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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Marianny Pewinskiej-Kotodziejczak

pt. ..Opracowanie nowych wariantéw sztucznych mikroRNA do selektywnego obnizania
poziomu zmutowanego biatka w podejsciu terapeutycznym dla choroby Huntingtona”

Rozprawe doktorska przygotowano pod opieka promotorska Pani Prof. dr hab. Marty
Olejniczak w Zaktadzie Inzynierii Genomowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN.
Doktorantka uzyskata srodki finansowe w ramach projektu Preludium Bis z Narodowego
Centrum Nauki, przyznanego Pani Promotor. Badania czesciowo sfinansowata firma Dystrogen
Gene Therapies Inc. W sktad dorobku naukowego Doktorantki wchodzg dwie publikacje w
prestizowych czasopismach naukowych, niebedace czescia rozprawy doktorskiej. W
szczegblnosci, praca eksperymentalna opublikowana w Molecular Therapy Nucleic Acids, w
ktorej Doktorantka jest trzecig z siedmiu wspdtautorow, stanowi w zasadzie punkt wyjscia dla
problematyki badawczej podjetej w rozprawie. Wykazano w niej potencjat terapeutyczny
czasteczki sztucznego mikroRNA (amiRNA), amiR136-A2, ukierunkowanej na wydtuzony ciag
powtdrzen CAG lezacy u podstaw choroby Huntingtona (HD).

I.  Oryginalnos¢ i wartos¢ naukowa badan

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy opracowania podstaw molekularnych dla
nowatorskiej terapii Choroby Huntingtona (HD) bazujacej na selektywnym obnizeniu poziomu
zmutowanego biatka z wykorzystaniem amiRNA. Doktadniej, dotyczy optymalizacji czasteczki
terapeutycznej opracowanej wczesniej w laboratorium Pani Prof. dr hab. Marty Olejniczak.
Podjeta problematyka jest istotna w Swietle braku skutecznej terapii dla HD - rzadkiej choroby
neurodegeneracyjnej zwigzanej z poliglutaminami (poliQ), ktorej objawy wynikaja gtéwnie z
postepujacej dysfunkcji i obumierania neurondw prazkowia i kory mdzgowej. Podstawa
genetyczng HD jest ekspansja tréjnukleotydowego powtdrzenia CAG w pierwszym eksonie
genu kodujacego biatko huntingtyne (HTT). Na wieloptaszczyznowa patogeneze HD wptywa
nie tyle utrata kluczowych funkgji HTT, co nabycie nowych szkodliwych funkcji przez jego
nieprawidtowa forme. Wazna role odgrywa tez alternatywna poliadenylacja prowadzaca do
translacji krétkiego biatka HTT1a, ktére tworzy toksyczne agregaty w komorkach. Poniewaz
huntingtyna jest niezbedna do prawidtowego funkcjonowania komorek, szczegolnie
neuronéw, kluczowym jest, aby potencjalny terapeutyk wykazywat allelo-selektywnos¢ w
kierunku zmutowanego transkryptu HTT, nie naruszajac prawidtowego. Istotne jest rowniez


mailto:ewa.stepniak-konieczna@up.poznan.pl

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
ul. Dojazd 11

60-632 Poznan

tel. +48 61 848 72 02

e-mail: kbib@up.poznan.pl

utrzymanie odpowiedniej efektywnosci i wysokiej specyficznosci przy jednoczesnym
zminimalizowaniu ryzyka efektéw ubocznych. Najbardziej obiecujace strategie terapeutyczne
wykorzystuja interferencje RNA (RNAI) aby zahamowac dziatanie zmutowanego genu poprzez
degradacje mRNA badz blokowanie translacji. Zaleta amiRNA wzgledem innych efektorow
RNAI jest ich wigczanie sie w szlak biogenezy mikroRNA (miRNA) na najwczesniejszym etapie i
mniejsze ryzyko toksycznosci dzieki nizszej saturacji endogennej maszynerii przetwarzania
miRNA. Wczesniej opracowana w Zaktadzie Inzynierii Genomowej czasteczka terapeutyczna
amiRNA celujagca w powtdrzenia CAG, amiR136-A2, opisana w ww. publikacji wspottworzonej
przez Doktorantke, charakteryzowata sie niesparowaniem w pozycji 8 nici wiodacej. Pomimo
efektywnej redukcji zmutowanego biatka HTT oraz allelo-selektywnosci, wykazywata nizsza
aktywnos¢ w korze mozgu i posiadata w petni komplementarne sekwencje poza celem,
stwarzajac ryzyko efektow niepozadanych. Warto zaznaczy¢, ze transkrypty o petnej
komplementarnosci do czasteczki A2 (szczegdlnie w 3'UTR) moga by¢ degradowane przez
mechanizm podobny do dziatania siRNA. Badania ujete w rozprawie doktorskiej sa naturalng
kontynuacja tej pracy i odpowiedzig na potrzebe optymalizacji tej czasteczki. Doktorantka
precyzyjnie sformutowata cel rozprawy: zaprojektowanie ulepszonej i bezpieczniejszej wersji
czasteczki amiR136-A2 oraz zweryfikowanie jej efektywnosci, specyficznosci, allelo-
selektywnosci i bezpieczenstwa w modelach komérkowych HD oraz w mysim modelu choroby.
Do jego realizacji wybrata odpowiednia i bardzo zr6znicowang metodologie.

Badania wyodrebniaja kilka czesci obejmujacych kolejno: analizy bioinformatyczne in
silico, testy komérkowe zaprojektowanych czasteczek oraz ich walidacje in vivo w mysim
modelu HD. W szeregu analiz in silico Doktorantka optymalizowata sekwencje efektorowa
wyjsciowej czasteczki A2 umieszczajac w niej dodatkowe niesparowania w réznych pozycjach
nici wiodacej. Sposrod pieciu zaprojektowanych wariantow sekwencji, najnizsza liczbe
potencjalnych sekwencji poza celem (off-target) wykazata dla wariantu nazwanego 13A
(substytucja C>A w pozycji 13).

Kolejno, Doktorantka wykorzystata system reporterowy lucyferazy z sekwencja eksonu
1 HTT niosaca krétkie lub wydtuzone powtorzeniami CAG, aby wstepnie ocenic¢ efektywnosc i
allelo-selektywnos¢ zaprojektowanych sekwencji w wyciszaniu ekspresji zmutowanego allelu,
w uproszczonym formacie shRNA. Dzieki temu wykazata preferencje zaprojektowanych
sekwencji wobec allelu zmutowanego, przy jednoczesnej najwiekszej selektywnosci i
efektywnosci wzgledem A2 dla trzech czasteczek, w tym 13A. Konsekwentnie, wyniki
zweryfikowata w naturalnym, fizjologicznym modelu fibroblastéw HD stosujgc transdukcje
lentiwirusami niosgcymi badane czasteczki w wersji sShRNA i uzyskujac bardzo spdjne rezultaty.
Analogiczne eksperymenty lucyferazowe przeprowadzita dla trzech najbardziej efektywnych
wyselekcjonowanych sekwencji, ktore tym razem umiescita w kadtubie ludzkiego pri-miR-136,
aby stworzy¢ docelowe czasteczki amiRNA. Najwyzszy stopien wyciszenia allelu zmutowanego
zaobserwowata dla amiR136-13A, co konsekwentnie zweryfikowata transdukcja lentiwirusowa
dwdch niezaleznych, naturalnych modeli komoérkowych choréb poliQ — HD oraz DRPLA.
Czasteczka amiR136-13A nie byfa jednak efektywna w modelu SCA3, swiadczac przeciwko
uniwersalnosci wzgledem szerszego zakresu choréb poliQ. Podsumowujac, w tej czesci pracy
Doktorantka metoda eliminacji wytonita z pieciu zaprojektowanych przez siebie modyfikagji
sekwencji tylko jedna, 13A, ktorag wybrata do dalszych analiz w kontekscie sztucznego
mikroRNA. Wyniki tej czesci sa dobrze udokumentowane, a uzasadnienie wyboru modyfikacji
13A jest oparte na solidnych analizach.
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Waznym etapem badan byty analizy transkryptomiczne potencjalnych efektéw
niespecyficznych, prowadzone przez Doktorantke w fizjologicznie odpowiednim modelu -
ludzkich prekursorach neuronalnych HD (NSC HD) transdukowanych lentiwirusami amiR136-
13A. Oprécz markeréw roznicowania, mozna byto dodatkowo zastosowac szerszg analize
mikroskopowa potgczona z immunofluorescencja, by bezsprzecznie potwierdzi¢ tozsamos¢ i
czystos¢ NSC roznicowanych z iPSC. Mimo iz ogdlne zmiany w profilu ekspresji gendéw byty
niewielkie, Doktorantka odnotowata istotne zmiany ekspresji ponad setki genéw zwigzanych
gtownie z procesami przebudowy i organizacji chromatyny. Trudno przewidzie
dtugoterminowe konsekwencje takich zmian, dlatego wniosek, ze profil bezpieczenstwa
czgsteczki jest korzystny, wydaje sie tu przedwczesny. Wprawdzie wykazano, ze sama
transdukcja lentiwirusowa prowadzi do istotnych zmian transkryptomicznych NSC HD,
jednakze zmiany te nie do konca pokrywaty sie z tymi obserwowanymi po dostarczeniu
amiR136-13A. Nie zastosowano tutaj bezposredniej analizy poréwnawczej z amiR136-A2, co
bytoby korzystne. Co istotne jednak, wykazano, ze amiR136-13A allelo-selektywnie redukuje
ilo$¢ zmutowanego biatka w NSC HD oraz czesciowo odwraca profil deregulowanych genéw w
kierunku pozioméw ekspresji typowych dla komorek zdrowych. Kolejno, Doktorantka
metodami inzynierii genetycznej stworzyta model komdrkowy umozliwiajacy indukowalna
ekspresje patologicznej skroconej formy biatka HTT (HTT1a) i wykazata efektywno$¢ amiR136-
13A rowniez w jego redukgji. Tu takze mozna byto zastosowac poréwnanie z amiR136-A2.
Niemniej jednak, te rezultaty spojnie potwierdzaja znaczny potencjat terapeutyczny
zoptymalizowanej czasteczki amiR136-13A.

Bardzo cenna jest analiza obréobki komorkowej amiR136-13A przez maszynerie RNAI na
podstawie sekwencjonowania NGS. Dlaczego jednak wybrano model komorkowy HEK293T, a
nie bardziej odpowiedni fizjologicznie np. fibroblasty HD lub linie NSC HD? Linie te moga réznic¢
sie ekspresja poszczegolnych komponentow szlaku biogenezy miRNA a wiec i obrobka
czasteczki amiR136-13A. Co istotne, analiza wykazata znaczny udziat nici wiodacej oraz niski
poziom ekspresji 13A w stosunku do catosciowej puli komorkowych miRNA, sugerujac niskie
ryzyko wysycenia endogennego szlaku RNAI.

W ostatnim, kluczowym etapie badan in vivo, Doktorantka zweryfikowata efektywnosc
oraz bezpieczenstwo zaprojektowanej czasteczki amiR136-13A w ugruntowanym mysim
modelu HD — transgenicznej myszy YAC128. Przeprowadzita krotko- oraz dtugoterminowe
eksperymenty z uzyciem niskiej i wysokiej dawki amiR136-13A podawanej do prazkowia przez
iniekcje wektora AAV5 o wysokim tropizmie do osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Wyniki potwierdzity wyrazng preferencje amiR136-13A wzgledem obnizenia zmutowanej formy
biatka HTT, wskazujagc na osiagniecie jednego z zatozonych celéw jakim byta allelo-
selektywnos¢. Potwierdzity réwniez porownywalny efekt terapeutyczny do wyjsciowej
czasteczki A2, ale przy zastosowaniu dawki wektora o potowe nizszej, co sugeruje znacznie
wiekszg efektywnosé. Co istotne, analizujgc markery progresji HD pod wzgledem procesow
neurodegeneracyjnych, Doktorantka wykazata brak odpowiedzi zapalnej w OUN badanych
myszy pod wptywem miRNA136-13A.

Jednakze, analiza potencjalnych efektow niespecyficznych w prazkowiu myszy
eksperymentalnych wskazata 9 genow z pojedynczym niesparowaniem do uwalnianych
wariantow nici wiodacej czasteczki 13A. Przedstawione wyniki walidujgce (RT-qPCR) wykazaty
znaczny rozrzut wartosci, z tendencja do obnizania ekspresji tych gendw po iniekcji amiR136-
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13A, chod nieistotna statystycznie. Chociaz pojedyncze niesparowanie nie zawsze prowadzi do
degradacji mRNA, moze potencjalnie hamowac translacje, zwtaszcza gdy znajduje sie w
regionie ,seed”. Doktorantka nie wskazata, w ktorej pozycji znajduja sie niesparowania w
przypadku zidentyfikowanych genow, nie przeprowadzita tez analizy poziomu biatek
kodowanych przez te geny. Przeprowadzita natomiast analize obrébki mir136-13A w
prazkowiu, uzyskujac wyniki spojne z rezultatami w modelu HEK293T. Wykazano, ze
procentowy udziat uwalnianych wariantow nici pasazerskiej jest niewielki, ale to nie eliminuje
catkowicie  mozliwosci  niespecyficznego  efektu  nici  pasazerskiej. Mimo, iz
prawdopodobienstwo wydaje sie znikome, analiza sekwencji off-target dla nici pasazerskiej (np.
potencjalny wptyw na sekwencje zawierajgce powtorzenia CUG) bytaby ciekawa.
Podsumowujac, wszystkie zatozone przez Doktorantke cele badawcze zostaty osiggniete.
Pomimo kilku uwag krytycznych, ktoére wypunktowatam ponizej, rozprawe doktorska
oceniam bardzo wysoko pod wzgledem oryginalnosci i wartosci naukowej badan.

Il. Uwagi krytyczne (podsumowanie)

1) Wyniki, punkt 4.3. — analiza efektow niespecyficznych w modelu NSC HD. Czy dane
transkryptomiczne wskazujace na deregulacje gendw zwigzanych z procesami przebudowy i
organizacji chromatyny nie budza obaw co do dtugoterminowych efektow terapii z
wykorzystaniem amiR136-13A? Tym bardziej, ze zmiany te nie wynikaja raczej z samej
transdukgji lentiwirusowej (nie pokrywaja sie z tymi, ktore wykazata réznicowa analiza ekspres;ji
genéw pomiedzy NSC HD transdukowanych lentiwirusami kontrolnymi a komorkami
nietraktowanymi; rysunki 22 i 23). Dodatkowo, jako potencjalnie wazny off-target amiR136-
13A wskazano gen SRP14 (rysunek 22) - dlaczego nie zwalidowano jego ekspresji na poziomie
MRNA (RT-gPCR) i biatka (western blot)? Dwa inne deregulowane geny sg wyrdznione na
rysunku 22, ale w zaden sposdb nie dyskutowane.

2) Wyniki, punkt 6. — obrobka komdrkowa oraz uwalnianie wariantéw amiR136-13A w modelu
HEK293T. Biorac pod uwage odmienng obrobke prekursoréw miRNA w zaleznosci od typu
komorki i tkanki, dlaczego wybrano linie HEK293T zamiast bardziej odpowiedniego pod
wzgledem fizjologicznym modelu np. fibroblastéw HD lub NSC HD?

3) Wyniki, punkt 7.5., Tabela 26 — analiza efektow niespecyficznych in vivo w prazkowiu myszy
dla gendéw zawierajacych sekwencje z pojedynczym niesparowaniem do uwalnianych
wariantdw nici wiodacej czasteczki 13A. amiRNA moze blokowac translacje w przypadku
niepetnej komplementarnosci, bez wptywu na poziom samego transkryptu. Czy ekspresje
potencjalnych gendéw ,off-target” zweryfikowano na poziomie biatka, czy jedynie na poziomie
RNA (Rysunek 34)? Czy rozwazano analogiczng analize dla uwalnianych wariantow nici
pasazerskiej (potencjalny wptyw na sekwencje zawierajgce powtdrzenia CUG)?

4) Wyniki, punkt 7.7. — obrobka komdrkowa oraz uwalnianie wariantow amiR136-13A in vivo w
prazkowiu myszy. Czy spodziewano by sie znacznych réznic w obrébce amiR136-13A w innych
czesciach mozgu niz prazkowie (kora, hipokamp)? Czy ekspresja komponentdéw maszynerii
biogenezy miRNA rézni sie w tych obszarach moézgu? Czy rozwazono immunoprecypitacje
AGO, aby zweryfikowac udziat nici dla czasteczki 13A?

5) Dane literaturowe wskazuja, ze wiekszos¢ ludzkich miRNA wiaze sie ze wszystkimi czterema
AGO i nie wykazuje preferencji co do konkretnego paralogu. Ktore z gendéw AGO sa najwyzej
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eksprymowane w badanych tkankach mézgowych? Czy mozliwe jest, ze tylko biatka AGO bez
zdolnosci ciecia katalitycznego uczestnicza mechanistycznie w inhibicji translacji HTT przez
amir136-13A? W pracy nie zweryfikowano poziomu transkryptow HTT z allelu zmutowanego i
normalnego, po zastosowaniu amiR136-13A (testy lucyferazowe nie dajg bezposredniej
odpowiedzi, czy redukcja aktywnosci reportera zachodzi na poziomie blokowania translacji czy
degradacji transkryptu przez czasteczke 13A).

6) Prosze o komentarz odnosnie bezpieczenstwa potencjalnej terapii pacjentéw opartej o
wektory AAV5. Mam na mysli nie tyle skutki niepozadane, co efektywnos¢ i ogromng
inwazyjnos¢ metody dostarczania. Czy rozwazano testowanie innego serotypu wirusa AAV
wykazujacego tropizm do OUN? Dla przyktadu AAV9, ktory wykazuje wysoki tropizm do OUN
i przekracza bariere krew-mdzg? Czy taki wektor mogtby byé efektywnie dostarczany
systemicznie w sposéb mniej inwazyjny — dozylnie?

lll.  Wartos¢ merytoryczna rozprawy oraz jej poprawnosc¢ redakcyjna

Uktad dysertacji jest logicznie uporzadkowany, o standardowej strukturze. Rozprawe
poprzedza informacje o dwdch publikacjach wspétautorskich niebedacych czescia rozprawy,
ale stanowiacych istotny dorobek naukowy. Poniewaz tematyka podjeta w tych pracach jest
spojna z problematyka badawcza rozprawy, a jedna z tych publikacji stanowi wrecz podstawe
projektu doktorskiego, korzystnym bytoby umieszczenie krotkiego opisu. Rozprawa zawiera
szczegbtowy spis tresci, streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz skrétow.

Dysertacja zawiera osiem rozdziatéw. Wprowadzenie podzielono na czesci dotyczace
HD, interferencji RNA (RNAI) oraz terapii HD wykorzystujgcych m.in. narzedzia technologii
RNA.I. Jest to bardzo dobra podstawa teoretyczna, w skondensowany sposdb nakreslajaca
kluczowe aspekty patogenezy HD. Na uwage zastuguje synteza kluczowych informacji o
szlakach biogenezy miRNA, poréwnanie réznych narzedzi RNAi oraz przeglad dostepnych opgji
terapeutycznych HD z uwzglednieniem aktualnych badan klinicznych. Catos¢ Wprowadzenia
jest ciekawa i opatrzona adekwatnymi rysunkami i tabelami, Swiadczac o solidnym
przygotowaniu merytorycznym Doktorantki. Cel pracy jest precyzyjnie sformutowany.
Wyodrebnia analize in silico oraz czes¢ eksperymentalng w modelach komérkowych oraz w
mysim modelu HD. Materiaty i metody trafnie dobrano wzgledem postawionych celow i
zebrano w podrozdziaty utozone spdjnie z kolejnoscia prowadzonych analiz. Cho¢ rozdzielenie
metodologii na osobne materiaty i metody jest poprawne redakcyjnie, dla przejrzystosci
korzystniej bytoby potaczy¢ je we wspolnym opisie zgodnie z kolejnoscia prowadzonych
eksperymentow, analogicznie do publikacji naukowych. W Wynikach wyraznie wyodrebnia sie
cze$¢ bioinformatyczna oraz eksperymentalna. Ta ostatnia obejmuje badania komoérkowe oraz
in vivo i w obu przypadkach jest logicznie utozona wzgledem prowadzonych analiz
efektywnosci, allelo-selektywnosci, efektow niespecyficznych oraz obrobki komodrkowej
amiRNA. Kolejnos$¢ ta utrzymana jest w Dyskusji, za ktéra podazaja wypunktowane Whnioski.
Dyskusja zestawia badania z postawionymi celami oraz sformutowanymi wnioskami i
prezentuje ich znaczenia w konteks$cie aktualnej literatury naukowej. Doktorantka krytycznie
analizuje mocne i stabsze strony swojej pracy, celnie nakresla ich znaczenie i sugeruje
potencjalne obszary dla przysztych badan. Rozprawa ma wyodrebniona Bibliografie oraz
Materiaty suplementarne. Poprawnie cytuje 181 prac dobrze dobranych pod wzgledem
tematycznym, zawiera 38 rycin oraz 26 tabel. Pomocne bytoby umieszczenie ich spisu.
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Rozprawa zawiera kilka drobnych btedoéw redakcyjnych, np.:

e Str. 83, rysunek 18A — brak zdjecia z analizy western blot HTT po zastosowaniu czasteczki
A2, cho¢ probki te sa ujete w ilosciowaniu. Dla przejrzystosci, kolejnos¢ stupkoéw na
wykresach i opisbw w legendzie powinna by¢ spdjna, ten komentarz dotyczy rowniez innych
rycin np. rysunek 16 (str. 79), rysunek 21 (str. 86).

e Str. 86, rysunek 21 — brakuje opisu stupkow dla probek kontrolnych w legendzie, opis zdjec
z analizy western blot niespéjny z legenda.

e Str. 99, rysunek 30C oraz str. 102, rysunek 31B-C — btad w opisie stupkéw; chodzi zapewne
0 amiR136-13A. Niespdjnos¢ w pisowni: amiR-136-13A vs amiR136-13A.

e Str. 102, rysunek 31 — przyktadowe immunobloty HTT po zastosowaniu niskiej dawki wektora
w eksperymencie dtugoterminowym in vivo pokazano tylko dla kory moézgu, a dla
pozostatych (prazkowie, hipokamp) pominieto, cho¢ sg ujete w ilosciowaniu.

Pomimo kilku drobnych uwag redakcyjnych, dysertacja jest dobrze przygotowana i
logicznie uporzadkowana. Od strony redakcyjnej jak i pod wzgledem wartosci
merytorycznej prace oceniam bardzo dobrze.

IV. Ocena koncowa

Rozprawe doktorska Pani mgr inz. Marianny Pewinskiej-Kotodziejczak oceniam
pozytywnie. Stanowi ciekawe i kompleksowe rozwigzanie sformutowanego przez Doktorantke
problemu badawczego z wykorzystaniem umiejetnie dobranych i zr6znicowanych narzedzi
molekularnych. Na uwage zastuguje ogrom pracy wiozony w przeprowadzenie tak
zréznicowanych, wieloptaszczyznowych badan. Podjety temat jest istotny a wyniki badan
wnosza znaczacy wktad w rozwdj potencjalnej terapii dla HD. Doktorantka wykazata sie tez
umiejetnoscia interpretacji i krytycznej analizy swoich danych, co swiadczy o jej dojrzatosci
naukowej.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wymagania
formalne i merytoryczne okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym ( nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) oraz w Sposobie postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady
Naukowej ICHB PAN nr40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.). Wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pani mgr inz. Marianny
Pewinskiej-Kotodziejczak do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.

Podpisano przez/ Signed by:
Ewa Agnieszka
Stepniak-Konieczna
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