 w modzdzku o 26% po wstrzyknieciu A4(P10A) i 17% po
wstrzyknieciu A4(P10,11A)”. Zastanawiajacy jest réwniez ubytek % agregatow ataksyny-3
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barwionej przeciwciatem 1H9 (Rys. 18), przy braku zmiany poziomu biatka zmutowanego
ATXN3 w pniu mdézgu widzianym metodg western blot (Rys. 16A). Jak mozna interpretowad
taki wynik? Ponadto ciekawym jest fakt wzrostu poziomu mRNA ATXN3 po podaniu
A4(P10,11A) i braku réznic (lub spadku w modzdzku) biatka z obu alleli. Czy mogtaby
Doktorantka przedstawi¢ préoby wyjasnienia tych wynikow?

Najciekawsze moim zdaniem i najbardziej jednoznaczne wyniki przyniosty
eksperymenty opisane w ostatniej czesci pracy. W badaniach tych zastosowano biwalentne
czgsteczki siRNA — potgczone kowalencyjnie dwa dupleksy RNA wczesniej badane w pracy.
Lokalne wstrzykniecie syntetycznych reagentéw w dawce 25 mikrograméw/mysz HD
poskutkowato silnym obnizeniem poziomu prawidtowej huntingtyny dla obu testowanych
reagentow, a dla Biv A4(P10A) rowniez zmutowanej huntingtyny. Dotyczyto to jednak jedynie
miejsca wstrzykniecia (prazkowie). Podobny efekt zaobserwowano réowniez dla ataksyny-3 w
modelu SCA3, choc efekt wyciszenia byt istotnie mniejszy. Wydaje sie, ze ta czes¢ pracy moze
stanowi¢ cenny punkt wyjscia do dalszych badan.

Dyskusja przedstawiona w rozprawie jest obszerna i porusza wiele istotnych watkéow w
kontekscie wynikéw uzyskanych w projekcie doktorskim. Poruszony jest miedzy innymi wazny
watek efektdw niepozadanych dziatania reagentéw shRNA lub biwalentnych. Wydaje sie
zatem, ze wartym bytoby sprawdzenie, czy faktycznie testowane czgsteczki nie wywieraja
tzw. efektu off-target. Jesli dochodzi do podwyzszenia lub obnizenia poziomu prawidfowych
MRNA HTT lub ATXN3 to nalezy uwazaé, ze inne mRNA zawierajgce ciggi powtdrzen CAG s3
rowniez niepozgdanymi celami dziatania shRNA. Mozna by sprawdzi¢ chociaz kilka takich
mRNA/biatek. Oczywiscie optymalnym bytoby wykazanie zmian na poziomie cato-
transkryptomowym/proteomowym.

W dyskusji pojawity sie btedy merytoryczne, ktére przyktadowo wymieniam z
obowigzku recenzenta.

- Napisano na przyktad, ze ,obnizanie poziomu zmutowanych biatek z wykorzystaniem tych
krotkich RNA odbywa sie na drodze aktywacji roznych mechanizmow m.in. zwigzanych z
RNaza H, ...”. W jaki sposdéb RNazaH moze by¢ aktywowana przez krotkie terapeutyczne RNA?

- W innym miejscu napisano o ,transdukcji czasteczek biwalentnych” — w jaki sposéb mozna
transdukowac czasteczki biwalentne?

- Jeszcze w innym miejscu napisano o widknach ,,zawierajgcych lipidowe btony mielinowe” —
czym sg btony mielinowe witdkien? Pewnie chodzito o ostonki mielinowe.

- oraz o ,allelach z prawidtowg i zwiekszong liczbg ludzkich powtdérzen CAG” — czym sg ludzkie
powtdrzenia CAG?
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Podsumowujac chciatbym stwierdzi¢, ze praca doktorska jest obszerna, a wykonane
eksperymentyianalizy sg liczne, w wiekszosci dobrze ilustrowane. Widoczny jest spory naktad
pracy Doktorantki w zaprojektowanie, przeprowadzenie i interpretacje uzyskanych wynikdow.
Wartym podkreslenia jest to, ze w swoich badaniach Doktorantka zastosowata szereg metod
i podejs¢ analitycznych — zaprojektowanie i przygotowanie konstruktow AAV, analiza
ilosciowa poziomu RNA i biatka, przygotowanie skrawkow z tkanek oraz analiza ilo$ciowa i
jakosciowa w oparciu o bezposrednig detekcje znakowanych oligomeréw lub GFP oraz
wykonanie immunobarwienia. Co wazne praca odpowiada na kilka istotnych pytan odnosnie
potencjalnych strategii terapeutycznych choréb powodowanych ekspansjg powtorzen CAG.
W wiekszosci jest napisana w sposdb czytelny, a narracja prowadzona w znacznej czesci w
logiczny sposob. Wskazane powyzej uchybienia, watpliwosci interpretacyjne i btedy
merytoryczne wptywajg niestety w istotny sposéb na catkowitg ocene pracy, ktéra w zwigzku
z tym nie moze by¢ wysoka, ale pozytywna.

Whioski koncowe

W podsumowaniu stwierdzam, ze przediozona mi do oceny rozprawa mgr Zanety
Kalinowskiej-Poski spetnia wszystkie warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 2021 r., poz. 478, 619, 1630).
Doktorantka wykazata sie wiedzg teoretyczng z zakresu prowadzonych przez siebie badan.
Udowodnita, ze potrafi rozwigza¢ problem naukowy poprzez odpowiednie zaplanowanie
badan, wykonanie doswiadczen oraz w sporej czesci poprawng interpretacje ich wynikdéw.
Chcac jak najlepiej zrealizowa¢ zatozone cele badawcze, Doktorantka zaplanowata logiczny
cigg poszczegdlnych etapdw badan. Pokazata, ze potrafi w sposdb kompetentny skorzystaé z
rozmaitych narzedzi badawczych. Uzyskata istotne wyniki, w wiekszosci poprawnie je opisata
i zazwyczaj wyciggata uprawnione wnioski. Dlatego tez zwracam sie do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Zanety
Kalinowskiej-Poski do dalszych etapdéw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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