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Pt. "Optymalizacja 
technologii CRISPR-Cas9 w kontek{cie celowania w

sekwencje powtarzaj4ce sig"

Chocia? w tytule rozprary doktorskiej przedlohonej przez Pani4 mgr
Magdaleng D4browsk4 gl6wny nacisk potrozony zostal na metodg wprowadzania
modyfikacji genetycznych pr4r ulyciu systemu CRISPR-Cas9, to w rzeczywistoSci

obiektem badaf Doktorantki byly choroby poliglutaminowe, czyli genetycznie

uwarunkowane schorzenia neurodegeneracyjne, spowodowane ekspansj4
powt6rzonych sekwencji nukleotydowych zlohonych z trzech nukleotyd6w
koduj4cych reszty glutaminy w specyficznych polipeptydach. Choroby te stanowi4
wielkie wyzwanie nie tylko medyczne, gdy2 do tej pory nie s4 dostgpne skuteczne

metody ich leczenia, ale takie biologiczne, gdy? ich molekularne mechanizmy se w
dalszym ci4gu poznane tylko w pewnym zakresie. Najczgstszqztej grupy chor6b jest

choroba Huntingtona, powodowana przez mutacje w genie HTT. Choroba ta byla
gt6wnym obiektem badah Pani mgr Magdaleny D4browskiej, gdy? mimo znajomoSci

pierwotnej przyczyny (wspomnianej wyilej mutacji), w dalszym ci4gu nie jest

rozstrzygnigta cho6by tak podstawowa sprawa jak to, czy nniany patologicz.ne w
kom6rkach wynikaj4 z tworzenia sig nierozpuszczalnych agregat6w produktu

zmutowanego genu HTT czy tel z nieprawidlowej struktury transkryptu tego genu. W
zwrqzku z povrryhs4fr, prace nad potencjalnymi terapiami s4 tym trudniejsze, skoro

nielatwo jest nawetznalelc kluczowy cel molekularny dla ewentualnego leku. Trudno
sig tez zatem dziwic wielu nieudanym pr6bom klinicznympodczas testowaniar6imych
metod leczenia choroby Huntingtona.
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W powy2szym Swietle, stworzenie nowych narzgdzi umo2liwiaj4cych
efektywne badania nad molekularnymi mechanizmami chor6b poliglutaminowych i
poszukiwania efektywnych metod terapeutycznych uwailam za niezwykle wazne

zadanie naukowe. Zadanie takie mohe by6 wydajnierealizowane jedynie przez osoby

maj4ce znakomicie opanowany warsztat biologii molekularnej i doglgbnie

zaznajomione z charakterystyk4 i specyfik4 obiekt6w badari. W ramach takiego

zadaniawykonywata swoj4 pracg doktorsk4 Pani mgr Magdalena D4browska i podjgta

sig nielatwego wyzwania jakim bylo stworzenie nowych metod pomvalajqcych na

efektywniejsze manipulacje genetyczne i analiry molekulame zu'iqzane z badaniem

omawianej grupy chor6b.

Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny D4browskiej przygotowana

zostaha w postaci cyklu powiqzanych tematycznie artykut6w, opublikowanych w
migdrynarodowych periodykach naukowych. Taka forma dysertacji spelnia

wymagania ustawowe. Na wyhej wspomniany cykl artykul6w skladaj4 sig prace, kt6re

ukazaly sig w nastgpuj4cych czasopismach: Frontiers in Neuroscience, Methods in

Molecular Biolog,,, Nucleic Acids Research oraz International Journal of Molecular

Sciences. Doktorantka jest pierwsz4 autork4 we wszystkich tych artykutach (w jednym

wsp6lnie z iwrym autorem, gdzie stwierdzono r6wnorzgdny wklad). Wskazuje to na

Jej kluczow4 rolg w powstaniu tych prac, co potwierdzone jest o6wiadczeniani

zar6wno samej Pani mgr Magdaleny D4browskiej jak i autor6w korespondujqcych

wymienionych publikacji. Szkoda co prawda, 2e nie zartieszczono oSwiadczeri

pozostalych wsp6lautor6w (z v'ryjqtkiem ocrywi6cie nieiryjqcego juL niestety Pana

profesora WlodzimierzaKrryZosiaka), niemniej wiod4ca rola Doktorantki jest w tym

przypadku bezdyskusyjna, uznajE zatem wymieniony brak za niewielkie uchybienie

formalne.

Jako glowny cel pracy, Pani mgr Magdalena D4browska wskazala

,,optymalizacjg technologii CRISPR-Cas9 w kontek6cie celowania w sekwencje

powtarzaj4ce sig". Analogiczne sformulowanie znajduje sig takZe w tytule ocenianej
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rozpraw doktorskiej. Po lekturze tej dysertacji stwie rdzam, ze nie rylko zostalw pelni
osi4gnigty povtylszy cel, ale uwaLarn iz sformulowanie tytulu i gl6wnego osi4gnigcia
pracy jako ,,optymalizacja technologii CRISPR-Cas9" jest .vq.rrazem zbytniej
skromnoSci Autorki w obliczu uzyskanych wynik6w. Pani mgr Magdalena D4browska
opracowala bowiem nowe podejscie metodyczne porwalajqce na wydajn4 i
specyficzn4 inaktywacjg genu HTT poprzez precyryjne wycigcie rejonu powtorzeh
CAG z jego sekwencji (artykul opublikowany we Frontiers in Neuroscience).
Szczeg6lowa procedura inaktywacji tego genu z wykorrystaniem systemu CRISpR-
Cas9n zostalaprzedstawiona w kolejnej pracy,opublikowanej w Methods in Molecular
Biolog,'. Co wigcej, Doktorantka odegrala kluczowQ rolg w stworzeniu bardzo
ciekawej, nowej metody iloSciowej oceny edycji genomu w miejscach docelowych i
niespecyficznych. Metoda ta, nazwana qEva-CRISPR, zostala ooisana w artykule,
kt6ry ukazal sig w Nucleic Acids Research. Wreszcie w ostatniej zprac skladaj4cych
sig na rozprawg doktorsk4 Pani mgr Magdaleny D4browskiej, opublikowanej w
International Journal of Molecular Sciences,opisana zostalakonstrukcj aznakomitych
narzgdzi do badania molekularnych mechanizm6w choroby Huntingtona poprzez
stworzenie izogenicznychmodeli kom6rkowych (nios4cych allele genu HTT dzikiego
typu oraz zawierajqcych mutacje z r62nq liczbq powt6rzef CAG) opartych o linie
kom6rkowe HEK293T oraz iPSC. Zatem Pani mgr Magdalena D4browska
skonstruowala znakomite narzEdzia, zar6wno kom6rkowe jak i molekularne, do
badania mechanizm6w choroby Huntingtona, do testowania nowych podejS6

terapeutycznych, a takhe do weryfikacji prawidlowoSci przeprowadzonych
manipulacji genetycznychzufrciemtechnologii CRISPR-Cas9. Nie jest to bynajmniej
jedynie ,,optymalizacja" znanej wczeSniej technologii ale oprucowanie zupelnie
nowych metod molekularnych oraz stworzenie zupelnie nowych modeli
kom6rkowych. Uwazam to za znakomite osi4gniecie naukowe, otwierajqce nowe
perspektywy w badaniach nad zrozumieniem patogennych proces6w zachodz4cych w
kom6rkach os6b cierpi4cych z powodu chor6b poliglutaminowych oruz proponuj4ce
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nowe podej6cie terapeutyczne. Sqdzg,2e nie bytoby Zadn1przesad4gdyby w tytule tej
rozpravW doktorskiej znalailo sig sformulowanie podkre5laj4ce wysoki poziom
nowatorstwa uzyskanych wynik6w.

W ramach dyskusji naukowej, chcialbym natomiast zapltat Doktorantkg o
Jej opinig na nurtuj4ce problemy ntriqzane z moaliwo5ciami terapeutycznymi w
ptrypadku choroby Huntingtona i innych chor6b poliglutaminowych. O ile bowiem
wyrafinowane manipulacje genetyczne, migdzy innymi takie jakie zostaly opisane w
przedlohonej rozprawie doktorskiej, mohna z powodzeniem przeprowadzi1 w
kom6rkach hodowanych in vitro, to problemem staje sig zastosowanie technologii
CRISPR-Cas9 i pochodnych metod w leczeniu pacjent6w z chorobami
poliglutaminowymi. W odr6znieniu bowiem od r6znych chor6b dziedziczonych w
spos6b autosomainy recesywny, gdzie wprowadzenie do organinnu stosunkowo
niewielkiej porcji kom6rek prawidtowych lub odpowiednio zmodyfikowanych moze
potencjalnie dawad efekty terapeutyczne, to w przypadku chor6b dziedziczonych w
spos6b dominujqcy takie podejScie mohe by6 wysoce niewystarczajqce. Z drugiej
strony trudno sobie v,ryobrazi6, przynajmniej na podstawie znajomoSci obecnie
dostgpnych technologii, aby moZna bylo wprowadzid odpowiednie modyfikacje
genetyczne we wszystkich albo przynajmniej wigkszo6ci kom6rek pacjenta, tym
bardziej jeSli procesy patologiczne dotyczq gl6wnie neuron6w w oSrodkowym
uldadzie nerwowym. Jakie perspektywy praktycznego zastosowania technologii
CRISPR-Cas9 w leczeniu takich pacjent6w widzi Doktorantka? Ponadto, skoro
niekt6re podejScia terapeutyczne w chorobie Huntingtona nrierzajq w kierunku
zahamowania powstawania zar6wno produktu zmutowanego allelu HTT jak i
prawidlowej formy huntingtyny, to czy niema obaw zwiqzanych z brakiem tego bialka
w organiznie? Aktywna huntingtyna mohe odgrywai wa2ne funkcje fizjologiczne,
zatem czy iei usunigcie z kom6rek nie bgdzie skutkowac powaznymi objawami
niepozqdanymi w organizmach pacjent6w? ,:
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W podsumowaniu mojej oceny rozprary doktorskiej Pani mgr Magdaleny
Dqbrowskiej uwaLam, ze Doktorantka wykonala serig znakomitych badari, kt6re
doprowadzily do stworzenia nowych narzgdzi molekularnych i kom6rkowych,
niezwykle ptzydatnych w badaniach mechanizm6w chor6b poliglutaminowych orazw
pracach nad tworzeniem nowych lek6w na te choroby. Pani mgr Magdalena
DQbrowska wykazala zatem, 2e potrafi efektywnie prowadzic badania naukowe i
rozwiTza(, problem naukowy. Udowodnila, poprzez przygotow.nie odpowiednich
opis6w dotycz}cych badanych zagadnief, a zawartychw artykulach sktadajEcych sig
na Jej rozprawg doktorsk4, ze dysponuje odpowiedni4 wiedzq teoretyczn q z zafuesu
prowadzonych prac badawczych. Na podstawie powyhszego stwierdzam, Za
Doktorantka spelnila wszystkie wymagania ustawowe dotyczqce warunk6w
stawianych kandydatom do stopnia doktora, a dotyczqce przygotowania rozprary
doktorskiej. W zwiqzku z powyzs4n, zwracam sig do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr
Magdaleny D4browskiej do publicznej obrony rozprary doktorskiej. Ze wzglgdu na
znakomite osi4gnigcia naukowe zaprezentowane w ocenianej dysertacji, a w
szczeg6lnodci opracowanie nowych, wyrafinowanych metod molekularnych do
wprowadzenia modyfikacji genetycznych w kom6rkach ludzkich oraz weryfikacji
poprawnoSci (zgodnoSci z zalo2eniami) uzyskanychzmianw sekwencji DNA, atakhe
stworzenie nowych, potencjalnie niezwykle u|ytecznych modeli kom6rkowych
choroby Huntingtona, wnioskujg o rozwahenie mo2liwoSci odpowiedniego
wyr6mienia tej zdecydowanie wybrjaj4cej sig ponad przecigtnoS6 rozprary
doktorskiej.

brot. dr hab. GaegonWqgrzyl
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