T Uniwersytet ¥]l| Zwigzek
(&Y Gdanski Uczelni
Fahrenheita
Prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn Gdanisk, 11 kwietnia 2022 r.
Katedra Biologii Molekularnej
Wydziat Biologii

Uniwersytet Gdariski

Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Magdaleny Dgbrowskiej
pt. ,,Optymalizacja technologii CRISPR-Cas9 w konteks$cie celowania w
sekwencje powtarzajace si¢”

Chociaz w tytule rozprawy doktorskiej przedtozonej przez Panig mgr
Magdaleng Dabrowska gtéwny nacisk potozony zostal na metode wprowadzania
modyfikacji genetycznych przy uzyciu systemu CRISPR-Cas9, to w rzeczywistosci
obiektem badan Doktorantki byly choroby poliglutaminowe, czyli genetycznie
uwarunkowane  schorzenia  neurodegeneracyjne, spowodowane  ekspansjg
powtorzonych sekwencji nukleotydowych zlozonych z trzech nukleotydow
kodujacych reszty glutaminy w specyficznych polipeptydach. Choroby te stanowig
wielkie wyzwanie nie tylko medyczne, gdyz do tej pory nie sg dostepne skuteczne
metody ich leczenia, ale takze biologiczne, gdyz ich molekularne mechanizmy sg w
dalszym ciagu poznane tylko w pewnym zakresie. Najczestsza z tej grupy chordb jest
choroba Huntingtona, powodowana przez mutacje w genie HTT. Choroba ta byta
glownym obiektem badan Pani mgr Magdaleny Dagbrowskiej, gdyz mimo znajomosci
pierwotnej przyczyny (wspomnianej wyzej mutacji), w dalszym ciggu nie jest
rozstrzygnigta cho¢by tak podstawowa sprawa jak to, czy zmiany patologiczne w
komoérkach wynikaja z tworzenia si¢ nierozpuszczalnych agregatow produktu
zmutowanego genu H7T czy tez z nieprawidtowej struktury transkryptu tego genu. W
zwigzku z powyzszym, prace nad potencjalnymi terapiami sg tym trudniejsze, skoro
nietatwo jest nawet znalez¢ kluczowy cel molekularny dla ewentualnego leku. Trudno
si¢ tez zatem dziwi¢ wielu nieudanym prébom klinicznym podczas testowania réznych
metod leczenia choroby Huntingtona.

Katedra Biologii Molekularnej tel. (58) 523 6024 ul. Wita Stwosza 59 o

Wydziat Biologii fax. (58) 523 5501 80-308 Gdarnisk

Uniwersytet Gdanski e-mail: grzegorz. wegrzyn@ug.edu.pl www.biology.ug.edu.pl §WYDZIAL
BIOLOGIH

UNIWERSYTET GDANSKI



Bl e

G Uniwersytet 1])| Zwigzek

(& Gdanski Uczelni
Fahrenheita

W powyzszym S$wietle, stworzenie nowych narzedzi umozliwiajacych
efektywne badania nad molekularnymi mechanizmami chordéb poliglutaminowych i
poszukiwania efektywnych metod terapeutycznych uwazam za niezwykle wazne
zadanie naukowe. Zadanie takie moze by¢ wydajnie realizowane jedynie przez osoby
majgce znakomicie opanowany warsztat biologii molekularnej i doglebnie
zaznajomione z charakterystyka i specyfika obiektow badan. W ramach takiego
zadania wykonywata swojg prace doktorskg Pani mgr Magdalena Dabrowska i podjeta
sie nietatwego wyzwania jakim byto stworzenie nowych metod pozwalajacych na
efektywniejsze manipulacje genetyczne i analizy molekularne zwigzane z badaniem
omawianej grupy chorob.

Rozprawa doktorska Pani mgr Magdaleny Dabrowskiej przygotowana
zostata w postaci cyklu powigzanych tematycznie artykutdow, opublikowanych w
miedzynarodowych periodykach naukowych. Taka forma dysertacji spetnia
wymagania ustawowe. Na wyzej wspomniany cykl artykuléw skiadaja si¢ prace, ktore
ukazaly sie¢ w nastepujgcych czasopismach: Frontiers in Neuroscience, Methods in
Molecular Biology, Nucleic Acids Research oraz International Journal of Molecular
Sciences. Doktorantka jest pierwszg autorka we wszystkich tych artykutach (w jednym
wspOlnie z innym autorem, gdzie stwierdzono rownorzedny wkiad). Wskazuje to na
Jej kluczows role w powstaniu tych prac, co potwierdzone jest oswiadczeniami
zaréwno samej Pani mgr Magdaleny Dabrowskiej jak i autorow korespondujacych
wymienionych publikacji. Szkoda co prawda, Zze nie zamieszczono oswiadczen
pozostatych wspotautorow (z wyjatkiem oczywiscie niezyjacego juz niestety Pana
profesora Wiodzimierza Krzyzosiaka), niemniej wiodaca rola Doktorantki jest w tym
przypadku bezdyskusyjna, uznaje zatem wymieniony brak za niewielkie uchybienie
formalne.

Jako gléwny cel pracy, Pani mgr Magdalena Dabrowska wskazata
,optymalizacje technologii CRISPR-Cas9 w kontekscie celowania w sekwencje
powtarzajace si¢”. Analogiczne sformutowanie znajduje si¢ takze w tytule ocenianej
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rozprawy doktorskiej. Po lekturze tej dysertacji stwierdzam, Ze nie iylko zostat w peti
osiggniety powyzszy cel, ale uwazam iz sformulowanie tytutu i gléwnego osiggniecia
pracy jako ,optymalizacja technologii CRISPR-Cas9” jest wyrazem zbytniej
skromnosci Autorki w obliczu uzyskanych wynikéw. Pani mgr Magdalena Dabrowska
opracowata bowiem nowe podejscie metodyczne pozwalajace na wydajna i
specyficzng inaktywacje genu HTT poprzez precyzyjne wycigcie rejonu powtdrzen
CAG z jego sekwencji (artykut opublikowany we Frontiers in Neuroscience).
Szczegdtowa procedura inaktywacji tego genu z wykorzystaniem systemu CRISPR-
Cas9n zostata przedstawiona w kolejnej pracy, opublikowanej w Methods in Molecular
Biology. Co wigcej, Doktorantka odegrata kluczowa role w stworzeniu bardzo
ciekawej, nowej metody ilosciowej oceny edycji genomu w miejscach docelowych i
niespecyficznych. Metoda ta, nazwana qEva-CRISPR, zostata onisana w artykule,
ktory ukazat si¢ w Nucleic Acids Research. Wreszcie w ostatniej z prac sktadajgcych
si¢ na rozprawe doktorska Pani mgr Magdaleny Dabrowskiej, opublikowanej w
International Journal of Molecular Sciences, opisana zostata konstrukcja znakomitych
narzgdzi do badania molekularnych mechanizméw choroby Huntingtona poprzez
stworzenie izogenicznych modeli komoérkowych (niosacych allele genu HTT dzikiego
typu oraz zawierajgcych mutacje z rézna liczba powtorzen CAG) opartych o linie
komorkowe HEK293T oraz iPSC. Zatem Pani mgr Magdalena Dabrowska
skonstruowata znakomite narzedzia, zaréwno komérkowe jak i molekularne, do
badania mechanizméw choroby Huntingtona, do testowania nowych podejsé
terapeutycznych, a takze do weryfikacji prawidtowosci przeprowadzonych
manipulacji genetycznych z uzyciem technologii CRISPR-Cas9. Nie jest to bynajmniej
Jedynie ,,optymalizacja” znanej wczesniej technologii ale opracowanie zupehie
nowych metod molekularnych oraz stworzenie zupelnie nowych modeli
komorkowych. Uwazam to za znakomite osiggniecie naukowe, otwierajace nowe
perspektywy w badaniach nad zrozumieniem patogennych proceséw zachodzacych w
komorkach os6b cierpiacych z powodu chordb poliglutaminowych oraz proponujace
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nowe podejscie terapeutyczne. Sadze, ze nie bytoby Zadng przesada gdyby w tytule tej
rozprawy doktorskiej znalaz'o sie sformulowanie podkreslajace wysoki poziom
nowatorstwa uzyskanych wynikow.

W ramach dyskusji naukowej, chciatbym natomiast zap/ta¢ Doktorantke o
Jej opini¢ na nurtujace problemy zwiazane z mozliwosciami terapeutycznymi w
przypadku choroby Huntingtona i innych choréb poliglutaminowych. O ile bowiem
wyrafinowane manipulacje genetyczne, miedzy innymi takie jakie zostaty opisane w
przedlozonej rozprawie doktorskiej, mozna z powodzeniem przeprowadzi¢ w
komorkach hodowanych in vitro, to problemem staje si¢ zastosowanie technologii
CRISPR-Cas9 i pochodnych metod w leczeniu pacjentéw z chorobami
poliglutaminowymi. W odréznieniu bowiem od réznych choréb dziedziczonych w
sposOb autosomainy recesywny, gdzie wprowadzenie do organizmu stosunkowo
niewielkiej porcji komoérek prawidtowych lub odpowiednio zmodyfikowanych moze
potencjalnie dawac efekty terapeutyczne, to w przypadku chordb dziedziczonych w
sposob dominujacy takie podejécie moze by¢ wysoce niewystarczajace. Z drugie;j
strony trudno sobie wyobrazi¢, przynajmniej na podstawie znajomosci obecnie
dostepnych technologii, aby mozna bylo wprowadzi¢ odpowiednie modyfikacje
genetyczne we wszystkich albo przynajmniej wigkszosci komoérek pacjenta, tym
bardziej jesli procesy patologiczne dotycza giéwnie neuronéw w osrodkowym
uktadzie nerwowym. Jakie perspektywy praktycznego zastosowania technologii
CRISPR-Cas9 w leczeniu takich pacjentéw widzi Doktorantka? Ponadto, skoro
niektore podejscia terapeutyczne w chorobie Huntingtona zmierzaja w kierunku
zahamowania powstawania zaréwno produktu zmutowanego allelu HTT jak i
prawidlowej formy huntingtyny, to czy nie ma obaw zwigzanych z brakiem tego biatka
w organizmie? Aktywna hunfingtyna moze odgrywaé¢ wazne funkcje fizjologiczne,
zatem czy jej usunigcie z komorek nie bedzie skutkowaé powaznymi objawami
niepozadanymi w organizmach pacjentow?
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W podsumowaniu mojej oceny rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny
Dagbrowskiej uwazam, ze Doktorantka wykonala seri¢ znakomitych badan, ktére
doprowadzity do stworzenia nowych narzgdzi molekularnych i komérkowych,
niezwykle przydatnych w badaniach mechanizméw choréb poliglutaminowych oraz w
pracach nad tworzeniem nowych lekéw na te choroby. Pani mgr Magdalena
Dabrowska wykazata zatem, ze potrafi efektywnie prowadzi¢ badania naukowe i
rozwigza¢ problem naukowy. Udowodnita, poprzez przygotow.nie odpowiednich
opisow dotyczacych badanych zagadnien, a zawartych w artykutach sktadajacych sie
na Jej rozprawe doktorska, ze dysponuje odpowiednia wiedzg teoretyczng z zakresu
prowadzonych prac badawczych. Na podstawie powyzszego stwierdzam, ze
Doktorantka spelnita wszystkie wymagania ustawowe dotyczace warunkow
stawianych kandydatom do stopnia doktora, a dotyczace przygotowania rozprawy
doktorskiej. W zwigzku z powyzszym, zwracam sie do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Pani mgr
Magdaleny Dabrowskiej do publicznej obrony rozprawy doktorskiej. Ze wzgledu na
znakomite osiggnigcia naukowe zaprezentowane w ocenianej dysertacji, a w
szczegolnosci opracowanie nowych, wyrafinowanych metod molekularnych do
wprowadzenia modyfikacji genetycznych w komérkach ludzkich oraz weryfikacji
poprawnosci (zgodnosci z zatozeniami) uzyskanych zmian w sekwencji DNA, a takze
stworzenie nowych, potencjalnie niezwykle uzytecznych modeli komérkowych
choroby Huntingtona, wnioskuj¢ o rozwazenie mozliwosci odpowiedniego
wyroznienia tej zdecydowanie wybijajacej sie ponad przecietno$é rozprawy
doktorskie;.
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