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CAG w wyniku indukcji dwuniciowych peknigé DNA w genie HTT”

Choroby poliglutaminowe (polyQ) to grupa rzadkich schorzen neurodegeneracyjnych,
zwigzanych ze specjalnym typem mutacji w filogenetycznie nie powigzanych genach. Mutacja
wywolana ekspansja polegajaca na zwigkszeniu liczby powtérzen tréjnukleotydowych CAG w
sekwencji kodujacej genu. Toksyczne biatko powstajgce z takiej sekwencji zawiera dhugie
domeny poliglutaminowe, ktére zmieniajg funkcjg tego biatka i fizjologie komérek nerwowych.
Niektore z najbardziej rozpowszechnionych choréb polyQ to choroba Huntingtona (HD), czy
ataksja rdzeniowo-mézdzkowa typu (SCA) typy 3 czy 7. Pacjenci cierpigcy na te choroby
doswiadczajg powaznych objawéw motorycznych, ostatecznie prowadzacych do
niepetnosprawnosci i utraty niezaleznosci. Obecnie brakuje leczenia ukierunkowanego na
mechanizmy zwigzane z patogenezg choroby.

Poszczegblne choroby charakteryzujg si¢ réznym poziomem niestabilnosci diugosci ciagéw, a
w przypadku wszystkich choréb poliQ obecno$¢ diuzszego ciggu powtérzen skutkuje

silniejszymi objawami i wezeéniejszym ich ujawnieniem.

Katedra Genetyki Molekularnej, Uniwersytet kodzki
ul. Pomorska 141/143 12/16, 90-236 £adz, fax (42) 635 44 84

Dyrektor Instytutu Biochemii: prof. dr hab, Tomasz Sliwinski
tel. (42) 635 44 86, e-mail; tomasz,sliwinski@biol,uni.lodz, pl



W chorobach tych pojawia si¢ zjawisko antycypacji polegajgce na wzrodcie liczby powtérzen i
nasilaniu si¢ objawéw w kolejnych pokoleniach. Jest to zwigzane z niestabilnoscig zachodzacg
w komérkach rozrodczych. W przypadku wielu tego typu schorzef, opr6cz niestabilnosci
germinalngj, obserwuje si¢ rowniez niestabilno$¢ somatyczng. Powoduje ona stopniowe
zwigkszanie liczby powtérzen w okreslonych tkankach organizmu, prowadzgc do mozaicyzmu
somatycznego, W ktérym rézne komoérki mogg zawiera¢ r6zng liczbg powt6rzen CAG. W
przypadku choréb neurodegeneracyjnych, takich jak HD dochodzi do bardzo duzych ekspansji
powtérzeih CAG w komorkach nerwowych, w ktorych procesy replikacji DNA czy
rekombinacji s3 zahamowane. Rodzi to sugestie, ze mechanizmy naprawy DNA mogg by¢
zaangazowane w ekspansje tych powtérzen w tego typu komorkach, a za gtéwny

mechanizm zaangazowany w ekspansj¢ powtérzeh CAG w HD uwaza si¢ MMR (ang.
mismatch repair). Paradoksalnie mechanizmy naprawy DNA, ktérych rola jest utrzymywanie
stabilnosci genomu, moga dzialaé nieprawidlowo, przyczyniajac si¢ do ekspansji
somatycznych, a w konsekwencji patogenezy choréb takich jak HD w przypadku obecnosci
wydtuzonych ciggéw powtérzen CAG (w postaci petli czy struktur spinki do wiosow).
Zrozumienie natury uszkodzen DNA oraz mechanizméw pozwalajacych na ich naprawe moze
okazaé si¢ kluczowe w projektowaniu réznego rodzaju strategii terapeutycznych chor6b
genetycznych opartych o wlasciwg i celowang edycje genomu. Wéréd tych metod pojawily sig
rowniez takie, ktére umozliwiaja indukowanie dwuniciowych peknig¢ DNA (DSBs, ang.
double strand breaks) w konkretnym miejscu genomu, pomimo iz dwuniciowe pgknigcia DNA
stanowig jedno z najbardziej niebezpiecznych zjawisk zachodzacych w komoérce, mogace
skutkowaé powstaniem mutacji, rearanzacja chromosoméw, utrata czgsci materiatu
genetycznego czy transformacja nowotworowa komérki. Dzigki kierowanym nukleazom
mozliwe jest wprowadzanie precyzyjnych zmian w sekwencjach odpowiedzialnych za
wywolywanie choréb tj. anemia sierpowata czy talasemia beta. Rowniez w przypadku choréb
wywolanych ekspansjg powtérzen mikrosatelitarnych nadziej¢ na przyszlg terapi¢ genowa
moga budzié obserwacje skracania ciggéw powtorzen CAG w wyniku indukcji w ich obrebie
dwuniciowych peknigé DNA.

Jednym z najnowoczesniejszych narzedzi inZynierii genetycznej, pozwalajagcym na indukcjg
DSB w konkretnym, zaplanowanym miejscu, jest system CRISPR-Cas9 (ang. Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats- CRISPR associated 9). Narzedzie to zostalo
wykorzystane do wyjaénienia naturalnego pekania dlugich ciggéw  powtorzen
tréjnukleotydowych w komoérkach drozdzy. Dzigki tym i podobnym podejsciom
zaobserwowano skracanie ciggu, badZ jego catkowite wycigeie, w komorkach drozdzy,

modelach mysich, jak réwniez w komérkach ludzkich,
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Pomimo duzej liczby podejéé eksperymentalnych, koncentrujgcych si¢ na zagadnieniu
skracania ciggdw powtorzen CAG, tylko nieliczne skupity si¢ na identyfikacji zaangazowanych
w ten proces mechanizméw naprawy DNA. Zwlaszeza brak jest prac, ktére skupiatby sie i
wyjasnialyby rol¢ mechanizméw naprawy DSB, indukowanych w powtérzeniach CAG w
endogennym /ocus w ludzkim modelu komorkowym.

Dlatego tez, uwazam za bardzo zasadne podjgcie badan zaprezentowanych w recenzowane;j
rozprawie doktorskie;j.

Praca doktorska mgra inz Mateusza Nowaczyka zostala wykonana pod kierunkiem Pani
Profesor Marty Olejniczak w Zakladzie Inzynierii Genomowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu.

Uklad rozprawy doktorskiej jest o prawidlowy o strukturze tradycyjnej dla prac
doswiadczalnych. W ponizszej recenzji odniostem si¢ do jej poszczegélnych czgsci
(rozdzialow):

Czes¢ teoretyczna

W rozdziale tym, mgr inz. Mateusz Nowaczyk w sposob zwiezly, w nawigzaniu do
prowadzonych badan, wprowadza czytelnika w zakres tematyczny i cel pracy. W pierwszej
czesci Doktorant charakteryzuje sekwencje mikrosatelitarne w genomie czlowieka. Nast¢pnie
Autor skupia si¢ na dokladnym opisie choréb zwigzanych z ekspansja sekwencji
mikrosatelitarnych oraz na przyblizeniu natury niestabilnosci powtérzen CAG w kontekscie
naprawy DNA. W kolejnej czgSci mgr inz. Mateusz Nowaczyk dokonuje dokladnej
charakterystyki wszystkich mechanizméw naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA. W ostatniej
czesci tego rozdziatu pracy Autor zapoznaje czytelnika ze skracaniem ciggéw powtdrzen CAG
w efekcie naprawy DNA oraz z narzgdziami inzynierii genetycznej do indukeji dwuniciowych
peknie¢ DNA. Rozdzial konczy opis wykorzystania systemu CRISPR-Cas9 do skracania
ciggbw powtérze CAG. Informacje zawarte w tej czgSci rozprawy oraz sposéb ich
przedstawienia $wiadcza o bardzo ugruntowanej, szerokiej wiedzy mgra inz. Mateusza

Nowaczyka.

Uzasadnienie i Cel pracy

Cel pracy sformutowany jest w sposob klarowny i jednoznaczny, a jest nim dokladniejsze
poznanie mechanizm6w naprawy dwuniciowych peknigé DNA w regionach powtérzen CAG w
endogennym Jocus w komérkach ludzkich. Jako model wybrano zmodyfikowane komérki
HEK?293T z ekspansjg powtérzen CAG w Jocus HTT, Na realizacj¢ celu pracy skladajg sig
cztery zadania szczeg6lowe:
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o scharakteryzowanie produktow naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA w regionie
powtdrzeti CAG w genie HTT w komorkach ludzkich,

o okreslenie udziatu i zasiggu resekcji koncow DNA w czasie naprawy dwuniciowych
peknig¢ DNA w regionach powtorzei CAG w komoérkach ludzkich,

e okreslenie wplywu miejsca indukcji dwuniciowego peknigcia DNA wzgledem ciggu
powtorzent CAG oraz sekwencji flankujgcych cigg na przebieg i rezultat naprawy,

e identyfikacj¢ bialek zaangazowanych w skracanie ciggu powtdrzen CAG.

Podjgcie realizacji celu rozprawy doktorskiej zostato uzasadnione stosownym odniesieniem do

danych literaturowych.

Materialy i Metody

W pracy wykorzystywano dwie linie komdrkowe:

1) linia HEK293T posiadajaca 41 powtérzen CAG na obu allelach HTT (HEK293T 41CAG).
2) fibroblasty GM04208 pozyskane z Coriell Cell Repositories (Camden, NJ, USA) posiadajace
21 oraz 44 powtérzenia CAG w genie HTT.

W  poszczegblnych eksperymentach korzystano z jednego z dwoéch systemow:
rybonukleoproteiny (RNP) skladajacej si¢ z biatka Cas9 w kompleksie z odpowiednim gRNA
(gRNA1, gRNA2 lub gRNA4) lub plazmidu z sekwencja kodujacg Cas9, biatko zielonej
fluorescencji (GFP) oraz wstawiong sekwencja kodujgcg odpowiedni sgRNA (sgRNAI,
sgRNA2 lub sgRNA4).

W pracy wykonano wiele zlozonych, wymagajacych wysokiej wprawy, metod biologii
molekularnej i inzynierii genetycznej, podejé¢ molekularnych niezbgdnych do realizacji
postawionych celéw. Byla to m.in.: ekspresja systemu CRISPR-Cas9 z plazmidu, transfekcja
komorek metoda elektroporacji, transfekcja komérek siRNA za pomocg lipofektaminy, analiza
produktéw naprawy DNA w locus HTT z wykorzystaniem metody NGS, analiza dynamiki
skracania ciggu powtérzen CAG w punktach czasowych, analiza resekcji koncow DNA, czy
analiza udziatu bialek naprawy DNA w skracaniu ciggu powtérzen CAG.

Wyniki

Doktorant w usystematyzowany sposob zinterpretowal wyniki prac do$wiadczalnych odnoszac
sie do kolejnych etapéw badan,

Kluczowym w pracy byla analiza wplywu miejsca indukcji DSB oraz sekwencji flankujacych
na naprawe DNA. Do tego celu uzyto trzech gRNA indukujgcych DSBs w réznych miejscach
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wzgledem ciggu powtérzenn CAG w genie HTT. Wykorzystano: gRNA1 indukujgcy DSB na
poczgtku ciggu powtorzen, gRNA2 tngcy DNA w obrgbie ciggu powtérzen, oraz gRNA4
indukujacy DSB ponizej ciggu powtdrzen.

W celu scharakteryzowania produktow naprawy DSBs indukowanych w regionach z
powtorzeniami CAG, wykorzystujagc model HD (komorki HEK293T 41CAG) wykonano
sekwencjonowanie nast¢pnej generacji (NGS) produktow PCR, powstatych po amplifikacji
regionu z powtérzeniami CAG w genie HTT, edytowanego z udziatem réznych gRNA.
Dokonano indukcji DSB w obrgbie powtérzent CAG w genie HTT, co pozwolito zaobserwowa¢
réznice w efektach naprawczych, zaleznych od miejsca pekniecia. Dotyczyt to zaréwno efektu
koncowego naprawy DNA, ale takze poszczegélnych jej etapéw wraz z zaangazowaniem
poszczegdlnych czynnikéw. Naprawa DSB indukowanych na poczatku ciggu powtérzen z
wykorzystaniem gRNA1 skutkowata w wigkszosci przypadkéw przesunigciem ramki odczytu i
jednonukleotydowymi insercjami. Zaobserwowano, ze w czasie naprawy DSB indukowanych
z udzialem gRNA1 w komérkach HEK293T 41CAG dochodzito do resekcji koncéw DNA,
gdzie regiony jednoniciowe wynosily okoto 1100 nukleotydow po obu stronach flankujacych
DSB.

Indukcja DSB w obrgbie ciaggu powtérzen CAG w genie HT7T (z udzialem gRNA2) skutkowala
glownie skroceniami ciggu z zachowaniem ramki odczytu. Po edycji z udzialem gRNA2
zaobserwowano, z¢ maksymalna intensywnos¢ resekcji byla po 24 godzinach od transfekcji
komoérek, a resekcje konicow DNA obejmowaly nawet 5000 nukleotydow. Ten wynik jest
bardzo istotny, gdyz wskazuje on na to, ze NHEJ nie jest jedynym mechanizmem naprawy
zaangazowanym w tym procesie. Potwierdzeniem tego jest znaczna diugo$¢ resekcji koncow
oraz to, ze sam proces jest dluzszy niz ten, w ktérym bierze udziat NHEJ.

Efekt naprawy DSB w regionie znajdujgcym si¢ w pewnym oddaleniu, ponizej ciggu
powtérzen CAG w genie HTT (edycja z udzialem gRNA4) réwniez skutkowal skracaniem
ciggu powtérzen lub jego catkowitym wycigciem. Watek ten jest bardzo ciekawy i wart
wyjasnienia. W pracy tej nie zostat on jednak rozwijany ze wzgledu na najnizsza efektywnosé
gRNA4 w poréwnaniu do pozostatych uzytych gRNA.

Przedstawione wyniki potwierdzaja zaangazowanie w naprawe DSBs, indukowanych w obrebie
ciggu powtérzeh CAG/CTG, bialek uczestniczacych w mechanizmach naprawy
wykorzystujacych resekcje koficow DNA.

Efektem wykonanej pracy przedstawionej w recenzowanej dysertacji jest stworzenie modeli

naprawy DNA w regionach z powt6rzeniami CAG u ludzi.
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Wyniki badan wlasnych Doktorant zilustrowal za pomocy bardzo czytelnych, dobrze

wykonanych 33 rycin i jasno opisanych 6 tabel.

Dyskusja i Wnioski
Wiasciwie zaplanowany projekt badawczy i jego realizacja z wykorzystaniem odpowiednio
dobranych metod, jak réwniez wnikliwa statystyczna ocena otrzymanych wynikéw
zaowocowala uzyskaniem interesujacych, oryginalnych ustalen, m.in.
e Naprawa DSBs w regionach powtérzen CAG w komérkach ludzkich jest procesem
zozonym, angazujacym rézne bialka i mechanizmy naprawy DNA.
e Naprawa DSBs zlokalizowanych w powtérzeniach CAG odbywa si¢ przy
zaangazowaniu mechanizméw wykorzystujacych resekcje koncéw DNA.
* Lokalizacja DSB wzglgdem ciagu powtérzeni CAG oraz sekwencje flankujace ciag
silnie wplywaja na wyb6ér mechanizmu naprawy DNA.
¢ Indukcja DSB na poczatku ciagu powtérzen CAG skutkuje wycieciem calego ciagu,
angazujgc mechanizm naprawy zalezny od POL6 (TMEJ).
® Indukcja DSB wewnatrz ciagu powtérzen CAG skutkuje skracaniem ciggu z
zachowaniem ramki odczytu, wykorzystujgc mechanizm NHEJ, jak réwniez zalezng od
duzych resekcji koncéw DNA naprawe z udzialem bialek charakterystycznych dla

rekombinacji homologiczne;j.

Dyskusja jest bardzo silng strong rozprawy. W tej czgsci pracy Doktorant odnosi sie krytycznie
to uzyskanych w ramach pracy wynikéw badan naukowych, konsekwentnie do poszczegélnych
jej etapéw, w zestawieniu do aktualnych danych literaturowych.
Jednak ze wzgledu na pionierskie analizy wykonane w ramach pracy doktorskiej brak jest
mozliwosci ich catkowitego poréwnania z literaturg $wiatows. Uzyskane wyniki stanowig
element poznawczy w zakresie wykazania zlozonosci funkcjonowania naprawy DNA w
regionach powtorzen CAG, gdzie angazowane sa rézne mechanizmy naprawy na jej
odmiennych etapach.
W pracy znalazly si¢ nieliczne bigdy edytorskie, co na tak obszerng rozprawg (145 str.) jest
godne podkreslenia, czy nomenklaturowe tj. szlaki zamiast $ciezki naprawy DNA. W tym
miejscu z obowiazku recenzenta przedstawiam swoje uwagi oraz sugestie:
* W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano bardzo wazng role polimerazy POLQ w
skracaniu ciagu powtérzen CAG w trakcie naprawy DNA. Jest to kluczowe biatko w
kontekécie powstawania wielu choréb  czlowicka ti. nowotwory czy

neurodegeneracyjnych i dlatego w celu pelnego wyjasnienia udziatu tego biatka w
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procesie tworzenia zidentyfikowanych insercji warto dokona¢ knock out-u jego genu w
badanych komorkach.

e W jaki sposéb modyfikacje epigenetyczne chromatyny w obrebie powtérzehi CAG
mogg skutkowa¢ wyborem rodzaju naprawy DNA?

Praca ta wpisuje si¢ w ramy samodzielnego rozwigzania projektu badawczego, ktéry w
przysziosci moze zaowocowaé stworzeniem nowych podejsé terapeutycznych chor6b poliQ,
Jak réwniez pozwoli przyblizy¢é mechanizmy naprawy DSBs w regionach powtérzen CAG w
komérkach ludzkich. Przedstawiona do recenzji dysertacja jest wypadkowa ogromnego wysitku
wlozonego przez jej promotora Panig Profesor Mart¢ Olejniczak oraz Doktoranta.

Warte jest podkreslenia, Ze niniejsza praca postata jako pochodna projektu finansowanego
przez Narodowe Centrum Nauki noszgcego tytul ,Badanie mechanizméw naprawy
dwuniciowych peknig¢ DNA w regionach mikrosatelitarnych z wykorzystaniem systemu
CRISPR/Cas9”, a jej wyniki zostaly opublikowane w czasopiémie o zasicgu
miedzynarodowym.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki
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.) i wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgra inz. Lukasza Nowaczyka do dalszych
etapOw postepowania o nadanie stopnia doktora.

Jednoczesénie wnoszg do Wysokiej Rady wniosek o wyréznienie recenzowanej rozprawy
doktorskiej ze wzgl¢du na zastosowanie nowatorskiego rozwigzania, wykorzystujacego edycje
genomu, pozwalajacego na dokfadniejsze poznanie zjawisk odpowiedzialnych za niestabilno§é
ciggbw powtérzen CAG. Rozwigzanie to oparte zostalo o najnowoczesniejsze techniki
genetyczne i molekularne, takie jak CRISPR-Cas9, wnikliwg analiz¢ rezultatéw badan, co

moze w niedalekiej przysztosci skutkowaé nowymi, strategiami leczenia choréb poliQ.
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