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Recenzja rozprawy doktorskiej
pt. ,Optymalizacja technologii CRISPR-Cas9 w kontekscie celowania w sekwencje

powtarzajace si¢”
Doktorantka: Pani mgr Magdalena Dabrowska

Badania nad patologicznymi mechanizmami uwarunkowanej mutacjami dynamicznymi CAG
plasawicy Huntingtona maja diuga tradycje w IChB PAN. Podstawy pod badania nad ta
cigzka choroba genetyczna potozyt prof. Wiodzimierz Krzyzosiak z zespotem. Kontynuadje i
otwarcie nowych kierunkéw zapewnili utalentowani wychowankowie, w tym Pani promotor
niniejszej rozprawy, dr hab. Marta Olejniczak. Opracowanie terapii plasawicy Huntingtona
jest niezwykle trudnym zadaniem i sukces w tym zakresie wydaje si¢ odlegly. Wielkie
nadzieje poklada si¢ w nowoczesnych metodologiach edytowania genomu opartych o
bakteryjny mechanizm CRISPR. Waznym etapem posrednim osiagniecia tego celu jest
opracowanie réznorodnych komérkowych modeli choroby, np. uzyskanie komérek o $cisle
okreslonej dtugosci powtérzenn CAG w eksonie pierwszym genu huntingtyny (HTT) w taki
sposob, by pod wzgledem dtugosci reprezentowaty stan prawidlowy lub patologiczny.
Rozprawa Pani mgr Magdaleny Dabrowskiej wpisuje sie w ten nurt badan. Przedstawione
cztery prace skupiajg si¢ wokdl rozwiazywania kilku istotnych probleméw metodologicznych
CRISPR, w kontekscie edytowania HTT oraz innych genéw. Wyzwaniem byto opracowanie

bardziej precyzyjnych w stosunku do opublikowanych przez inne grupy badawcze metod



edydji komoérek pacjentéw. Edycja miata polega¢ na usuwaniu powtérzeri w eksonie 1 genu
HTT lub przeciwnie, wprowadzaniu powtérzeri w okreslonej liczbie. Zadaniem byto réwniez
opracowanie precyzyjnych metod sprawdzajacych wiarygodnosc edydji poprzez identyfikacje
kazdej mutacji w miejscu docelowym oraz w niepozadanych, ktére pojawiatyby sie w innych
miejscach genomu. Wreszcie, uzyskane modele mialy by¢ zastosowane w badaniu efektéw
fizjologicznych spowodowanych wyciszaniem ekspresji patologicznych wariantéw genu
HTT. Wszystkie te zadania pomimo wysokiego stopnia trudnosci zostaly uwiericzone
sukcesem.

Pierwszy artykul opisuje opracowanie metodologii CRISPR ktéra umozliwila
catkowite i bardzo precyzyjne wyciecie powtérzen CAG, niezaleznie od ich dlugosci. To
wazne biorac pod uwage bardzo zréznicowana dlugosé powtdrzen w populacji chorych.
Osiagnigto to przez wprowadzenie do komorek fibroblastéw pacjentdéw, charakteryzujacych
si¢ r6zng dhugoscig powtdrzen, zmodyfikowanego enzymu Cas9 o wlasciwosciach nikazy
tnacej ni¢ pojedyncza. Ten typ Cas9 dziala bardziej specyficznie w stosunku do Cas9 typu
dzikiego i generuje bardziej precyzyjny mechanizm naprawczy. Wraz z nikaza Cas9
wprowadzono pare gRNA wiazacych sie w sekwencjach flankujacych powtérzenia CAG.
Efekt tego podejscia byl spektakularny poniewaz precyzyjne wyciecie powtdrzen nie
naruszyto sekwencji sgsiadujacych z powtdérzeniami CAG. Co wiecej, nie stwierdzono
niepozadanych zmian w miejscach mikro-homologicznych. Zastosowane podejscie
spowodowalto przesuniecie ramki odczytu w mRNA a w konsekwencji pojawienie sig¢
przedwczesnego sygnatu stop. Poziom skréconego transkryptu HTT nie zmalal w stosunku
do poziomu transkryptu dzikiego w komdrkach kontrolnych, by¢ moze jak sugeruje Autorka,
poniewaz kodon PTC wystapit w konfiguracji chronigcej go przed NMD. Zastanawiam si¢ z
jakiego powodu poziom biatka nie obnizy? sie bardziej niz 70%, skoro przesuniecie ramki
odczytu miato miejsce w obydwu allelach? Moze wéréd edytowanych komdrek byty réwniez
komérki typu dzikiego z nienaruszonymi powtdrzeniami CAG a wiec z brakiem przesuniecia
ramki odczytu? Jaka byla masa biatka HTT wykrywanego w komdrkach po zabiegu wyciecia
powtdrzen, w stosunku do biatka produkowanego przez komoérki wyjsciowe? Nasuwa sie
bardziej ogdlne pytanie czy usuniecie, powtérzen z obu alleli, tzn. catkowitej utraty biatka
HTT spowodowato efekt fenotypowy in vivo, np. w modelu mysim? Stwierdzenie

,stworzyliSmy nowe podejécie terapeutyczne oparte na indukcji SSBs, ktére powoduje



wydajng i specyficzna inaktywacje genu HTT jest moze zbyt silne? Chodzi raczej o
~eksperymentalne podejscie terapeutyczne”? W innym artykule przedstawiono rézne
podejscia eksperymentalne ktére doprowadzily do osiagniecia efektéw opisanych w artykule
pierwszym. Dodatkowo opracowano protokét wprowadzania powtdrzen CAG roznej
dhugosci w oparciu o nikaze Cas9 oraz matryce donorowa. Matryce wprowadzano ja w postaci
pojedynczej nici DNA lub syntetyzowanej z odpowiedniego plazmidu. W konsekwendji
uruchamiany byt mechanizm naprawy poprzez homologiczna rekombinacje. To praca
metodologiczna zawierajaca dokladny protokét modyfikowania struktury eksonu 1 genu HTT
przy pomocy CRISPR-Cas9n. Praca ta jest bardzo cenna dla oséb planujacych badania w
oparciu o CRISPR. Wskazuje ile réznych aspektow trzeba wziaé pod uwage przystepujac do
edytowania genomu z zastosowaniem CRISPR.

W pracy nad modelami komérkowymi plasawicy Huntingtona istotne jest nie tylko
dysponowanie metodologia precyzyjnego usuwania powtdrzen lecz réwniez wprowadzania
powtorzen okreslonej dhugoéci do eksonu 1 genu HTT. Temu aspektowi technologicznemu
poswiecony jest nastepny artykut rozprawy. Stwierdzenie ,W celu lepszego poznania
wplywu ciagdw CAG na patogeneze HD stworzyliSmy nowe linie HEK 293T z patologicznie
wydtuzona sekwencjg ciaggu CAG i izogeniczne linie iPSCs z prawidtowa dtugodcia sekwencji
powtarzajacej si¢” wymagatoby komentarza czemu precyzyjnie miat stuzy¢ kazdy model
komoérkowy. Takze zdanie zamieszczone nieco dalej na tej samej stronie ,Z
przeprowadzonych badan wynika, ze poziom transkryptu zmierzony metoda RT-gPCR
koreluje z dlugoscig sekwencji powtérzen CAG” — w jaki sposéb korelowal? Ostatecznie
uzyskane nowe linie HEK293T oraz IPS zostaty sprawdzone w wielu aspektach, np. pokazano,
ze linie IPS nie utracily pluripotencji. Linie te postuzyty miedzy innym i do zbadania
potencjatu terapeutycznego czasteczek siRNA oraz zaburzen sktadania mRNA.

Bardzo istotnym osiaggnieciem rozprawy byto opracowanie nowej metody nazwanej
qEva-CRISPR jednoczesnego wykrywania specyficznych i niespecyficznych zmian w
genomie, ktére sg indukowane przez system CRISPR-Cas9. Jednym z atutéw tej metody jest
mozliwos¢ wykrywania kazdego typu mutagji. Jednoczesnie czutosé metody od typu mutagji
nie zalezy. Zaproponowane podejscie zostato dokladnie sprawdzone w wielu aspektach i
mozna je stosowac do edycji roznych gendéw. Autorka krytycznie ocenia opracowana metode

i wskazuje na jej stabe strony.



Przedstawiona rozprawa stwarza interesujace i wazne perspektywy dla dalszych
badan. Zgodnie z oczekiwaniami Autorki, uzyskane zmodyfikowane linie IPS moga zostaé w
przysztosci zréznicowane do neurondéw i w tej sposéb dostarczyé doskonatego modelu do
badari nad molekularnymi mechanizmami plasawicy Huntingtona oraz potencjalnymi
terapiami. Zapoznawanie si¢ z problematyka plasawicy Huntingtona przedstawiona w
rozprawie nasuwa pewne ogdlne pytania: 1/ Skoro biatko HTT ulega ekspresji w réznych
tkankach, dlaczego choroba dotyka jedynie mézgu? 2/ Czy biatko HTT jest funkcjonalnie
niezbedne? 3/ Jaka jest funkcja biatka HTT? 4/ Dlaczego powtdrzenia sa dynamiczne u
jednych os6éb a u innych nie? 5/ Na ile zmiana liczby powtdérzen w niedzielacych sie
komérkach stanowi wyzwanie dla metod terapeutycznych w przysziosci ale réwniez dla

badan podstawowych na obecnym etapie?

Drobne uwagi krytyczne

-Niektore ryciny zostaly opisane zbyt skrétowo, np. Ryc 1 w rozdziale ,Omdwienie
publikacji”

-W Tabeli S2 brak informacji co oznaczaja czerwone litery.

-Opis Ryciny S1 w ostatniej publikagji jest zbyt skrétoWy

-str. 27 Omoéwienia stwierdzenie , N-konicowe fragmenty genu” nie jest prawidtowe

Whniosek koncowy

Rozprawe uwazam za bardzo wartosciowa. We wszystkich czterech artykutach
opublikowane w cieszacych si¢ uznaniem czasopismach Doktorantka odegrata role wiodaca.
Artykuly zawieraja wiele cennych obserwacji stanowiacych podstawe do dalszych badan a w
przysztosci zaproponowaniu nowych celéw terapii plasawicy Huntingtona. W moim
przekonaniu rozprawa speia formalne warunki stawiane rozprawom doktorskim i dlatego
whnioskuje o dopuszczenie Pania mgr Magdalene Dabrowska do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Biorac uwage wyjatkowo duza wartos¢ uzyskanych wynikéw wnioskuje takze

0 wyrdznienie rozprawy.
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