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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORKSIEJ

Pana mgra inz. Mateusza Nowaczyka

pt. ,,Identy'fikacja proces6w zaangaZowanych w skracanie ci4gu powt6rzefi CAG w wyniku

indukcji dwuniciowych pgknigd DNA w genie HTT"

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostala wykonana w Inst5rtucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk

w Poznaniu, w ZakJadzie In2ynierii Genomowej, pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Marfy

Olejniczak. Rozprawa doktorska zostala przygotowana jako klasyczne opracowanie monograficzne,

obejmuj4ce nastgpuj4ce rozdzialy: Streszczenie w jEzyku polskim i angielskim (po 1 stronie),ll'stgp (24

strony), Cel pracy (l strona), Material (10 stron), Metody (16 stron), Wyniki (45 stron), Dyskusja (12

stron), Wnioski (1 strona) oraz Literatura obejmtj4cy 222 pozycje. Calapracaliczy 145 stron i jest

bogata w liczne rysunki (46) i tabele (17). Badania do pracy sfinansowano w ramach projektu OPUS l5

Narodowego CentrumNauki (nr20l8/29NN21100293), kt6rego kierownikiem jestpromotorroryrary

doktorskiej. Wyniki uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej zostaty opublikowane w

oryginalnej pracy tw6rczej pt. ,,CRISPR/Cas9-induced double-strand breaks in the huntingtin locus lead

to CAG repeat contraction through DNA end resection and homology-mediated repair" w czasopiSmie

BMC Biolog (IFzoz+:4,5) w 2024 roku, w kt6rej Doktorant dzieli pozycjg pierwszego autora.

Dodatkowo, Doktorant jest wsp6lautorem dw6ch prac przeglqdowych dotycz4cych stosowania metody

CRISPR-Cas do edlowania genomu opublikowanych w czasopismach: Cells (IFzozo:6,6) w 2020 roku

oraz Biotechnology Advances (IFzozrl7,6) w 2027 roku. Dorobek publikacyjny Doktoranta uznat

naleiry za bardzo wartoSciowy.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy poznania mechanizm6w odpowiedzialnych za

niestabilnoS6 ci4g6w trinukleotyd6wych CAG. Ekspansja takich powt6rzeri jest przycrynq

dziedzicznych, neurodegeneracyjnych chor6b czlowieka, w tym choroby Huntingtona. Wskazuje sig, ze

wybrane Scie2ki naprawy DNA s4 przycrq4 skracania lub wydtuZania ci4g6w CAG, jednak

szczeg6lowawiedzao mechanizmach dzialania tych proces6w jest ci4gle niepelna. Doktorant podj4l sig

ambitnego zadania dotycz4cego poznania roli mechanizm6w naprawy dwuniciowych pgknig6 DNA w

obrEbie powt6rzeri CAG w ludzkim genie HTT w kontek6cie ich stabilno6ci. Zastosowal nowoczesne
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techniki badawcze, m.in. metodg CRISPR-Cas9 do indukowania DSB i analizowat jak r62ne

mechanizmy naprawy DNA prowadzq do zmian dfugo6ci ci4g6w. Wiedza o mechanizmach

wptywaj4cych na niestabilnoS6 ci4g6w powt6rzefi CAG stwarza podstawy do opracowania nowych

podjeS6 terapeutycznych maj4cych na celu skracanie dfugo6ci patologicznych sekwencji

trinkukloetydowych w chorobach neurodegeneracyjnych. Nalezy zaznaczyt,2e zesp6l kierowany przez

prof. dr hab. Martg Olejniczak od lat prowadzi kompleksowe badania ukierunkowane na rozw6j

nowoczesnych terapii molekulamych chor6b neurodegeneracyjnych w oparciu o technikg RNAi czy

edycji genom6w i osiEgnigcia tego zespolu maj4 istotny wklad w zrozumienie mechanizmilw

molekularnych lez4cych u podstaw patologii chor6b poliglutaminowych. Przedstawiona do oceny

rozprawa doktorska wpisuje sig w ten nurt badaf i stanowi kolejne, waine dokonanie naukowe na tlm

polu.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Rozprawg doktorsk4 rozpocrynaj1 streszczenia, w jEzyku polskim i angielskim, kt6re s4 do56

skr6towo przedstawione, jednak2e pozwalaj4 czytelnikowi na poznanianie kluczowych element6w

pracy dolctorskiej. Rozdzial Wstgp zostalbardzo staranie i wnikliwie napisany. Doktorant przedstawil

w nim informacje o sekwencjach mikrostatelitamych w genomie czlowieka i dokonal przegl4du chor6b

miqzatych z ich ekspansl4, szczeg6lowo opisal mechanizmy naprawy DNA oraz narzgdzia in2ynierii

genetycznej do indukcji dwuniciowych p9kni96 DNA w kontek5cie skracania ci4g6w CAG jako efekt

naprawy DNA. Przedstawione treSci dobrze wprowadzaj4 czytaj4cego do tematyki pracy doktorskiej.

Rozdzial wzbogacajq liczne schematy i ryciny. Drobne uwagi czy w4tpliwoSci budz4 nastgpuj4ce

kwestie poruszane w tym rozdziale:

- czy stwierdzenie na str. 15 o niepatologicznej liczbie powt6rzeri w zakresie od 30-40 w

chorobach poliQ mozna uzna( zapoprawne? Nawet w odniesieniu do tabeli 1.2, gdzie pokazano wiele

przyklad6w powt6rzeri, kt6rych zakres od 34 bywa ju?patologiczny?

- poniewaZ gl6wmy obiektem zainteresowania w prowadzonych badaniach jest choroba

Huntingtona, rnoina byloby oczekiwad bardziej szczegllowego przedstawienia stanu zaawansowania

badari przedklinicznych/klinicznych tej choroby np. w formie tabelarycznej. Stwier&enie na stronie na

str. 15 o braku skutecznej terapii jest oc4rwi6cie prawdziwe ale te2 nie informuje o wielu podjgtych

pr6bach leczenia tej choroby.

Inne drobne blgdy w tymrozdziale to m.in.:

- zamiast ,,Swie2o zsyntetyzowna ni6 DNA" na str. l8 - lepiej u2y6 sformulowania ,,nowo

zsyntet5/zowna"

- nazv,ly enzym6w- np. ligazaDNA I zapisujemy mal4 literq - str. 19

- niekt6re bardziej zlolone ryciny wymagatraby bardziej szczeg6lowej legendy - np. na rys. 1.4.1.1 -
brak informa cji co oznacza znak zapytania, nie wynika to tak2e z informacj i podanych na str . 27 ptacy
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dla procesu TMEJ a jedynie dla SSA na str. 2S.Dlaczego np. dla procesu NHEJ na tym schemacie

pokazana jest LIG3 zamiast LIG IV jak w podano w pracy zr6dlowej?

W kolejnym rozdziale pracy doktorskiej sformutowano og6lny cel badari dotycz1cy

dokladniejszego poznania mechanizm6w naprawy dwuniciowych pgknig6 DNA w regionach powt6rzeh

CAG w endogennym locus I17Iw kom6rkach ludzkich. Nie przedstawiono hipotez badawczych, kt6re

zwykle s4 oczekiwane w pracach o charakterze eksperymentalnym. Cel pracy realizowano w oparciu o

4 szczeg6lowe zadaniabadawcze obejmuj4ce: i) charakterystykg produkt6w naprawy dwuniciowych

pgknig6 DNA w badanym locus; ii) okreslenie tdziaht i zasiggu resekcji koric6w DNA w czasie

naprawy; iii) okre6lenie wplywu miejsca indukcji dwuniciowych pgknigd DNA na przebieg naprawy i

jego koricowy efekt; iv) identyfikacjg bialek zaangaiowanych w skracanie ci4g6w powt6rzeh CAG.

Przedstawione zadania badawcze s4 adekwatne do zaloilonego celu, w spos6b kompleksowy pozwalaj1

na poznanie badanego mechaniznu i ich realizacja ma bardzo du2y aspekt pozuaczy.

Jako model badawczy wybrano zmodyfikowane kom6rki HEK293T z ekspansj4 powt6rzef

CAG w genie HTT wynoszqc4 41. Jak kazdy model badawczy, r6wniez ten, ma swoje zalety i

ograniczenia. Do zalet zaliczyt, naleiry tLycie endogennego locus HTT z do56 prostym do badania

ciqgiem powt6rzeri - umiarkowanym w swojej dtugo6ci i w takim samym ukladzie na obu allelach. W

kontekScie badari translacyjnych model ten ma swoje ograniczenia, gdy? w kom6rkach pacjent6w z

chorob4 Huntingtona ci4gi powt6rzen sq zwykle w ukladach heterozygotycznych, dlatego w kolejnych

badaniach cenne byloby lzycie takhe takiego modelu, z silnej wydtu:2onymi ci4gami. Rodzaj t$ych
kom6rek takLe ma znaczenie dla przebiegu eksperymentu - brak kom6rek neuronalnych,

postmitotycznych o innym profilu ekspresji i innym profilu zmianepigenetycznych mo2e warunkowa6

typ naprawy DNA i wptywa6 na funkcjonowanie genu HTT po edycji jego locus. W pracy wykorzystano

takZe fibroblasty GM04208 z Coriell Cell Repositories (Camden, NJ, USA) posiadaj4ce 2l i 44

powt6rzenia CAG w genie HTT,jednak w czgsci pracy dotycz4cej przedstawionych zada'hbadawczych

nie wskazano celu ich uZycia a informacja ta pojawia sig w kolejnym rozdziale Materiql i dopiero w

momencie czytania Wynikiw staje sig jasne w jakim celu zostaly zastosowane. Informacja ta mogla

pojawi6 sig wczeSniej. Plozdzial ten zawiera szczeg6lowe informacje o uffich odczynnikach,

oligonukleotydach, przeciwcialach, inhibitorach czy enzymach oraz skladach stosowanych bufor6w

oruz sprzEcie. W przypadku wigkszoSci uzytych material6w podawano mrmery katalogowe, co jest

cenne w sytuacji potrzeby powtarzania eksperyment6w, czasami jednak tych szczeg6lowych danych

zabrakJo.

W rozdziale Metody opisano prowadzenie hodowli kom6rkowych, stosowanie systemu CRIPR-

Cas9, metody transfekcji w oparciu o elektroporacjg i za pomoc4 lipofektaminy lub polietylenoiminy,

stosowanie inhibitor6w chemicznych bialek, analizE produkt6w po NGS, analizg dynamiki skracania
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ci4gu powt6rzeh z wykorzystaniem elektroforezy kapllamej, analizg resekcji koric6w DNA w oparciu

o trawinie restrykcyjne fragment6w i nastEpnie wykonanie qPCR, analizgudziafubialek naprawy DNA.

Opis metod badawcnlchjest bardzo precyzyjny a przedstawione warunki i sktady poszczeg6lnych

reakcji pomralaj1na wykorzystania niniejszej pracy doktorskiej jako materiafu 2r6dlowego do dalszych

eksperyment6w. Wszystkie analizy przeprowadzono w odpowiednich powt6rzeniach biologicznych i
technicznych, z zastosowaniem wla6ciwych metod statystycznych. Rozdzial ten obrazuje jak szeroki

wachlarz metod badawczych zastosowano w pracy i jak wielki naklad pracy i oponowanie szeregu

technik badawczych bylo wymagane od Doktoranta. Ze wzglEdtt na obszemq metodykE bada6, w

niekt6rych miejscach opis metodyki bywa trudny do zrozumienia, zanim czytelnik nie zapozna sig z

wynikami. Prnlkladem mo2e byt analiza resekcji koric6w DNA, w kt6rym nie wyja3niono czym sa

analizowane regiony oznaczone poszczeg6lnymi literami i warto byloby schemat pokazany na str.72 i

75 pokazat ju2 w czg6ci metodycznej.

W rozdziale tltyniki Doktorant szczeg6lowo opisuje przeprowadzone eksperymenty a uzyskane

wyniki prezentuje nabardzo dobrze opracowanych rycinach i wykresach. Pierwsza czg(;t, pracy dotyczy

wykorzystania 3 r62nych gI{NA wiq21cych sig w r6znych miejscach wzglgdem ci4gu powt6rzehCAG

(gRNAl - przed, sekwencj4 CAG, gRNA2 - w wielu miejscach ci4gu powt6rzeh CAG, gRNA4 - 58 nt

poniZej powt6rzeri CAG) do indukcji p9kni96 DNA i nastgpnie oceny efekt6w naprawy na podstawie

oceny fragment6w po sekwencjonowaniu (NGS). Zidentyfikowane warianty sekwencji przypisano do

6 r62nych kategorii (41 CAG - sekwencja nieedytowana; Ins CAG - wzrost liczby powt6rzeri CAG,

bez przesunigcia ramki odczyhr; Del CAG - spadek liczby powt6rze,h CAG, bez przesunigcia ramki

odczytu; Ins - insercje prowadz1ce do przesunigcia ramki odczytl; Del - delecje prowadz4ce do

przesunigcia ramki odczytu; Indel - zloione zmiany prowadz4ce do przesunigcia ramki). Podej6cie

takie pozwala na zaprezentowanie uzyskanych wynik6w z odcryt6w sekwencjonowania w formie

grafrcznej i ich por6wnanie migdzy sob4. Poniewa2 w pr6bie nieedyowalnej czgsto56 wariantu

wyjSciowego ,,41 CAG" jest na poziomie -50oh, pojawia sig pytanie w jaki spos6b oceniano

efektywno66 edycji badanego locus i czy bylo mo2liwe wystgpowanie heterogennej populacji kom6rek

poddanych edytowaniu? Cry oceniano takie wptyw edycji na przeirywalno66 i proliferacjg kom6rek,

majqc na uwadze dane dowodzqce, Le dwuniciowe pgknigcia DNA wywolane przez CRISPR-Cas9

mog4 prowadzi| do zatrzymania cyklu kom6rkowego (m)n. za po5rednictwem p53)? Wyniki uzyskane

po zastosowaniu poszczeg6lnych gItNA pokazano jako czgstoS6 wystgpowania poszczeg6lnych

wariant6w wraz z pokazaniem trzech najczgiciej obecnych zmienionych sekwencji, co jest bardzo

dobrym podej6ciem. Wszystkie wyniki dla poszczeg6lnych gRNA1,2,4 oraz kombinacji gRNAI+

gRNA4 szczeg6lowo om6wiono i wykazano j akzloione kombinacje r62nych wariant6w sekwencji byty

efektem wprowadzonych dwuniciowych pgknig6 DNA. Do najwa1niejszych wynik6w ztej czE1cipracy

uzna6 nalefi wykazanie, ze spos6b skacania ci4gu CAG jest zalezny od umiejscowienia podw6jnego

pgknigcia DNA oraz sekwencji otaczaj1cych a takje zidentyfikowanie takiego mechanizmu naprawy
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(przy zastosowaniu gRNA2), przy kt6rym wigkszoS6 uzyskanych produkt6w sekcjonowania (-90%)

wykazywala delecje powt6rzeri CAG w obrgbie ramki odczytu. Odkrycie to ma du2y potencjal

aplikacyjny (terapeutyczny). W tym kontek(cie warto bylby dodatkowo wykonad sekwencjonowanie

calego genomu lub chociaz sekwencjonowanie dlugich fragment6w DNA, w celu identyfikacji czy nie

dochodzi do rearaniacji w innych, bardziej odlegtych miejscach genomu. Maj4c na uwadze potencjalny

aspekt terapeutyczny prowadzonych badari, nale1alby tak2e oceni6 czy edyowanie locus HTT wplywa

na jego funkcjonowanie.

Nastgpnym etapem badan byla ocena dynamiki procesu skracania ci4gu powt6rzeri CAG jako

efekt indukowanych dwuniciowych pgknig6 DNA. Kom6rki z wprowadzonymi edycjami genomu za

pomocq gRNAI i gRNA2 badano w nastgpuj4cych punktach czasowych - lh,4h, 24hpo transfekcji

RNP. Wykazano odmienn4 dynamikg tego procesu w zaleinoici od uzlrtego gRNA - w przypadku

gRNAlskr6cenie ci4gu CAG obserwowano dopiero po 24h a w przypadku gRNA2 ju2 po 4h i dalsze

skracanie w kolejnych godzinach. Wyniki te sugerujq udzial odmiennych mechanizm6w naprawczych

DNA, jednak nie zostaly om6wione w tym kontek6cie. Byty jednak wi424ce dla kolejnego

eksperymentu, w kt6rym okre6lono zasigg i intensywnoS6 resekcji koric6w DNA. Do tego celu

zastosowano bardzo interesuj4cq metodg opart4 o qPCR na genomowym DNA wyizolowanym z

kom6rek edytowanych i trawionych przez zestaw enzym6w restrykcyjnych. Poziom resekcji okreSlano

por6wnuj4c wartoSci ACt uzyskane we frakcjach strawionych i niestrawionych. Optymalizacja metody

byla czasochlonna i pracochlonna (wiele testowanych enzym6w restrykcyjnych i miejsc cigcia, w tym

analiza drugiego locus innego niL HTT oraz dodatkowo badany inny typ kom6rek - fibroblasty

GM04208 pozaHEK293T) ale ostatecznie pozwolila na uzyskanie bardzo cennych wynik6w. Analizie

poddano po 4 miejsca restrykcyjne zlokalizowane powy2ej i poni2ej w r62nych odleglo6ciach od

powt6rzeri CAG w locus HTT. Za najwailniejsze wyniki z tej czgi;ci badafi uzna6 naleiry wykazanie, 2e

zasigg, intensywno3| i czas resekcji kofrc6w DNA w czasie naprawy dwuniciowych pgknig6 DNA s4

uwarunkowane lokalizacj4 cigcia i typem kom6rki (niisza intensywnoS6 procesu resekcji w

fibroblastach). Stwierdzono zaleLnoi(, pomigdzy intensywnoSci4 resekcji a dlugo6ci4 ciEgu powt6rzeri,

przy crp dfu2sze ci4gi promowaly mechanizn naprawy wykorzystuj4cy resekcjg koric6w DNA. Dane

te wskazuj4 na potrzebg badania innych modeli kom6rkowych, szczeg6lnie kom6rek neuronalnych i

powi4zania analizy naprawy pgknig6 DNA w czasie w odniesieniu do cyklu kom6rkowego w danym

typie kom6rek.

Ostatni wqtek badawczy poruszany w pracy doktorskiej dotyczyl okre6lenia roli wybranych

bialek naprawczych w skracaniu ci4gu powt6rzeri CAG w gerue HTT. Wybrano 7 bialek

zaangaiowanych w r6zne mechanizmy naprawy DNA: MREI l, CTIP i EXOI (resekcje), KU70/80 i

Artemis (NHEJ), POL0 (TMEJ) i RAD51 (HR). W tabeli 5.5 wskazano tylko 6 bialek. Inhibicjg bialek

wykonano chemicznie lub z wykorzystaniem siRNA. Indukcjg dwuniciowych pgknig6 DNA
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prowadzono przy pomocy sgRNAl i sgRNA2 i wyniki prezentowano jako zmiany procentowe w

tdziale produkt6w zawierujqcych skr6cone ci4gi powt6rzeri. Wyniki szczeg6lowo zaprezentowano w

postaci elektroforegram6w po rozdziale produkt6w PCR po amplifikacji i zbiorczo w postaci

wykres6w. W przypadku dzialania sgRNAl redukcje skr6ceri ciqgu powt6rzehwzglgdem kontroli byla

obserwowana dla POL0, EXOI i KU70/80, natomiast dla sgRNA2 dla MRE1l, RADSI, CTIP i

KU70/80. Wskazuje to na zr62nicowanie zaangaiowanie r62nych bialek naprawy DNA w zaleinolci

od lokalizacji pgknig6. Dodatkowo, bardziej szczeg6lowej analizie poddano POLO, h6rego inhibicja

chemiczna i za pomoc4 siRNA spowodowala zmniejszenie skr6conych ci4g6w o -30o/, w przypadku

gRNAl. Bialko to jest kluczowe dla mechanizmu naprawy DNA -TMEJ, co moze sugerowa6 znaczq

rolg tego procesu i pomanie tego mechanizmu w niniejszej pracy doktorskiej stanowi wailne osi4gnigcie,

kt6re mo2e mre6 istotne maczeniadla dalszych badari nad opracowaniem metod efektywnego skarcenia

patologicznych ci4g6w CAG w chorobie Huntingtona.

W rozdziale Dyskusja Doktorant umiejgtnie dokonal interpretacji uzyskanych wynik6w i

odwolal sig do innych pozycji literaturowych. Nie jest ich niestety zbyt duho (kilkana6cie pozycji), z

czego w duzej czgSci romtailaniaprowadzi sig do pracy wlasnej (z BMC Biology), kt6rej Doktorant jest

wsp6lautorem. Ta czE{6 pracy jest poprawna a na uznanie zastuguje opracowanie dw6ch modeli

naprawy dwuniciowych pgknig6 DNA indukowanych na pocz4tku ortv wewnqtz ci4gl powt6rzefl

CAG w kom6rkach ludzkich. Rozprawg doktorsk4 koriczy rozdzial Wnioski, w kt6rym sformulowano

5 kluczowych wniosk6w. W pierwszym z nich uZyto sformulowania ,,w kom6rkach ludzkich", co jest

nawi4zaniem do postawionego celu badari, moZe jednak sugerowai objecie badaniami znacznie

wigkszej liczby typ6w kom6rek. Wydawalaby sig bardziej zasadne odwolanie do u2ytego modelu

kom6rkowego. Pozostale wnioski nie budz4 zastrzeieh.

Podsumowuj4c, stwierdzam, 2e zaloilone cele pracy doklorskiej zostaly w pelni zrealizowane

za pomocq adekwatnych i nowoczesnych metod badawczych. Doktorant wykazal sig bardzo dobrym

opanowaniem warsztatu badawczego, umiejgtno6ci4 samodzielnego prowadzeniabadah i bardzo dobrze

poradzil sobie z interpretacj4 wielu szczeg6lowych wynik6w, co potwier&a jego dulE wiedzq

teoretycznEw dyscyplinie nauki biologiczne. Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi istotny

wklad w badania nad poznaniem proces6w naprawy DNA, kt6re s1przyczpq stabilnoSci ci4g6w CAG,

w chorobach neurodegeneracyjnych czlowieka i stanowi oryginalne ronui4zanie problemu naukowego.

Uzyskane wyniki s4 niezwykle walne ze wzglgdiw pozl.rawczych i otwieraj4 nowe perspektywy badaf

w zakresie opracowania nowych terapii molekularnych chor6b neurodegeneracyjnych w oparciu o

techniki edycji genom6w. Na uznanie zasfuguje tak2e opublikowanie wynik6w badari w presti2owym

czasopi6mie naukowym.
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WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Identyfikacja procesiw zaanga2owanych w

skracanie ciqgu powt6rzei CAG w wyniku indukcji dwuniciowych pgknigt DNA w genie HTT' ' autorstwa

Pana mgra inZ. Mateusza Nowaczyka spelnia wszystkie wymogi formalne okreSlone w Ustawie z dnia

20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wy2szym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) oraz w

Sposobie postEpowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w

Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr 40l2025llnternetlRN_140 z dnia 18 marca 2025 r.).

Wnoszg zatem do Rady Naukowej InstSrtutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o przyjgcie

przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pana mgratnL. Mateusza Nowaczyka do dalszych

etap6w postgpowania o nadanie stopnia doktora. Bior4c pod uwagg zakres i wysoki poziom

przeprowadzonych bada6, duze walory poznawcze uzyskanych wynik6w orazfakt ich opublikowania

w presti2owym czasopiSmie naukowym wnoszg r6wniez o wyr6znienie rozprawy.

Signed by /
Podpisano przez:

lzabela Maria
Szczerbal

Date / Data:
2025-08-08 12:16

Poznan, dn. 8 sierpnia2D25r /- prof. dr hab. IzabelaSzczerball
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