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Opracowanie nowych wariantów sztucznych mikroRNA 
 

 
Rozpraw  doktorsk  przygotowano 

Olejniczak w . 
Doktorantka w ramach projektu Preludium Bis z Narodowego 
Centrum Nauki, przyznanego Pani Promotor. Badania sfinansowa  firma Dystrogen 
Gene Therapies Inc. W sk d dorobku naukowego Doktorantk dwie publikacje w 

 naukowych, e  doktorskiej. W 
szczególn praca eksperymentalna opublikowana w Molecular Therapy Nucleic Acids, w 

stanowi w zasadzie punkt  dla 
problematyki w rozprawie. Wykazano w niej  

sztucznego mikroRNA (amiRNA), amiR136-A2, ukierunkowanej na y  
powtórze  CAG y u podstaw choroby Huntingtona (HD).  

I.  

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy opracowania podstaw molekularnych dla 
nowatorskiej terapii Choroby Huntingtona (HD)  selektywnym 

amiRNA. D , dotyczy optymalizacji  
terapeutycznej opracowanej w laboratorium Pani Prof. dr hab. Marty Olejniczak. 

 braku skutecznej terapii dla HD - rzadkiej choroby 
neurodegeneracyjnej ej z poliglutaminami (poliQ), której o z 

 dysfunkcji i obumierania neuronów  i kory mózgowej. Podstaw  
genetyczn  HD jest ekspansja trójnukleotydowego powtórzenia CAG w pierwszym eksonie 

. Na HD 
nie tyle utrata kluczowych funkcji HTT, co nabycie nowych szkodliwych funkcji przez jego 

. odgrywa alternatywna poliadenylacja 
translacji kr , które tworzy toksyczne agregaty w komórkach. 
huntingtyna a szczególnie 
neuronów, kluczowym jest, aby -  w 
kierunku zmutowanego transkryptu HTT,  
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utrzymanie odpowiedniej przy jednoczesnym 
zminimalizowaniu ryzyka efektów ubocznych. terapeutyczne 
w  RNA (RNAi) aby zahamowa  e zmutowanego genu poprzez 

.  ów 
RNAi jest ich   w szlak biogenezy mikroRNA (miRNA) na  etapie i 
mniejsze ryzyko  endogennej maszynerii przetwarzania 
miRNA.  opracowana  terapeutyczna 
amiRNA w powtórzenia CAG, amiR136-A2, 

,   niesparowaniem w pozycji 8 nici . Pomimo 
efektywnej redukcji HTT oraz allelo-selektywno ci,  

 w korze mózgu i  e sekwencje poza celem, 
. Warto zaznaczy transkrypty o 

 
mechanizm podobny do  siRNA. 

ej pracy i  . Doktorantka 
precyzyjnie cel rozprawy: zaprojektowanie ulepszonej i bezpieczniejszej wersji 

amiR136-A2 oraz zweryfikowanie  , allelo-
 ach komórkowych HD oraz w mysim modelu choroby. 

 

Badania w  kilka   kolejno: analizy bioinformatyczne in 
silico, testy komórkowe oraz ich in vivo w mysim 
modelu HD. W szeregu analiz in silico Doktorantka optymaliz  sekwencj  efektoro  

ki A2 umieszcz  w niej dodatkowe niesparowania 
.  zaprojektowanych wariantów sekwencji, 

potencjalnych sekwencji poza celem (off-target) dla wariantu nazwanego 13A 
(substytucja C>A w pozycji 13).  

Kolejno, Doktorantka  eksonu 
1 HTT rzeniami CAG, aby  
allelo- w wyciszaniu ekspresji zmutowanego allelu, 
w uproszczonym formacie  zaprojektowanych 

 Konsekwentnie, wyniki 
w naturalnym, fizjologicznym modelu fibroblastów HD 

Analogiczne eksperymenty lucyferazowe 
-miR-136, 

N
 amiR136-13A, co konsekwentnie zweryfikowa    

i komórkowych chor b poliQ  HD oraz DRPLA. 
amiR136-13A 

sekwencji tylko 

13A jest oparte na solidnych analizach. 
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 etapem  analizy transkryptomiczne potencjalnych efektów 
niespecyficznych, prowadzone przez  w fizjologicznie odpowiednim modelu - 
ludzkich prekursorach neuronalnych HD (NSC HD) transdukowanych lentiwirusami amiR136-
13A. Oprócz markerów   dodatkowo z  analiz  
mikroskopow   immuno , by bezsprzecznie 

 . 
niewielkie, Doktorantka odnotowa istotne zmiany ekspresji ponad setki genów 

. T
e konsekwencje takich zmian, dlatego wniosek

 jest korzystny, . Wprawdzie w
transdukcja lentiwirusowa prowadzi do istotnych zmian transkryptomicznych NSC HD, 

obserwowanymi po dostarczeniu 
amiR136-13A. Nie zastosowano analizy porównawczej z amiR136-A2, co 

 Co istotne jednak, wykazano, amiR136-13A allelo-selektywnie redukuje 
  w NSC HD wo odwraca profil deregulowanych genów w 

kierunku poziomów ekspresji typowych dla komórek zdrowych. Kolejno, Doktorantka 
metodami stworz model komórkowy  

patologicznej skróconej formy HTT1a) i wykaza  R136-
13A w jego redukcji. Tu  -A2. 
Niemniej jednak, te rezultaty spójnie  

amiR136-13A. 

Bardzo cenna jest analiza obróbki komórkowej amiR136-13A 
podstawie sekwencjonowania NGS. Dlaczego jednak wybrano model komórkowy HEK293T, a 

-13A. Co istotne, analiza  oraz niski 
poziom ekspresji 13A , sugeru
ryzyko wysycenia endogennego szlaku RNAi. 

W ostatnim, kluczowym etapie  in vivo, Doktorantka 
zaprojektowanej 36-13A w ugruntowanym mysim 

modelu HD  transgenicznej myszy YAC128.  krótko- 
eksperymenty niskiej i wysokiej dawki amiR136-13A podawanej ia przez 
iniekcj  wektora AAV5 o wysokim tropizmie do   (OUN). 
Wyniki   amiR136-13A zmutowanej formy 

 HTT,  celów o-
 
ale przy zastosowaniu dawki wektora o  , co sugeruje znacznie 

. Co istotne, analiz  markery 
neurodegeneracyjnych, Doktorantka 

-13A. 

Jednak  analiza potencjalnych efektów niespecyficznych 
 9 genów z pojedynczym niesparowaniem do uwalnianych 

. Przed  (RT-qPCR) y 
z tendencj  po iniekcji amiR136-
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13A  statystycznie. Cho  pojedyncze niesparowanie nie zawsze prowadzi do 
potencjalnie 

regionie Doktorantka nie wskaza , w której pozycji znajduj  a w 
przypadku zidentyfikowanych genów, 
kodowanych przez te geny. Przeprowadz  obróbki mir136-13A w 

, spójne z rezultatami w modelu HEK293T. 
p to nie eliminuje 

 Mimo, 
sekwencji off-  (np. 

   
e e badawcze 

Pomimo kilku uwag krytycznych, które   
oceniam bardzo wysoko pod .  

 
II. Uwagi krytyczne (podsumowanie) 

1) Wyniki, punkt 4.3.  analiza efektów niespecyficznych w modelu NSC HD. Czy dane 

wykorzystaniem amiR136-  raczej z samej 
transdukcji lentiwirusowej (nie pokrywa

nietraktowanymi; rysunki 22 i 23). -target amiR136-
13A wskazano gen SRP14 (rysunek 22) - dlaczego nie zwalidowano jego ekspresji na poziomie 
mRNA (RT-qPCR) 

 

2) Wyniki, punkt 6.  obróbka komórkowa oraz uwalnianie wariantów amiR136-13A w modelu 
HEK293T. B

odpowiedniego pod 
modelu np. fibroblastów HD lub NSC HD?  

3) Wyniki, punkt 7.5., Tabela 26  analiza efektów niespecyficznych in vivo w u myszy 
dla 

. amiRNA mo  
. Czy ekspresj  

potencjalnych - o jedynie na poziomie 
RNA (Rysunek 34)? 

(   

4) Wyniki, punkt 7.7.  obróbka komórkowa oraz uwalnianie wariantów amiR136-13A in vivo w 
. Czy s znacznych -13A w innych 

? Czy ekspresja komponentów maszynerii 
biogenezy miRNA tych obszarach mózgu? Czy r  

 

5) 
AGO i nie wykazuje preferencji co do konkretnego paralogu. Które z genów AGO 
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HTT przez 
amir136-13A? W pracy nie zweryfikowano poziomu transkryptów HTT z allelu zmutowanego i 
normalnego, po zastosowaniu amiR136-13A (t

reportera zachodzi na poziomie blokowania translacji czy 
degradacji ).  

6) a potencjalnej terapii pacjentów opartej o 
 

-mózg? Czy taki wektor efektywnie dostarczany 
systemicznie w sposób mniej inwazyjny  ?  
 
III.  

 , o standardowej strukturze. 
poprzedza o dwóch nie  

cych racach jest 
rozprawy, a jedna z tych publikacji 

opisu. Rozprawa zawiera 
s , m i angielskim oraz wykaz skrótów.  

Dysertacja zawiera w. Wprowadzenie 
HD, interferencji RNA (RNAi) oraz m.in. 
RNAi. Jest to bardzo dobra podstawa teoretyczna, w skondensowany sposób  
kluczowe aspekty patogenezy HD. synteza kluczowych informacji o 
szlakach biogenezy miRNA, porównanie  oraz 
terapeutycznych HD z  Wprowadzenia 
jest ciekawa i opatrzona adekwatnymi rysunkami i tabelami
przygotowaniu merytorycznym Doktorantki. Cel pracy jest y. 

 in silico  w modelach komórkowych oraz w 
mysim modelu HD. M  trafnie dobrano i 
zebrano w y e spójnie z  prowadzonych analiz. ozdzielenie 
metodologii na osobne  i metody jest poprawne redakcyjnie, 
korzystniej we wspólnym opisie 
eksperymentów, analogicznie do publikacji naukowych. W Wynikach   

 bioinformatyczna oraz eksperymentalna. Ta ostatnia obejmuje badania komórkowe oraz 
in vivo i w obu przypadkach jest  analiz 

-  
amiRNA.  ta utrzymana jest w Dyskusji,   wypunktowane Wnioski. 
Dyskusja zestawia badania z postawionymi celami oraz  i 
prezentuje aktualnej literatury naukowej. Doktorantka krytycznie 

swojej pracy, ich znaczenie i sugeruje 
. Rozprawa ma B  oraz 

M  Poprawnie cytuje 181 prac dobrze 
tematycznym, zawiera 38 rycin oraz 26 tabel. 
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Rozprawa zawiera  

 Str. 83, rysunek 18A  

innych 
rycin np. rysunek 16 (str. 79), rysunek 21 (str. 86). 

 Str. 86, rysunek 21  
 

 Str. 99, rysunek 30C oraz str. 102, rysunek 31B-C  
o amiR136- : amiR-136-13A vs amiR136-13A. 

 Str. 102, rysunek 31   HTT po zastosowaniu niskiej dawki wektora 
in vivo pokazano tylko dla kory mózgu, a dla 

  

Pomimo kilku drobnych uwag redakcyjnych, dysertacja jest dobrze przygotowana i 
logicznie . Od 

 
 
IV.  

R -  oceniam 
pozytywnie. Stanowi ciekawe i  
problemu badawczego z wykorzystaniem dobranych i 
molekularnych. 

 y temat jest istotny a 
 w rozwój potencjalnej terapii dla HD. 

danych, co wiadczy o jej 
naukowej. 

przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wymagania 
formalne i merytoryczne Prawo o szkolnictwie 

(Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) oraz w 
nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu 
Naukowej ICHB PAN nr 40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.). 

-  
 

 


