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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. ,,Optymalizaga technologii CRISPR-Cas9 w kontekdcie celowania w sekwencje

powtarzaj4ce sie"

Doktorantka: Pani mgr Magdalena D4browska

Badania nad patologicznymi mechanizmami uwarunkowanej mutacjami dynamicznymi CAG

pl4sawicy Huntingtona maj4 dfuga tradycjq w IChB PAN. Podstawy pod badania nad t4

ci92k4 chorob4 genetyczn4poloLyl prof. Wlodzimierz Krzyzosiak z zespolem. Kontynuacjg i

otwarcie nowych kierunk6w zapewnili utalentowani wychowankowie, w tym Pani promotor

niniejszej rozprawyt dr hab. Marta Olejniczak. Opracowanie terapii pl4sawicy Huntingtona

jest niezwykle trudnym zadaniem i sukces w tym zakresie wydaje sig odlegty. Wielkie

nadzieje poktada sig w nowoczesnych metodologiach edytowania genomu opartych o

bakteryjny mechanizm CRISPR. Waznym etapem podrednim osi4gnigcia tego celu jest

opracowanie r6znorodnych kom6rkowych modeli choroby, np. uzyskanie kom6rek o 5ci6le

okredlonej dtugo6ci powt6rzeri CAG w eksonie pierwszym genu huntingtyny (HTT) w taki

spos6b, by pod wzglgdem dfugo6ci reprezentowaty stan prawidlowy lub patologiczny.

Rozprawa Pani mgr Magdaleny D4browskiej wpisuje sig w ten nurt badari. Przedstawione

cztery prace skupiaj4sig wok6l rozwi4zywania kilku istotnych problem6w metodologicznych

CRISP& w kontekdcie edytowania HTT oraz innych gen6w. Wyzwaniem byto opracowanie

bardziej precyzyjnych w stosunku do opublikowanych przez inne grupy badawcze metod
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edycji kom6rek pacjent6w. Edycja miala polegai na usuwzu"riu powt6rzerl w eksonie 1 genu

HTTlub przeciwnie, wprowadzaniupowtorzertw okredlonejliczbie. Zadaniernbylo r6wnie2

opracowanieprecyzyjnych metod sprawdzal4cych wiarygodnodi edycji poprzezidentyfikacfg

kaidei mutacji w miejscu docelowym orazw niepoz4danyclg kt6re pojawialyby sig w innych

miejscach genomu. Wreszcie, uzyskane modele miaty byi zastosowane w badaniu efekt6w

fiziologicznych spowodowanych wyciszaniem ekspresji patologicznych wariant6w genu

HTT. Wszystkie te zadania pomimo wysokiego stopnia trudnodci zostaly uwiericzone

sukcesem.

Pierwszy artykut opisuje opracowanie metodologii CRISPR kt6ra umoZliwila

calkowite i bardzo precyzyjne wycigcie powt6rzeri CAG, niezale2nie od ich dtugoSci. To

waZne bior4c pod uwagg bardzo zr6ilnicowana dfugodi powtorzen w populacji chorych.

Osi4gnigto to przez wprowadzenie do kom6rek fibroblast6w pacjent6w, charakteryzuj4cych

sig ro2n4 dfugo6ci4 powt6rzert, zmodyfikowanego enzymu Casg o wlaSciwo6ciach nikazy

tn4cej nii pojedyncz4. Ten typ Cas9 dzialabardziel specyficznie w stosunku do Casg typu

dzikiego i generuje bardziei precyzylny mechanizm naprawczy. Wraz z nikaz1 Casg

wprowadzono pare gRNA wi4|4cych sig w sekwencjach flankuj4cych powt6rzenia CAG.

Efekt tego podej6cia byt spektakularny poniewaz precyzylne wycigcie powt6rzer{ nie

naruszylo sekwencji s4siaduj4cych z powt6rzeniami CAG. Co wigcej, nie stwierdzono

niepo24danych zmian w miejscach mikro-homologicznych. Zastosowane podejdcie

spowodowalo przesunigcie ramki odczytu w mRNA a w konsekwencji pojawienie sig

przedwczesnego sygnatu stop. Poziom skrSconego transkryptu HTT nie zmalal w stosunku

do poziomu transkryptu dzikiego w kom6rkach kontrolnych,byc mo2e jak sugeruje Autorka,

poniewaz kodon PTC wyst4pil w konfiguracji chroni4cej go przed NMD. Zastanawiam siq z

jakiego powodu poziom bialka nie obni2yl sig bardziej ni? 70"/o, skoro przesuniecie ramki

odczytu mialo miejsce w obydwu allelach? Moze w6r6d edytowanych kom6rek byly r6wnieL

kom6rki typu dzikiego z nienaruszonymi powt6rzeniami CAG a wigc z brakiem przesunigcia

ramki odczyttt? Jakabyla masa bialka HTT wykrywanego w kom6rkach po zabiegu wycigcia

powtorzen, w stosunku do bialka produkowanego przez kom6rki wyjdciowe? Nasuwa sig

bardziej og6lne pytanie czy usunigcie, powt6rzeri z obu alleli, tzn. calkowitej utraty biatka

HTT spowodowalo efekt fenotypowy in aiuo, np. w modelu mysim? Stwierdzenie

,,stworzylilmy nowe podej6cie terapeutyczne oparte na indukcji SSBs, kt6re powoduje
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wydajn4 i specyficzn4 inaktywacjg genu HTT jest moLe zbyt silne? Chodzi raczej o

,,eksperymentalne podejdcie terapeutyczne"? W innym artykule przedstawiono r6zne

podejdcia eksperymentalne kt6re doprowadzily do osi4gniecia efekt6w opisanych w artykule

pierwszym. Dodatkowo opracowano protok6l wprowa dzania powt6rzei CAG ro2nej

dfugoSci w oparciu o nikazg Casg orazmatryca donorow4. Matryce wprowadzano j4w postaci

pojedynczej nici DNA lub syntetyzowanej z odpowiedniego plazmidu. W konsekwencji

uruchamiany byl mechanizm naprawy poprzez homologiczn4 rekombinacjg. To praca

metodologicznazawieraj4ca doktadny protok6tmodyfikowania struktury eksonu 1 genu HTT

Przy pomocy CRISPR-Cas9n. Praca ta jest bardzo cenna dla os6b planuj4cych badania w

oparciu o CRISPR. Wskazuje ile r62nych aspekt6w trzebawzi4c pod uwagg przystgpuj4c do

edytowania genomu z zastosowaniem CRISPR.

W pracy nad modelami kom6rkowymi pl4sawicy Huntingtona istotne jest nie tylko

dysponowanie metodologi4precyzyjnego usuwania powt6rzertlecz r6wniez wprowadzania

powt6rzef okreSlonej dfugodci do eksonu 1 genu HTT. Temu aspektowi technologicznemu

podwigcony jest nastgpny artykut rozprawy. Stwierdzenie ,,W celu lepszego poznania

wptywu ci4gow CAG na patogenezg HD stworzyliSmy nowe linie HEK 293T z patologicznie

wydfuzona sekwencja ci4gu CAG iizogeniczne linie iPSCs z prawidlow4 dfugo6ci4 sekwencji

powtarzaj4cej sig" wymagaloby komentarza czemu precyzyjnie miat sht|yc kaldy model

kom6rkowy. Takile zdanie zamieszczone nieco dalej na t"j samej stronie ,,2

Przeprowadzonych badari wynik4 2e poziom transkryptu zmierzony metod4 RT-qPCR

koreluje z dh.rgo6ci4 sekwencji powt6rze( CAG" - w jaki spos6b korelowal? Ostatecznie

uzyskane nowe linie HEK293T oraz IPS zostaly sprawdzone w wielu aspektaclr, np. pokazano,

2e linie IPS nie utracity pluripotencji. Linie te posfu2yly migdzy innym i do zbadania

potencjafu terapeutycznego cz4steczek siRNA oraz zaburzeri skladania mRNA.

Bardzo istotnym osi4gnigciem rozprawy bylo opracowanie nowej metody nazwanej

qEva-CRISPR jednoczesnego wykrywania specyficznych i niespecyficznych zmian w

genomie, kt6re s4 indukowane ptzez system CRISPR-Cas9. ]ednym z atut6w tej metody jest

mo2liwo6i wykrywania kazdego typu mutacji. ]ednocze6nie czulodi metody od typu mutacji

nie zaleLy. Zaproponowane podejScie zostato dokladnie sprawdzone w wielu aspektach i

mozna je stosowai do edycji roznych gen6w. Autorka krytycznie ocenia opracowan4 metodg

i wskazuje na jej slabe strony.

3



Przedstawiona rozPrawa stwarza interesuj4ce i wa2ne perspektywy dla dalszych

badari. Zgodnie z oczekiwaniami Autorki, uzyskane zmodyfikowane linie IPS mog4 zosta(.w

ptzyszloici zr6lnicowane do neuron6w i w tej spos6b dostarczy(. doskonalego modelu do

badari nad molekularnymi mechanizmami pl4sawicy Huntingtona oraz potencjalnymi

terapiami. Zapoznawanie sig z problematyk4 pl4sawicy Huntingtona przedstawionA w

rozprawie nasuwa pewne og6lne pytania: 1/ Skoro bialko HTT ulega ekspresji w r62nych

tkankach, dlaczego choroba dotyka jedynie rnozgu? 2l Czy bialko HTT jest funkcjonalnie

niezbgdne? 3l laka jest funkcja bialka HTT? 4l Dlaczego powt6rzenia s4 dynamiczne u

jednych os6b a u innych nie? 5/ Na ile zmiana liczby powt6rzeri w niedziel4cych sig

kom6rkach stanowi wyzwanie dla metod terapeutycznych w przyszloici ale r6wniez dla

badari podstawowych na obecnym etapie?

Drobne uwagi krytyczne

-Niekt6re ryciny zostaly opisane zbyt skr6towo, np. Ryc 1 w rozdziale ,,Om6wienie

publikacji"

-W Tabeli 52 brak informacji co oznaczajq czerwone litery.

-Opis Ryciny 51 w ostatniej publikacji jest zbytskr6towy

-str.27 Om6wienia stwierdzenie ,,N-koricowe fragmenty genu" nie jest prawidlowe

Wniosek korlcowy

Rozprawg uwazam za bardzo wartodciow4. We wszystkich czterech artykutach

opublikowane w ciesz4cych sig uznaniem czasopismach Doktorantka odegrata rolg wiod4c4.

Artykuty zawieraj4wiele cennych obserwacji stanowi4cych podstawg do dalszych badari a w

przyszloici zaproponowaniu nowych cel6w terapii pl4sawicy Huntingtona. W moim

przekonanir rozprawa spelnia formalne warunki stawiane rozprawom doktorskim i dlatego

wnioskujg o dopuszczenie Pani4 mgr Magdaleng D4browsk4 do dalszych etap6w przewodu

doktorskiego. Bior4c uwage wyj4tkowo du24 wartodi uzyskanych wynik6w wnioskuje takZe

o wy r 62nienie rozprawy.
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