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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Marianny Pewinskiej-Kolodziejczak
zatytulowanej

»Opracowanie nowych wariantow sztucznych mikroRNA do selektywnego obnizania
poziomu zmutowanego bialka w podejsciu terapeutycznym dla choroby

Huntingtona”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Marianny Pewinskiej-
Kolodziejczak zostala wykonana w Zakladzie Inzynierii Genomowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem prof. dr hab. Marty Olejniczak. Badania
przedstawione w pracy doktorskiej zostaly sfinansowane w ramach projektu badawczego
PRELUDIUM BIS 1 z Narodowego Centrum Nauki, na ktéry mgr inz. Marianna
Pewinska-Kotodziejczak uzyskata finansowanie. Tematyka pracy doktorskiej jest choroba
Huntingtona (HD) — rzadka dziedziczna choroba neurodegeneracyjna spowodowana
ekspansjg powtdrzen CAG w genie HTT. Zmiany te prowadza do powstawania
zmutowanego biatka HTT, ktore agregujac wykazuje toksyczne whasciwosci i skutkuje
degeneracjg srednich kolczastych neurondw w prazkowiu, ktére jako pierwsze ulega
degeneracji w HD. Wsréd najwazniejszych podejsé¢ terapeutycznych w HD znajduje si¢
wykorzystanie interferencji RNA (RNAi), w szczegdlnosci sztucznych mikroRNA
(amiRNA), pozwalajacych na selektywne wyciszanie ekspresji zmutowanego allelu HTT
przy minimalizacji efektow off-target. Pomimo wielu lat badan, HD pozostaje
nieuleczalna, a jej modelowanie i leczenie wcigz stanowi wyzwanie. Gléwnym celem
pracy bylo opracowanie nowych, bezpieczniejszych, skuteczniejszych i bardziej
specyficznych wariantow amiRNA, ktore obnizaja poziom zmutowanego biatka HTT w
modelach komorkowych i zwierzecych. W zwiazku z potrzeba badan nad nowymi
terapiami HD realizowanie tego projektu bylo zasadne z uwagi na jego istotne znaczenie

naukowe.



W ramach rozprawy doktorskiej mgr inz. Marianna Pewinska-Kotodziejczak

sformulowata pie¢ celow badawczych:

1. Zaproponowanie modyfikacji sekwencji czasteczki amiR136-A2 (sztucznego
mikroRNA celujacego w powtérzenia CAG) w celu ograniczenia liczby
potencjalnych miejsc wigzania poza celem (off-target).

2. Ocena efektywnosci i specyficznosci zaprojektowanych czasteczek =z
zastosowaniem systemu reporterowego oraz w modelach komérkowych HD.

3. Ocena efektywnosci amiRNA w obnizeniu poziomu toksycznego, krotkiego
wariantu biatka HTT1a.

4. Ocena efektywnosci i bezpieczenstwa amiR136-13A w mysim modelu HD.

5. Analiza obrobki komoérkowej amiR136-13A w modelu komérkowym oraz mysim

modelu HD.

Cele badawcze sformutowano w sposob przejrzysty i wymagajacy, uwzgledniajac
konieczno$¢  przeprowadzenia  rozbudowanych  analiz  bioinformatycznych,
eksperymentalnych oraz walidacji w modelach komoérkowych i zwierzecych. Wysoki
poziom trudnosci zadan badawczych wynika z konieczno$ci zaangazowania znacznego
naktadu pracy i czasu. Warto zaznaczy¢, ze w pracy nie przewidziano bezposredniej oceny
klinicznego potencjalu terapeutycznego opracowanych wariantéw, jednak w przypadku

rozprawy doktorskiej takie ograniczenie jest uzasadnione.

Rozprawa doktorska zostala napisana w jezyku polskim, a jej uktad obejmuje
kolejno: Streszczenie, Wykaz skrotow, Wprowadzenie, Cel pracy, Materialy i Metody,
Wyniki, Dyskusje, Wnioski oraz imponujaca Bibliografi¢, obejmujaca liczne pozycje
literaturowe. Rozprawa zawiera rowniez wykaz poswigcony publikacjom Autorki, gdzie
wymieniono dwa artykuly naukowe powstate przy wspotautorstwie mgr inz. Marianny
Pewinskiej-Kotodziejczak, ktdre nie sg czgsécig tej rozprawy.

Rozprawa zawiera tacznie 38 rycin (w tym schematy, wykresy, analizy bioinformatyczne i
wyniki eksperymentalne), 28 tabel (w tym szczegdtowe zestawienia materiatdw, metod,
wynikéw oraz analiz statystycznych) oraz materialy suplementarne obejmujace dodatkowe
analizy, w tym wykresy gestosci odczytow oraz zestawienia transkryptow o istotnych

réznicach ekspresji.



We Wstepie Autorka w sposdb interesujacy i wyczerpujacy przedstawia rozwdj
badan dotyczacych choroby Huntingtona, omawiajac jej molekularne podioze oraz
aktualne kierunki poszukiwan terapeutycznych, ze szczegélnym naciskiem na strategie
wykorzystujace interferencje RNA, w tym sztuczne mikroRNA. Szczegotowo analizuje
zasady dzialania tych czasteczek, wskazujac na ich zalety w poréwnaniu z innymi
narzedziami RNAI, a takze omawia trudnosci zwigzane z projektowaniem bezpiecznych 1
skutecznych konstruktow terapeutycznych.

Na koricu Wstepu Autorka przedstawia podsumowanie biezacych badan klinicznych nad
HD, w tym podejécia terapeutyczne wykorzystujace RNAi oraz ograniczenia i wyzwania
stojace przed tg terapig. Wigkszo$¢ cytowanej literatury pochodzi z ostatnich lat, co
$wiadczy o tym, ze tematyka pracy jest bardzo aktualna. Reasumujgc, Wstep stanowi
bardzo wartosciowa i przemyslang czg$¢ rozprawy doktorskiej, ktora dowodzi szerokiej
wiedzy teoretycznej mgr inz. Marianny Pewinskiej-Kolodziejczak, niezbgdnej do

prowadzenia badan eksperymentalnych.

Nastepna czescig ocenianej pracy doktorskiej jest szczegbtowy opis Materiatow i
Metod, ktore Autorka wykorzystywata w swojej pracy badawczej. Jest on napisany w

sposob szczegotowy, ktory pozwala na odtworzenie eksperymentow.

Kolejny rozdziat rozprawy doktorskiej przedstawia Wyniki. W pierwszej jego
czesci Doktorantka przeprowadzila analizg bioinformatyczng potencjalnych sekwencji off-
target dla czasteczki wyjéciowej amiR136-A2 oraz zmodyfikowanych jej wariantow.
Wykazata, ze wprowadzenie in silico substytucji nukleotydowych w pozycjach 9, 10, 11
oraz 13 obniza ilos¢ potencjalnych sekwencji off-target obserwowanych dla czasteczki
wyjsciowej. Wybrane zmodyfikowane warianty amiRNA zostaty przetestowane in vifro w
celu analizy ich efektywnosci i allelo-selektywnosci w komoérkowym systemie
lucyferazowym oraz w liniach fibroblastow od pacjentéw z HD oraz z innymi chorobami
poliglutaminowymi, w tym ataksji rdzeniowo-mézdzkowej (SCA3) oraz zaniku jadra
zgbatego, jadra czerwiennego, gatki bladej i jadra niskowzgdérzowego (DRPLA).
Doktorantka zaobserwowala, ze wybrane czasteczki amiRNA wykazywaty odmienne
poziomy wyciszenia ekspresji zmutowanych bialek, w zwiazku z czym nie wyloniono
jednego wspdlnego kandydata na uniwersalna czasteczke terapeutyczng o jednakowym

profilu efektywnosci i allelo-selektywnosci. W badaniach ukierunkowanych na najbardziej



efektywna czasteczk¢ amiRNA w odniesieniu do choroby Huntingtona doktorantka
wytypowalta czasteczke amiR136-13A, ktora charakteryzowata sie¢ wprowadzeniem
dodatkowej substytucji nukleotydowej adeniny w pozycji 13 nici wiodacej. Wybrany
wariant nazwany amiR136-13A znaczaco zmniejszat liczbe potencjalnych sekwencji off-
target w ludzkim transkryptomie, przy zachowaniu wysokiej efektywnosci wyciszania
zmutowanego HTT. Wstgpna ocena dziatania zaprojektowanych czgsteczek shRNA w
systemie reporterowym potwierdzita wysoka efektywnosé i allelo-selektywnos¢ wariantu
13A. W kolejnych etapach Autorka wykazala, ze czasteczka amiR136-13A skutecznie
obniza poziom zmutowanego HTT w modelach komérkowych HD w tym w liniach
fibroblastéw i neuroprogenitoréw uzyskanych przez réznicowanie iPSCs. Stosujac analizy
transkryptomiczne Doktorantka wykazala, ze obnizenie poziomu mHTT w liniach
neuroprogenitoréw z HD z uzyciem amiR136-13A przywracato ekspresje genoéw
zwigzanych z neurogeneza i funkcjonowaniem synaps. Dodatkowo, w modelu
komérkowym z indukowalng ekspresja toksycznej formy HTTla, czasteczka amiR136-
13A skutecznie obnizala poziom tego bialka, co potwierdza jej szerokie mozliwosci
terapeutyczne. Co istotne, nowy wariant amiRNA wykazywal zmniejszona liczbe
potencjalnych sekwencji off-target, korzystny profil obrobki komoérkowej oraz zwigkszony
udzial nici wiodgcej w stosunku do amiR136-A2. W modelu in vivo Doktorantka wykazata,
ze czasteczka amiR136-13 A byta dobrze tolerowana przez okres 28 tygodni po iniekcji do
prazkowia myszy YAC128, nie powodowata aktywacji mikrogleju ani astrogleju, nie
zwigkszata poziomu lekkiego polipeptydu neurofilamentéw (NfL) w surowicy i nie
wykazywata efektow off-target. Analiza obrobki komorkowej w modelu in vivo wykazata,
ze amiR136-13A ulega prawidlowemu przetwarzaniu w modelu zwierzgcym, a uzyskany
wariant charakteryzowat si¢ nizszym ryzykiem off-target w poréwnaniu do wariantu
wyjsciowego. Ponadto Autorka wykazata, ze uzycie czasteczki amiR136-13A skutkowato
selektywnym obnizeniem poziomu mHTT w prazkowiu, hipokampie i korze mézgowej u
myszy YACI28 w  eksperymencie krétkoterminowym. W eksperymencie
dtugoterminowym in vivo Doktorantka wykazata poréwnywalny efekt terapeutyczny
czastki amiR136-13A przy zastosowaniu o polowe nizszej dawki wektora AAVS5 w
poréwnaniu do wariantu wyjSciowego. Zastosowanie zmodyfikowanej czgsteczki
amiRNA nie wywotalo istotnych efektow ubocznych ani objawdw toksycznosci w
badanym modelu komérkowym oraz modelu in vivo, co potwierdzito jej wysokie

bezpieczenstwo. Uzyskane przed Doktorantk¢ wyniki wskazuja, ze amiR136-13A jest



obiecujacym kandydatem do dalszych badan nad jego potencjalnym zastosowaniem w

terapii HD.

Wyniki uzyskane przez mgr inz. Mariannge Pewinskg-Kotodziejczak zostaly
dogltebnie przeanalizowane w Dyskusji. W analizie tej Autorka podkresla kluczowe
osiagnigcia swojej pracy w odniesieniu do literatury. Ponadto analizuje ona wyniki
niejednoznaczne, odnoszac si¢ do aktualnego stanu wiedzy naukowej. Dyskusja zawiera
takze rozdzial, w ktérym oméwione zostaly ograniczenia badan oraz perspektywy
kontynuacji projektu. Taki sposob prezentacji i analizy wynikéw $wiadczy o wysokim
poziomie kompetencji naukowych Autorki oraz jej zaangazowaniu w rozw6j dziedziny.
Ponadto w rozdziale Wnioski Doktorantka przedstawila w formie syntetycznego

podsumowania swoje gtdéwne odkrycia.

Podsumowujac, przedstawiona do oceny praca doktorska mgr inz. Marianny
Pewinskiej-Kolodziejczak zostala przygotowana w sposdb wyczerpujgcy i rzetelny,
stanowigc catos¢ zaréwno pod wzgledem teoretycznym, jak i eksperymentalnym. Autorka
wykazala si¢ 0g6lna wiedza naukowa w dyscyplinie oraz umieje¢tnoscia samodzielnego
planowania, prowadzenia badan oraz ich analizy, stosujac zaawansowane techniki
biologii molekularnej. Zrealizowane cele badawcze byly ambitne i zostaty osiggnicte w
pelnym zakresie. W przewazajacej wickszosci eksperymenty zostaty przeprowadzone
przez samg doktorantke, a wspdtpraca innych czlonkéw zespotu byla ograniczona do
wybranych etapow. Wskazuje to na wysoka niezaleznos¢ i dojrzato$¢ naukowa Autorki.
Jednym z kluczowych osiggni¢¢ pracy jest opracowanie innowacyjnego wariantu
sztucznego mikroRNA (amiR136-13A), ktéry wykazuje wysoka skutecznosé,
selektywnos$¢ wzgledem zmutowanego allelu HTT oraz bezpieczenstwo dziatania w
modelach komorkowych i zwierzgcych choroby Huntingtona. Szczegétowa analiza
amiR136-13A z zastosowaniem komoérkowych i mysich modeli HD, potwierdzila
przydatnos¢ tej czasteczki jako nowego narzedzia terapeutycznego opartego na RNA..
Rozprawa stanowi istotny wklad w rozwdéj wiedzy na temat terapii genowych choréb
neurodegeneracyjnych, prezentujac oryginalne rozwigzania problemu naukowego.
Bez watpienia uzyskane wyniki beda w przysztosci opublikowane w renomowanych

czasopismach naukowych, potwierdzajgc znaczacy udziat Autorki w prowadzonych



badaniach, a rozdziat Wprowadzenie moze by¢ wykorzystany do przygotowania pracy
przegladowe;.

W pracy doktorskiej wystepuje kilka niejasnosci, o ktorych wyjasnienie poproszg
podczas rozprawy doktorskiej:

Str. 38, 91 Autorka w odniesieniu do off-targets pisze, ze ,,spadek poziomu biatka
moze prowadzié¢ do wtérnych zmian w ekspresji genéw, ktére moga wptywaé na wynik
analizy”. Ponadto w komérkach NSC z HD Doktorantka thuimaczy wynik odwrdcenia
profilu ekspresji genéw obnizeniem poziomu biatka mHTT z uzyciem amiR136-13A. W
jaki sposéb spadek poziomu biatek moze prowadzi¢ do zmian ekspresji genow?

Str 66, 100 Dlaczego w przypadku iniekcji do prazkowia myszy YAC128 ,,pustego”
wektora wirusowego stosowana byta tylko niska dawka wirusa w poréwnaniu do dwoch
stosowanych dawek w przypadku amiRNA?

Str 75 W sekcji Wyniki Autorka pisze ,,Na podstawie uzyskanych wynikoéw
zadecydowano o wprowadzeniu dodatkowej substytucji w pozycje 9, 11 albo 137,
natomiast w tabeli 24 oprécz nich pojawia si¢ dodatkowa substytucja w pozycji 10, ktora
nie jest opisana w tekscie. Dlaczego zdecydowano o wprowadzeniu substytucji rtéwniez w
pozycji 10?

Str 88, 90 Na rysunkach 22 i 23 panel A zaznaczono znacznie podwyzszone i
obnizone geny, ktére nie zostaly opisane w pracy doktorskiej ani w legendach tych
rysunkéw. Jakg mogg mie¢ funkcje te geny w analizowanych wariantach
eksperymentalnych?

Str. 123 W zdaniu linia 25-28 wyciszanie ekspresji ,,H77” (W znaczeniu gen),
powinno by¢ zastgpione ,,HTT” bez kursywy (w znaczeniu biatko) w zwigzku faktem, ze

amiRNA hamuje translacj¢ biatka mHTT, nie wptywajac na transktypcje genu mHTT.

W pracy doktorskiej wystepuja jedynie nieliczne usterki jezykowe i edytorskie:

Str. 55 Brak spdjnosci w pisaniu nazw odczynnikéw wielkg lub matg litera np. trypsyna,
Akutaza

Str. 65 Literowka w nazwie FvB

Str. 65 Brak spdjnosci w nazwie wektora nie zawierajagcego amiRNA, czasami nazwany

jest ,,empty”, a czasami ,,pusty” str. 56, 66



Str. 108 Niewlasciwy styl zdania: ,,Analizie RT-qPCR poddano RNA wyizolowane z
prazkowi 28 tygodni po iniekcji”.

Str. 128 Sformutowanie ,,Stoi to w kontrze z naszymi wynikami” mozna by zamieni¢ na
bardziej naukowe stownictwo np. ,, Wyniki ten nie koresponduja z uzyskanymi w niniejszej

pracy rezultatami... ”

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia
20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze
zm.) oraz W Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie
Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr
40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr inz. Marianny Pewinskiej-
Kotodziejczak do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Biorac pod uwage znaczenie problemu badawczego dla potencjalnej terapii HD, poziom
trudnosci przeprowadzonych eksperymentéw opisanych w rozprawie, zaawansowanie
wykorzystanych modeli badawczych, jak rowniez wysoki poziom oryginalnosci i jakosci
badafi uwazam, ze niniejsza rozprawa doktorska jest wyrézniajaca i wnioskuj¢ o jej

wyrdznienie.
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