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Recenzja rozprarvy doktorskiej mgr ini,. Marianny Pewiriskiej-Kolodziejczak

zatytulowanej

,rOpracowanie nowych wariant6w sztucznych mikroRNA do selektywnego obni2ania

poziomu zmutowanego bialka w podejSciu terapeutycznym dla choroby

Huntingtona"

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Marianny Pewiriskiej-

Kolodziejczak zostal.a wykonana w ZakJadzie 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 kt6ry mgr iwit. Marianna

Pewiriska-KoNodziejczak uzyskala finansowanie. TematykEpracy doktorskiej jest choroba

Huntingtona (HD) - rzadka dziedziczna choroba neurodegeneracyjna spowodowana

ekspansj4 powt6rzeri CAG w genie HTT. Zmiarry te prowadz4 do powstawania

zmutowanego bialka HTT, kt6re agreguj4c wykazuje toksyczne wlaSciwoSci i skutkuje

degeneracj4 Srednich kolczastych neuron6w w pr4zkowiu, kt6re jako pierwsze ulega

degeneracji w HD. WSr6d najwu2riejszych podejSd terapeutycznych w HD znajduje sig

wykorzystanie interferencji RNA (RNAi), w szczegolnoSci silucznych mikroRNA

(amiRNA), pozwalajqcych na selektywne wyciszanie ekspresji zmutowanego allelu HTT

przy minimalizacji efekt6w off-target. Pomimo wielu lat badari, HD pozostaje

nieuleczalna, a jej modelowanie i leczenie wciq2 stanowi wyzwanie. Gl6wnym celem

pracy bylo opracowanie nowych, bezpieczniejszych, skuteczniejszych i bardziej

specyficznych wariant6w amiRNA, kt6re obnilajq poziom zmutowanego bialka HTT w

modelach kom6rkowych i zwierzgcych. W zwiqzku z potrzeb4 badan nad nowymi

terapiami HD realizowanie tego projektu bylo zasadne z uwagi na jego istotne znaczenie

naukowe.



W ramach rozprary doktorskiej mgr fuiL. Marianna Pewiriska-Kolodziejczak

sformulowala pig6 cel6w badawczych:

1. Zaproponowanie modyfikacji sekwencji cz1steczki amiR136-A2 (sztucznego

mikroRNA celuj4cego w powt6rzenia CAG) w celu ograniczenia liczby

potencjalnych miej sc wiqzania poza celem (off-target).

2. Ocena efektywnoSci i specyficzno6ci zaprojektowanych cz4steczek z

zastosowaniem systemu reporterowego orazw modelach kom6rkowych HD.

3. Ocena efektywnoSci amiRNA w obnizeniu poziomu toksycznego, kr6tkiego

wariantu bialka HTTla.

4. Ocena efektyumoSci i bezpieczeflstwa amiR136-13A w mysim modelu HD.

5. Analiza obr6bki kom6rkowej amiR136-13A w modelu kom6rkowym oraz mysim

modelu HD.

Cele badawcze sformulowano w spos6b przejrzysty i wymagaj4cy, uwzglgdniaj4c

koniecznoSt przeprowadzenia rozbudowanych analiz bioinformatycznych,

eksperymentalnych oraz walidacji w modelach kom6rkowych i zwierzgcych. Wysoki

poziom trudnoSci zadai badawczych wynika z koniecznoSci zaangahowania znacznego

nakladu pracy i czasu. Warto zaznaczy1, 2e w pracy nie przewidziano bezpoSredniej oceny

klinicznego potencjalu terupetttycznego opracowanych wariant6w, jednak w przypadku

r ozprary doktorskiej takie ograniczenie j est uzasadnione.

Rozprawa doktorska zostala napisana w jgzyku polskim, a jej uklad obejmuje

kolejno: Streszczenie, Wykaz skr6t6w, Wprowadzenie, Cel pracy, Materialy i Metody,

Wyniki, Dyskusjg, Wnioski oraz imponuj4cq Bibliografig, obejmuj4c4 liczne pozycje

literaturowe. Rozprawa zawiera r6wniez vlyku poSwigcony publikacjomAutorki, gdzie

wymieniono dwa artykuly naukowe powstale przy wsp6lautorstwie mgr in;1. Marianny

Pewiriskiej-Kolodziejc zak, kt6re nie s4 czgsciE tej rozprawy.

Rozprawa zawieralqcznie 38 rycin (wtym schematy, wykresy, analizy bioinformatycznei

wyniki eksperymentalne), 28 tabel (w tym szczegllowe zestawienia material6w, metod,

wynik6w orazanaliz statystycznych) oraz materialy suplementame obejmuj4ce dodatkowe

analizy, w tym wykresy ggstoSci odczyt6w oraz zestawienia transkrypt6w o istotnych

r62nicach ekspresji.
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We Wstgpie Autorka w spos6b interesuj4cy i wyczerpuj4cy przedstawia rozw6j

badan dotycz4cych choroby Huntingtona, omawiajqc jej molekularne podloZe oraz

aktualne kierunki poszukiwari terapeutycznych, ze szczegolnym naciskiem na strategie

wykorzystuj4ce interferencjg RNA, w tym sztuczne mikroRNA. Szczeg6lowo analizuje

zasady dziatlania tych cz4steczek, wskazuj4c na ich zalety w por6wnaniu z innymi

narzEdziarrti RNAi, atak:Ze omawia trudnoSci zwiqzane z projektowaniem bezpiecznych i

skutecznych konstrukt6w terapeuty cznych.

Na koricu Wstgpu Autorka przedstawia podsumowanie biez4cych badan klinicznych nad

HD, w tym podejScia terapeutyczne wykorzystuj4ce RNAi oriv ograniczenia i wyzwania

stoj4ce przed t4 terapi4. WigkszoS6 cytowanej literatury pochodzi z ostatnich lat, co

Swiadczy o tym, 2e tematyka pracy jest bardzo aktualna. Reasumuj4c, Wstgp stanowi

bardzo wartoSciowq i przemySlan4 czgS6 rozprary doktorskiej, kt6ra dowodzi szerokiej

wiedzy teoretycznej mgr inz,. Marianny Pewiriskiej-Kolodziejczak, niezbqdnej do

prowadzenia badan eksperymentalnych.

Nastgpn4 czgsci4 ocenianej pracy doktorskiej jest szczeg6towy opis Material6w i

Metod, kt6re Autorka wykorzystywala w swojej pracy badawczej. Jest on napisany w

spos6b szczeg6\ov"ry, kt6ry pozw ala naodtworzenie eksperyment6w.

Kolejny rozdzial rozprary doktorskiej przedstawia Wyniki. W pierwszej jego

czgsci Doktorantka przeprow adziNaanalizgbioinformatycznqpotencjalnych sekwencji off-

target dla cz4steczki wyjsciowej amiRl36-A2 oraz zmodyfikowanych jej wariant6w'

Wykazala, Ze wprowadzenie in silico substytucji nukleotydowych w pozycjach 9, 10, 11

oraz 13 obniza iloS6 potencjalnych sekwencji off-target obserwowanych dla czqsteczki

wyjSciowej. Wybrane zmodyfikowane warianty amiRNA zostaly przetestowane in vitro w

celu analizy ich efektywnoSci i allelo-selektywnoSci w kom6rkowym systemie

lucyferazowym orazw liniach fibroblast6w od pacjent6w z HD oraz z innymi chorobami

poliglutaminowymi, w tym ataksji rdzeniowo-m6Zd2kowej (SCA3) oraz zaniku j4dra

zgbatego, jqdra czerwiennego, galki bladej i j4dra niskowzg6rzowego (DRPLA)'

Doktorantka zaobserwowala, 2e wybrane czqsteczki amiRNA wykazywaly odmienne

poziomy wyciszenia ekspresji zmutowanych bialek, w zwi4zku z czp nie wyloniono

jednego wsp6lnego kandydata na uniwers alnq cz4steczkq terapeutyczn4 o jednakowym

profilu efektywnoSci i allelo-selektywnoSci. W badaniach ukierunkowanych na najbardziej
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efektywn4 cz1steczkg amiRNA w odniesieniu do choroby Huntingtona doktorantka

wytypowala cz4steczkg amiRl36-13A, kt6ra charakteryzowala sig wprowadzeniem

dodatkowej substytucji nukleotydowej adeniny w pozycji 13 nici wiod4cej. Wybrany

wariant ruvwany amiRl36-l3A znacz1co zmniejszal liczbg potencjalnych sekwencji off-

target w ludzkim transkryptomie, przy zachowaniu wysokiej efektywno5ci wyciszania

zmutowanego HTT. Wstgpna ocena dzialania zaprojektowanych cz4steczek shRNA w

systemie reporterowym potwierdzila wysok4 efektyvrnoSd i allelo-selektywnoS6 wariantu

l3A. W kolejnych etapach Autorka wykazala,2e cz1steczka amiRl36-13A skutecznie

obniza poziom zmutowanego HTT w modelach kom6rkolvych HD w tym w liniach

fibroblast6w i neuroprogenitor6w uzyskanych przezr6Znicowanie iPSCs. Stosuj4c analizy

transkryptomiczne Doktorantka wykazala, 2e obnizenie poziomu mHTT w liniach

neuroprogenitor6w z HD z ulyciem amiR136-13A przywracalo ekspresjg gen6w

niqzanych z neurogenez4 i funkcjonowaniem synaps. Dodatkowo, w modelu

kom6rkowym z indukowaln4 ekspresj4 toksycznej formy HTT1a, czqsteczka amiRl36-

13A skutecznie obnizala poziom tego bialka, co potwierdza jej szerokie mo2liwo6ci

terapeutyczne. Co istotne, nowy wariant amiRNA wykazywat zmniejszonq liczbg
potencjalnych sekwencji off-target, korzystny profil obr6bki kom6rkowej orazz;rxjgkszony

tdzial nici wiod4cej w stosunku do amiRl3 6-A2. W modelu in vivo Doktorantk awykazala,

2e czqsteczka amiR136-l3A byla dobrze tolerowana przezokres 28 tygodni po iniekcji do

pr?kowia myszy YAC128, nie powodowala aktywacji mikrogleju ani astrogleju, nie

z*igkszala poziomu lekkiego polipeptydu neurofilament6w (NfL) w surowicy i nie

wykazywala efekt6w off-target. Analizaobr6bki kom6rkowej w modelu in vivo wykazala,

ze amiRl36-134 ulega prawidlowemu przetwarzaniu w modelu ztvierugcym. a uzyskany

wariant charakteryzowal sig nizszym ryzykiem off-target w por6wnaniu do wariantu

wyjSciowego. Ponadto Autorka wykazala, 2e virycie cz1steczki amiRl36- l3A skutkowalo
selektywnym obnizeniem poziomu mHTT w pr4zkowiu, hipokampie i korze m6zgowej u
myszy YAC128 w eksperymencie kr6tkoterminowym. w eksperymencie

dlugoterminowym in vivo Doktorantka wykazala por6wnywalny efekt terapeutyczny

cz4stki amiR136-13A przy zastosowaniu o polowg nizszej dawki wektora AAV5 w
por6wnaniu do wariantu wyjSciowego. Zastosowanie zmodyfikowanej czpsteczki

amiRNA nie wywolalo istotnych efekt6w ubocznych ani objaw6w toksycznoSci w
badanym modelu kom6rkowym oraz modelu in vivo, co potwierdzilo jej wysokie
bezpieczenstwo. Uzyskane przed Doktorantkg wyniki wskazuj4, ze amiRl36-l3A jest
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obiecuj4cym kandydatem do dalszych badan nad jego potencjalnym zastosowaniem w
terapii HD.

Wyniki uzyskane przez mgr in;t. Marianng Pewirisk4-Kolodziejczak zostaly

doglgbnie przeanalizowane w Dyskusji. W analizie tej Autorka podkreSla kluczowe

osiEgnigcia swojej pracy w odniesieniu do literatury. Ponadto analizuje ona wyniki

niejednoznaczne, odnosz4c sig do aktualnego stanu wiedzy naukowej. Dyskusja zawiera

tak2e rczdziaN, w kt6rym om6wione zostaly ograniczenia badan oru perspektywy

kontynuacji projektu. Taki spos6b prezentacji i analizy wynik6w Swiadczy o wysokim

poziomie kompetencji naukowych Autorki oraz jej zaanguhow,aniu w rozw6j dziedziny.

Ponadto w rozdziale Wnioski Doktorantka przedstawila w formie syntetycznego

podsumowania swoje gl6wne odkrycia.

Podsumowuj4c, przedstawiona do oceny praca doktorska mgr itz. Marianny

Pewiriskiej-Kotrodziejczak zostala przygotowana w spos6b wyczerpuj4cy i rzetelny,

stanowi4c calo56 zar6wno pod wzglgdem teoretycznym, jak i eksperymentalnym. Autorka

rvykazala sig og6ln4 wiedz4 naukow4 w dyscyplinie oraz umiejgtnoSci4 samodzielnego

planowania, prowadzenia badari oraz ich analizy, stosuj4c zaawansowane techniki

biologii molekularnej. Zrealizowane cele badawczebyly ambitne i zostaly osi4gnigte w

pelnym zakresie. W przewulaj1cej wigkszoSci eksperymenty zostaly przeprowadzone

przez samq doktorantkg, a wsp6lpraca innych czlonk6w zespolu byla ograniczona do

wybranych etap6w. Wskazuje to na wysok1 niezalehnoSi i dojrzal.oif naukow4 Autorki.

Jednym z kluczowych osi4gnigd pracy jest opracowanie innowacyjnego wariantu

sztucznego mikroRNA (amiRl36-13A), kt6ry wykazuje wysok4 skutecznoS6,

selektywnoS6 wzglgdem zmutowanego allelu HTT oraz bezpieczenstwo dzialania w

modelach kom6rkowych i zwierzgcych choroby Huntingtona. Szczeg6Nowa analiza

amiR136-13A z zastosowaniem kom6rkowych i mysich modeli HD, potwierdzila

przydatnoSt tej czqsteczki jako nowego narzgdzia terapeutycznego opartego na RNAi.

Rozprawa stanowi istotny wklad w rozrv6j wiedzy na temat terapii genorvych chor6b

neurodegeneracyjnych, prezentuj4c oryginalne rozrlti4zania problemu naukowego.

Bez w4tpienia uzyskane wyniki bgd4 w przyszlofici opublikowane w renomowanych

czasopismach naukowych, potwierdzajqc znaczqcy udzial. Autorki w prowadzonych
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badaniach, a rozdzial Wprowadzenie moze by6 wykorzystany do przygotowania pracy

przegl4dowej.

W pracy doktorskiej wystgpuje kilka niejasnoSci, o kt6rych wyjaSnienie poproszg

podczas rozprawy doktorskiej :

Str. 38, 91 Autorka w odniesieniu do off-targets pisze, ze ,,spadek poziomu bialka

mo1e prowadzi(, do wt6rnych zmian w ekspresji gen6w, kt6re mog4 wplywa6 na wynik

analizy". Ponadto w kom6rkach NSC zHD Doktorantka tfumaczy wynik odwr6cenia

profilu ekspresji gen6w obniZeniem poziomu biatka mHTT zuZyciem amiR136-13A. W

jaki spos6b spadek poziomu bialek mohe prowadzid do zmian ekspresji gen6w?

Str 66, 100 Dlaczego w przypadku iniekcji do prpkowia myszy YAC 128 ,,pustego"

wektora wirusowego stosowana byla tylko niska dawka wirusa w por6wnaniu do dw6ch

stosowanych dawek w przypadku amiRNA?

Str 75 W sekcji Wyniki Autorka pisze ,,Na podstawie uzyskanych wynik6w

zadecydowano o wprowadzeniu dodatkowej substytucji w pozycje 9, ll albo 13",

natomiast w tabeli 24 opr6cz nich pojawia sig dodatkowa substytucja w pozycji 10, kt6ra

nie jest opisana w tekScie. Dlaczego zdecydowano o wprowadzeniu substytucji r6wnieZ w

pozycji 10?

Str 88, 90 Na rysunkach 22 i 23 panel A zaznaczono znaczrLie podwyZszone i

obnizone geny, kt6re nie zostaly opisane w pracy doktorskiej ani w legendach tych

rysunk6w. JakE mog4 miei funkcjg te geny w analizowanych wariantach

eksperymentalnych?

Str. 123 W zdaniu linra 25-28 wyciszanie ekspresji ,,HTT" (w znaczeniu gen),

powinno byt zast1pione ,,HTT" bez kursywy (w znaczeniu biatko) w zwiqzkufaktem,2e

amiRNA hamuje translacjg bialka mHTT, nie wptywaj4c na transktypcjg genu wHTT.

W pracy doktorskiej wystgpuj4 jedynie nieliczne usterki jgzykowe i edytorskie

Str. 55 Brak sp6jno6ci w pisaniu nazw odczynnik6w wielk4 lub mal4 litera np. trypsyna,

Akutaza

Str. 65 Liter6wka w nazwie FvB

Str. 65 Brak sp6jnoSci w nazwie wektora nie zawieraj4cego amiRNA, czasami nazwany

jest,,empty", aczasarrri ,,pusty" str. 56, 66
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Str. 108 Niewla5ciwy styl zdania: ,,Analizie RT-qPCR poddano RNA wyizolowane z

prpkowi 28 tygodni po iniekcji".

Str. 128 Sformulowanie,,stoi to w kontrze zrlaszymi wynikami" rnohna by zamieni6 na

bardziej naukowe slownictwo np. ,,Wyniki ten nie koresponduj qzvzyskanymi w niniejszej

pracy rezultatami... "

Wniosek koricorvy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreSlone w Ustawie z dtia

20lipca2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 22018 r. poz- 1668 ze

zm.) oraz w Sposobie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie

Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr

4)l2}25l\nternet/RN_l 40 z dnia 18 marca 2025 r.) i wnioskujq do Rady Naukowej

Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr irrZ. Marianny Pewiriskiej-

Kolodziejc zak do dalszych etap6w postgpowania o nadanie stopnia doktora'

Bior4c pod uwagg znaczenie problemu badawczego dla potencjalnej terapii HD, poziom

trudnoSci przeprowadzonych eksperyment6w opisanych w rozprawie, zaawansowanie

wykorzystanych modeli badawczych, jak r6wnieZ wysoki poziom oryginalnoSci i jakoSci

badan uwtvarn, ze niniejsza rozprawa doktorska jest wyr6zniaiqca i wnioskujE o jej

wyr6znienie.

th,i/" fre.Cyt/era
Magdalena Czeredys
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