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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORKSIEJ
Pana mgra inz. Mateusza Nowaczyka
pt. ,Identyfikacja proceséw zaangazowanych w skracanie ciggu powtérzen CAG w wyniku

indukcji dwuniciowych peknieé DNA w genie HTT”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk
w Poznaniu, w Zaktadzie Inzynierii Genomowej, pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Marty
Olejniczak. Rozprawa doktorska zostata przygotowana jako klasyczne opracowanie monograficzne,
obejmujace nastgpujace rozdzialy: Streszczenie w jgzyku polskim i angielskim (po 1 stronie), Wstep (24
strony), Cel pracy (1 strona), Materiat (10 stron), Metody (16 stron), Wyniki (45 stron), Dyskusja (12
stron), Wnioski (1 strona) oraz Literatura obejmujacy 222 pozycje. Cata praca liczy 145 stron i jest
bogata w liczne rysunki (46) i tabele (17). Badania do pracy sfinansowano w ramach projektu OPUS 15
Narodowego Centrum Nauki (nr 2018/29/N/NZ1/00293), ktorego kierownikiem jest promotor rozprawy
doktorskiej. Wyniki uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej zostaty opublikowane w
oryginalnej pracy tworczej 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 czasopi$mie
BMC Biology (IF2024=4,5) w 2024 roku, w ktorej Doktorant dzieli pozycj¢ pierwszego autora.
Dodatkowo, Doktorant jest wspotautorem dwoch prac przegladowych dotyczacych stosowania metody
CRISPR-Cas do edytowania genomu opublikowanych w czasopismach: Cells (IF2020=6,6) w 2020 roku
oraz Biotechnology Advances (IF2021=17,6) w 2021 roku. Dorobek publikacyjny Doktoranta uznad
nalezy za bardzo warto$ciowy.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy poznania mechanizmoéw odpowiedzialnych za
niestabilno$¢ ciggow trinukleotydowych CAG. Ekspansja takich powtérzen  jest przyczyng
dziedzicznych, neurodegeneracyjnych chordb cztowieka, w tym choroby Huntingtona. Wskazuje sig, ze
wybrane $ciezki naprawy DNA s3 przyczyna skracania lub wydtuzania ciggow CAG, jednak
szczegdlowa wiedza o mechanizmach dziatania tych procesow jest ciagle niepetna. Doktorant podjat sig
ambitnego zadania dotyczacego poznania roli mechanizmow naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA w

obrebie powtorzen CAG w ludzkim genie HTT w kontekscie ich stabilno$ci. Zastosowat nowoczesne
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techniki badawcze, m.in. metode CRISPR-Cas9 do indukowania DSB i analizowat jak rozne
mechanizmy naprawy DNA prowadza do zmian dlugosci ciaggéw. Wiedza o mechanizmach
wplywajacych na niestabilno$¢ ciggow powtorzen CAG stwarza podstawy do opracowania nowych
podje$¢ terapeutycznych majacych na celu skracanie dhugosci patologicznych —sekwencji
trinkukloetydowych w chorobach neurodegeneracyjnych. Nalezy zaznaczy¢, ze zesp6t kierowany przez
prof. dr hab. Marte Olejniczak od lat prowadzi kompleksowe badania ukierunkowane na rozwdj
nowoczesnych terapii molekularnych chordb neurodegeneracyjnych w oparciu o technikge RNAi czy
edycji genomo6w i osiggnigcia tego zespolu maja istotny wkilad w zrozumienie mechanizmow
molekularnych lezacych u podstaw patologii choréb poliglutaminowych. Przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska wpisuje si¢ w ten nurt badan i stanowi kolejne, wazne dokonanie naukowe na tym
polu.
OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Rozprawe doktorskg rozpoczynajg streszczenia, w jgzyku polskim i angielskim, ktore sg dos¢
skrotowo przedstawione, jednakze pozwalaja czytelnikowi na poznanianie kluczowych elementow
pracy doktorskiej. Rozdziat Wstep zostal bardzo staranie i wnikliwie napisany. Doktorant przedstawit
w nim informacje o sekwencjach mikrostatelitarnych w genomie cztowieka i dokonat przeglagdu choréb
zwigzanych z ich ekspansja, szczegbtowo opisal mechanizmy naprawy DNA oraz narzedzia inzynierii
genetycznej do indukcji dwuniciowych peknig¢ DNA w kontekscie skracania ciggéw CAG jako efekt
naprawy DNA. Przedstawione tresci dobrze wprowadzaja czytajacego do tematyki pracy doktorskiej.
Rozdzial wzbogacaja liczne schematy i ryciny. Drobne uwagi czy watpliwosci budza nastgpujace
kwestie poruszane w tym rozdziale:

- czy stwierdzenie na str. 15 o niepatologicznej liczbie powtorzen w zakresie od 30-40 w
chorobach poliQ mozna uznaé za poprawne? Nawet w odniesieniu do tabeli 1.2, gdzie pokazano wiele
przyktadow powtorzen, ktorych zakres od 34 bywa juz patologiczny?

- poniewaz gléwmy obiektem zainteresowania w prowadzonych badaniach jest choroba
Huntingtona, mozna bytoby oczekiwaé bardziej szczegdtowego przedstawienia stanu zaawansowania
badan przedklinicznych/klinicznych tej choroby np. w formie tabelarycznej. Stwierdzenie na stronie na
str. 15 o braku skutecznej terapii jest oczywiscie prawdziwe ale tez nie informuje o wielu podjgtych

probach leczenia tej choroby.

Inne drobne bledy w tym rozdziale to m.in.:

- zamiast ,$wiezo zsyntetyzowna ni¢ DNA” na str. 18 - lepiej uzy¢ sformutowania ,,nowo
zsyntetyzowna”

- nazwy enzymOw- np. ligaza DNA I zapisujemy malg literg - str. 19

- niektore bardziej zfozone ryciny wymagataby bardziej szczegotowej legendy — np. na rys. 1.4.1.1 —

brak informacji co oznacza znak zapytania, nie wynika to takze z informacji podanych na str. 27 pracy
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dla procesu TMEJ a jedynie dla SSA na str. 28. Dlaczego np. dla procesu NHEJ na tym schemacie
pokazana jest LIG3 zamiast LIG IV jak w podano w pracy zrodtowej?

W kolejnym rozdziale pracy doktorskiej sformutowano ogolny cel badafh dotyczacy
doktadniejszego poznania mechanizméw naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA w regionach powtorzen
CAG w endogennym locus HTT w komorkach ludzkich. Nie przedstawiono hipotez badawczych, ktére
zwykle sg oczekiwane w pracach o charakterze eksperymentalnym. Cel pracy realizowano w oparciu o
4 szczegbdlowe zadania badawcze obejmujgce: i) charakterystyke produktéw naprawy dwuniciowych
peknie¢ DNA w badanym locus; ii) okreslenie udziatu i zasiggu resekcji koncow DNA w czasie
naprawy; iii) okre$lenie wplywu miejsca indukcji dwuniciowych pgknig¢ DNA na przebieg naprawy i
jego koncowy efekt; iv) identyfikacje biatek zaangazowanych w skracanie ciaggéw powtorzen CAG.
Przedstawione zadania badawcze sa adekwatne do zatozonego celu, w sposob kompleksowy pozwalaja
na poznanie badanego mechanizmu i ich realizacja ma bardzo duzy aspekt poznaczy.

Jako model badawczy wybrano zmodyfikowane komoérki HEK293T z ekspansjg powtorzen
CAG w genie HTT wynoszacg 41. Jak kazdy model badawczy, rowniez ten, ma swoje zalety i
ograniczenia. Do zalet zaliczy¢ nalezy uzycie endogennego locus HTT z do§¢ prostym do badania
ciggiem powtdrzen — umiarkowanym w swojej dtugoséci i w takim samym uktadzie na obu allelach. W
konteksécie badan translacyjnych model ten ma swoje ograniczenia, gdyz w komodrkach pacjentow z
chorobg Huntingtona ciagi powtorzen sa zwykle w uktadach heterozygotycznych, dlatego w kolejnych
badaniach cenne byloby uzycie takze takiego modelu, z silnej wydtuzonymi ciagami. Rodzaj uzytych
komorek takze ma znaczenie dla przebiegu eksperymentu - brak komoérek neuronalnych,
postmitotycznych o innym profilu ekspresji i innym profilu zmian epigenetycznych moze warunkowac
typ naprawy DNA i wptywaé na funkcjonowanie genu H7'T po edycji jego locus. W pracy wykorzystano
takze fibroblasty GM04208 z Coriell Cell Repositories (Camden, NJ, USA) posiadajgce 21 i 44
powtérzenia CAG w genie HTT, jednak w czesci pracy dotyczacej przedstawionych zadan badawczych
nie wskazano celu ich uzycia a informacja ta pojawia si¢ w kolejnym rozdziale Materiat i dopiero w
momencie czytania Wynikow staje si¢ jasne w jakim celu zostaty zastosowane. Informacja ta mogla
pojawié si¢ wczesniej. Rozdzial ten zawiera szczegblowe informacje o uzytych odczynnikach,
oligonukleotydach, przeciwciatach, inhibitorach czy enzymach oraz sktadach stosowanych buforow
oraz sprzecie. W przypadku wigkszosci uzytych materiatéw podawano numery katalogowe, co jest
cenne w sytuacji potrzeby powtarzania eksperymentow, czasami jednak tych szczegétowych danych
zabraklo.

W rozdziale Metody opisano prowadzenie hodowli komorkowych, stosowanie systemu CRIPR-
Cas9, metody transfekcji w oparciu o elektroporacje i za pomocg lipofektaminy lub polietylenoiminy,

stosowanie inhibitoréw chemicznych biatek, analize produktow po NGS, analize dynamiki skracania
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ciagu powtorzen z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej, analize resekcji koncow DNA w oparciu
o trawinie restrykcyjne fragmentow i nastgpnie wykonanie qPCR, analize udziatu biatek naprawy DNA.
Opis metod badawczych jest bardzo precyzyjny a przedstawione warunki i sktady poszczegdlnych
reakcji pozwalajg na wykorzystania niniejszej pracy doktorskiej jako materiatu zrodtowego do dalszych
cksperymentéw. Wszystkie analizy przeprowadzono w odpowiednich powtérzeniach biologicznych i
technicznych, z zastosowaniem wiasciwych metod statystycznych. Rozdziat ten obrazuje jak szeroki
wachlarz metod badawczych zastosowano w pracy i jak wielki naktad pracy i oponowanie szeregu
technik badawczych bylo wymagane od Doktoranta. Ze wzgledu na obszerng metodyke badan, w
niektorych miejscach opis metodyki bywa trudny do zrozumienia, zanim czytelnik nie zapozna si¢ z
wynikami. Przykladem moze by¢ analiza resekcji koncow DNA, w ktérym nie wyjasniono czym sa
analizowane regiony oznaczone poszczegdlnymi literami i warto bytoby schemat pokazany na str.72 i

75 pokazaé juz w czg$ci metodycznej.

W rozdziale Wyniki Doktorant szczegbtowo opisuje przeprowadzone eksperymenty a uzyskane
wyniki prezentuje na bardzo dobrze opracowanych rycinach i wykresach. Pierwsza czg$¢ pracy dotyczy
wykorzystania 3 réznych gRNA wiazacych si¢ w réznych miejscach wzgledem ciggu powtérzeh CAG
(gRNAL - przed sekwencja CAG, gRNA2 - w wielu miejscach ciggu powtérzen CAG, gRNA4 - 58 nt
ponizej powtorzen CAG) do indukcji pgknigé DNA i nastgpnie oceny efektow naprawy na podstawie
oceny fragmentow po sekwencjonowaniu (NGS). Zidentyfikowane warianty sekwencji przypisano do
6 r6znych kategorii (41 CAG — sekwencja nieedytowana; Ins CAG — wzrost liczby powtorzen CAG,
bez przesunigcia ramki odczytu; Del CAG — spadek liczby powtdérzen CAG, bez przesunigcia ramki
odczytu; Ins — insercje prowadzace do przesunigcia ramki odczytu; Del — delecje prowadzace do
przesunigcia ramki odczytu; Indel — zlozone zmiany prowadzgce do przesunigcia ramki). Podej$cie
takie pozwala na zaprezentowanie uzyskanych wynikow z odczytéw sekwencjonowania w formie
graficznej i1 ich poréwnanie migedzy sobg. Poniewaz w probie nieedytowalnej czestos¢ wariantu
wyjsciowego ,41 CAG” jest na poziomie ~50%, pojawia si¢ pytanie w jaki sposob oceniano
efektywnos¢ edycji badanego locus i czy byto mozliwe wystgpowanie heterogennej populacji komorek
poddanych edytowaniu? Czy oceniano takze wpltyw edycji na przezywalnos¢ i proliferacj¢ komorek,
majac na uwadze dane dowodzace, ze dwuniciowe pgkniecia DNA wywotane przez CRISPR-Cas9
moga prowadzi¢ do zatrzymania cyklu komoérkowego (m.in. za posrednictwem p53)? Wyniki uzyskane
po zastosowaniu poszczegdlnych gRNA pokazano jako czestos¢ wystepowania poszczegdlnych
wariantow wraz z pokazaniem trzech najcze¢sciej obecnych zmienionych sekwencji, co jest bardzo
dobrym podejsciem. Wszystkie wyniki dla poszczegdlnych gRNA1,2,4 oraz kombinacji gRNA1+
gRNA4 szczegdtowo omodwiono i wykazano jak ztozone kombinacje roznych wariantow sekwencji byty
efektem wprowadzonych dwuniciowych peknig¢ DNA. Do najwazniejszych wynikow z tej cze¢sci pracy
uzna¢ nalezy wykazanie, ze sposob skracania ciggu CAG jest zalezny od umiejscowienia podwdjnego

peknigcia DNA oraz sekwencji otaczajacych a takze zidentyfikowanie takiego mechanizmu naprawy
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(przy zastosowaniu gRNA2), przy ktorym wigkszos$¢ uzyskanych produktéw sekcjonowania (~90%)
wykazywala delecje powtorzen CAG w obrgbie ramki odczytu. Odkrycie to ma duzy potencjat
aplikacyjny (terapeutyczny). W tym kontekscie warto bylby dodatkowo wykona¢ sekwencjonowanie
calego genomu lub chociaz sekwencjonowanie dtugich fragmentow DNA, w celu identyfikacji czy nie
dochodzi do rearanzacji w innych, bardziej odlegtych miejscach genomu. Majac na uwadze potencjalny
aspekt terapeutyczny prowadzonych badan, nalezatby takze oceni¢ czy edytowanie locus HTT wplywa
na jego funkcjonowanie.

Nastepnym etapem badan byta ocena dynamiki procesu skracania ciggu powtdrzen CAG jako
efekt indukowanych dwuniciowych peknie¢ DNA. Komorki z wprowadzonymi edycjami genomu za
pomoca gRNAT i gRNA2 badano w nastgpujacych punktach czasowych — 1h, 4h, 24h po transfekcji
RNP. Wykazano odmienng dynamike tego procesu w zaleznosci od uzytego gRNA - w przypadku
gRNA 1skrocenie ciggu CAG obserwowano dopiero po 24h a w przypadku gRNA2 juz po 4h i dalsze
skracanie w kolejnych godzinach. Wyniki te sugerujg udziat odmiennych mechanizméw naprawczych
DNA, jednak nie zostaly omdéwione w tym konteks$cie. Byly jednak wigzace dla kolejnego
eksperymentu, w ktorym okreslono zasigg i intensywnos$¢ resekcji koncow DNA. Do tego celu
zastosowano bardzo interesujaca metodg¢ oparta o qPCR na genomowym DNA wyizolowanym z
komorek edytowanych i trawionych przez zestaw enzymow restrykcyjnych. Poziom resekcji okreslano
porownujac wartosci ACt uzyskane we frakcjach strawionych i niestrawionych. Optymalizacja metody
byla czasochtonna i pracochtonna (wiele testowanych enzymow restrykcyjnych i miejsc cigcia, w tym
analiza drugiego locus innego niz HTT oraz dodatkowo badany inny typ komoérek — fibroblasty
GMO04208 poza HEK293T) ale ostatecznie pozwolita na uzyskanie bardzo cennych wynikow. Analizie
poddano po 4 miejsca restrykcyjne zlokalizowane powyzej i ponizej w roznych odleglosciach od
powtdrzen CAG w locus HTT. Za najwazniejsze wyniki z tej czg$ci badan uznac nalezy wykazanie, ze
zasigg, intensywnosc i czas resekcji koncow DNA w czasie naprawy dwuniciowych peknigé DNA sg
uwarunkowane lokalizacja cigcia i typem komorki (nizsza intensywno$¢ procesu resekcji w
fibroblastach). Stwierdzono zalezno$¢ pomigdzy intensywnoscig resekcji a dlugoscig ciggu powtorzen,
przy czym dtuzsze ciagi promowaly mechanizm naprawy wykorzystujgcy resekcje koncow DNA. Dane
te wskazuja na potrzeb¢ badania innych modeli komdrkowych, szczegélnie komoérek neuronalnych i
powiazania analizy naprawy peknig¢ DNA w czasie w odniesieniu do cyklu komérkowego w danym
typie komorek.

Ostatni watek badawczy poruszany w pracy doktorskiej dotyczyt okreslenia roli wybranych
bialek naprawczych w skracaniu ciggu powtorzen CAG w genie HTT. Wybrano 7 biatek
zaangazowanych w rozne mechanizmy naprawy DNA: MRE11, CTIP i EXOI (resekcje), KU70/80 i
Artemis (NHEJ), POL6 (TMEJ) i RAD51 (HR). W tabeli 5.5 wskazano tylko 6 bialek. Inhibicj¢ bialek
wykonano chemicznie lub z wykorzystaniem siRNA. Indukcje dwuniciowych peknig¢ DNA
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prowadzono przy pomocy sgRNA1 i sgRNA2 i wyniki prezentowano jako zmiany procentowe w
udziale produktow zawierajgcych skrocone ciagi powtdrzen. Wyniki szczegétowo zaprezentowano w
postaci elektroforegraméw po rozdziale produktéw PCR po amplifikacji i zbiorczo w postaci
wykresow. W przypadku dziatania sgRNA1 redukcje skrocen ciagu powtorzen wzglgdem kontroli byta
obserwowana dla POLO, EXO1 i KU70/80, natomiast dla sgRNA2 dla MRE11, RADS51, CTIP i
KU70/80. Wskazuje to na zréznicowanie zaangazowanie réznych biatek naprawy DNA w zaleznosci
od lokalizacji peknigé. Dodatkowo, bardziej szczegdtowej analizie poddano POLS, ktérego inhibicja
chemiczna i za pomocg siRNA spowodowala zmniejszenie skroconych ciaggow o ~30% w przypadku
gRNAL. Bialko to jest kluczowe dla mechanizmu naprawy DNA —TMEJ, co moze sugerowac znaczg
role tego procesu i poznanie tego mechanizmu w niniejszej pracy doktorskiej stanowi wazne osiggnigcie,
ktore moze mie¢ istotne znaczenia dla dalszych badan nad opracowaniem metod efektywnego skarcenia

patologicznych ciggéw CAG w chorobie Huntingtona.

W rozdziale Dyskusja Doktorant umiej¢tnie dokonal interpretacji uzyskanych wynikow i
odwotat sie do innych pozycji literaturowych. Nie jest ich niestety zbyt duzo (kilkanascie pozycji), z
czego w duzej cze$ci rozwazania prowadzi si¢ do pracy wiasnej (z BMC Biology), ktdrej Doktorant jest
wspoétautorem. Ta cze$¢ pracy jest poprawna a na uznanie zashiguje opracowanie dwoch modeli
naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA indukowanych na poczatku oraz wewnatrz ciggu powtdrzen
CAG w komorkach ludzkich. Rozprawe doktorska konczy rozdziat Whioski, w ktéorym sformutowano
5 kluczowych wnioskow. W pierwszym z nich uzyto sformutowania ,,w komorkach ludzkich”, co jest
nawigzaniem do postawionego celu badan, moze jednak sugerowa¢ objecie badaniami znacznie
wigkszej liczby typow komorek. Wydawalaby si¢ bardziej zasadne odwotanie do uzytego modelu

komoérkowego. Pozostate wnioski nie budzg zastrzezen.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze zatozone cele pracy doktorskiej zostaly w petni zrealizowane
za pomocg adekwatnych i nowoczesnych metod badawczych. Doktorant wykazat si¢ bardzo dobrym
opanowaniem warsztatu badawczego, umiejetno$cig samodzielnego prowadzenia badan i bardzo dobrze
poradzil sobie z interpretacja wielu szczegélowych wynikéw, co potwierdza jego duza wiedzg
teoretyczng w dyscyplinie nauki biologiczne. Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi istotny
wktad w badania nad poznaniem proces6w naprawy DNA, ktore sg przyczyng stabilnosci ciggéw CAG,
w chorobach neurodegeneracyjnych cztowieka i stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Uzyskane wyniki sg niezwykle wazne ze wzglgdow poznawczych i otwieraja nowe perspektywy badan
w zakresie opracowania nowych terapii molekularnych choréb neurodegeneracyjnych w oparciu o
techniki edycji genomow. Na uznanie zastuguje takze opublikowanie wynikow badan w prestizowym

czasopi$mie naukowym.
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WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,./dentyfikacja proceséw zaangazowanych w
skracanie ciggu powtorzen CAG w wyniku indukcji dwuniciowych peknie¢ DNA w genie HTT” autorstwa
Pana mgra inz. Mateusza Nowaczyka spetnia wszystkie wymogi formalne okreslone w Ustawie z dnia
20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym 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 (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 40/2025/Internet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.).
Wnosz¢ zatem do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu o przyjecie
przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pana mgra inz. Mateusza Nowaczyka do dalszych
etapOw postepowania o nadanie stopnia doktora. Biorgc pod uwage zakres i wysoki poziom
przeprowadzonych badan, duze walory poznawcze uzyskanych wynikow oraz fakt ich opublikowania

W prestizowym czasopi$mie naukowym wnosz¢ rowniez o wyrdznienie rozprawy.

Signed by /
Podpisano przez:

Izabela Maria
Szczerbal

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

Poznan, dn. 8 sierpnia 2025r. /~ prof. dr hab. Izabela Szczerbal/
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