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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Mateusza Nowaczyka zatytulowanej
»Identyfikacja proceséw zaangazowanych w skracanie ciaggu powtérzen CAG w wyniku indukeji

dwuniciowych peknie¢ DNA w genie HTT”

Przediozona do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem prof. dr hab. Marty Olejniczak. Rozprawa ma
charakter monografii i posiada klasyczny dla tej formy uktad. Praca napisana jest w jezyku polskim,
liczy 145 stron, rozpoczyna si¢ spisem publikacji Doktoranta i wykazem skrotow oraz streszczeniem
w jezyku angielskim i polskim. Zgodnie z zawartymi w rozprawie informacjami, wyniki prezentowane
w rozprawie zostaly tez ujete w artykule naukowym opublikowanym w BMC Biology, w ktérym
Doktorant dzieli pierwsze autorstwo. Dodatkowo mgr Nowaczyk jest wspotautorem dwoch prac

przegladowych z tematyki CRISPR/Cas9, co wskazuje na sprecyzowane zainteresowania naukowe.

Tematyka badawcza rozprawy dotyczy charakterystyki mechanizméw naprawy dwuniciowych
ztaman DNA (DSB) w kontekscie choréb neurodegeneracyjnych zwigzanych z ekspansja sekwencji
mikrosatelitarnych i byla realizowana w ramach grantu Opus NCN, kierowanego przez Pania prof.
Marte Olejniczak. Gldownym celem rozprawy bylo doktadniejsze poznanie mechanizméw naprawy
dwuniciowych peknig¢ DNA generowanych w regionach powtérzen CAG w komérkach ludzkich
w endogennym locus genu HT7, powiagzanego z patogeneza choroby Huntingtona. Jako cele
szczegotowe okreslono: 1) scharakteryzowanie produktéw naprawy DSB w powyzszym regionie;
2) okreslenie udziatu i zasiggu resekcji koncow DNA w procesie naprawy; 3) okreslenie wplywu miejsca
indukcji dwuniciowego pekniecia DNA na przebieg i rezultat naprawy; 4) identyfikacje biatek
zaangazowanych w skracanie ciagu powtdrzen CAG. W tym miejscu nadmieni¢ tylko, ze czytajac cele

szczegOlowe, a pdzniej wyniki, odniostam wrazenie, ze cel 1) zawiera si¢ w celu 3) (produkty naprawy



DNA to przeciez to samo co rezultat naprawy). Peknigcia DNA byly indukowane przy pomocy techniki
CRISPR/Cas9, ktéra w ostatnich latach zrewolucjonizowata biologi¢ molekularna i z ktéra wigzane sa
rébwniez nadzieje na rozwdj nowych terapii. Mimo coraz lepszego poznania molekularnych
mechanizmoéw dziatania CRISPR/Cas9 i opracowania réznych wariantéw tej techniki, wciaz trudno
przewidzie¢ doktadny przebieg i efekt naprawy celowo wywotanych peknig¢ DNA, zwlaszcza w tak
szczegdlnym przypadku, jakim sa dlugie ciagi powtorzen mikrosatelitarnych. Majac na uwadze
potencjalne lecznicze zastosowanie CRISPR/Cas9 do korekty ekspansji powtdrzen mikrosatelitarnych,
niezbedne jest szczegbtowe zrozumienie tego procesu, tak aby moc zaoferowaé bezpieczne i skuteczne
podejscie terapeutyczne. Badania takie nie byly dotad przeprowadzone w komorkach ludzkich,
w endogennym locus zawierajgcym powtdrzenia CAG w obrebie genu HTT. W tym wzgledzie temat

podjety przez Pana mgr. Nowaczyka jest niezwykle istotny i na czasie.

W liczacym 24 strony wstepie Doktorant omawia kolejno zagadnienia dotyczace sekwencji
mikrosatelitarnych w genomie cztowieka i chordb zwiazanych z ich ekspansjg, réznorakich
mechanizméw naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA oraz narzedzi inzynierii genetycznej
wykorzystywanych do skracania ciagéw powtérzeni CAG, ze szczegblnym naciskiem na system
CRISPR/Cas9. Rozdzial ten ma logiczng, uporzadkowana strukturg i stanowi przejrzyste,
usystematyzowane wprowadzenie w tematyke rozprawy, uwzgledniajgce aktualny stan wiedzy
i najnowsze doniesienia z dziedziny. Autor zdofat osiagna¢ ztoty $rodek i zawart we wstgpie wszystkie
informacje niezbedne do zrozumienia zagadnien poruszanych w rozprawie, ale bez nadmiernego
zaglebiania sie w szczegdély. Dodatkowo wartos¢ rozdzialu podnosza przejrzyste ryciny. Catos¢

$wiadczy o szerokiej wiedzy Doktoranta i umiejetnosci zrozumiatego jej przedstawienia.

W rozdziatach 3. ,,Materialy” i 4. ,,Metody” opisany jest imponujacy wachlarz technik biologii
molekularnej zastosowanych w niniejszej pracy. W zaleznosci od celu i uktadu eksperymentalnego,
Cas9 i sgRNA byly dostarczane badz w postaci kompleksow rybonukleoproteinowych (RNP), badz jako
plazmid. Stosowano tez rozne metody transfekcji: elektroporacj¢ w przypadku komplekséw RNP,
lipofektamine dla siRNA lub polietylenoiming do wprowadzenia plazmidu. W przypadku lipofektaminy
postuzono si¢ tzw. odwrécona transfekcja — chciatabym w tym miejscu zapytaé, czy bylo to
podyktowane wzgledami praktycznymi (wygoda przeprowadzenia eksperymentu) czy tez moze
podejécie to okazato sie bardziej efektywne? Z duzym zainteresowaniem przeczytatam czgsc dotyczaca
analizy resekcji koncow DNA, ktora wykorzystuje fakt, iz enzymy restrykcyjne przecinaja dwuniciowy
DNA, lecz nie jednoniciowy, z ktérym mamy do czynienia w przypadku wystgpienia resekcji koncow
DNA. Przekiada si¢ to nastepnie na warto$¢ parametru Ct podczas amplifikacji analizowanego regionu
za pomocy iloéciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Metodologia tego eksperymentu zostata
przejrzyscie wyjasniona oraz zilustrowana rycing. W réwnie klarowny sposob przedstawiono inng
kluczowa dla niniejszej rozprawy analizg, polegajaca na ilosciowej i jakosciowej ocenie dynamiki

i wydajnosci procesu skracania ciagu powtorzen CAG po edycji genomu z udzialem sgRNA. Oba te
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rozdzialy wskazuja na rzetelne przeprowadzenie prac badawczych, a ich stopien szczegdélowosci

umozliwia powtdrzenie eksperymentow.

Modelem badawczym byta ludzka linia komorkowa HEK293 T, zmodyfikowana w taki sposéb,
ze zawiera 41 powtérzefi CAG na obu allelach genu HTT. Zastosowane gRNA zlokalizowane byty
w réznych miejscach wzgledem ciagu powtdrzen: na poczatku, w obrebie (cigcie wielokrotne) oraz
ponizej. W pierwszym kroku Pan mgr Nowaczyk wykonat analize efektywnosci systemu CRISPR/Cas9
w skracaniu ciagu powtérzen CAG. W tym celu przeprowadzono celowane sekwencjonowanie
nastgpnej generacji badanego regionu w komorkach po edycji z udzialem trzech gRNA. Wyniki
przedstawiaja si¢ bardzo ciekawie. W przypadku gRNA1, indukujacego DSB na samym poczatku ciagu
powtorzen, jedynie 4,9% sekwencji zachowalo pelna sekwencje, natomiast w az 61% doszto do
catkowitego wyciecia tego ciagu; w wigkszosci wigzalo si¢ to rowniez z wycieciem sekwencji
flankujacych. gRNA2, ktéry moze prowadzi¢ do wielu cie¢ w obrebie regionu powtdrzen, byt takze
wydajny, gdyz niezmieniona sekwencja pozostata jedynie w 7% odczytow. Zaobserwowano szerokie
spektrum liczby pozostalych powtoérzen, najczesciej migdzy 4 a 10, a do wycigcia calego ciaggu doszto
w 13% przypadkéw. Co interesujace, w przypadku tego gRNA zmiany widoczne byly juz po
4 godzinach, a w miar¢ uptywu czasu dochodzito do kolejnych skrocen, najprawdopodobniej w wyniku
kolejnych rund cigcia. Najmniej wydajny okazal si¢ gRNA4, wiagzacy si¢ za ciggiem powtdrzen —
w 18% (wg tekstu, bo na rycinie 5.1.3 wyglada to na ponad 20%) nie doszto do zmiany. Poza tym
przewazato usuniecie 1-2 powtdrzen, a caly ciag zostat wyciety jedynie w 12% sekwencji. Mozna by
si¢ spodziewal, ze jednoczesne zastosowanie gRNA1 i gRNA4, flankujacych ciag powtorzen CAG,
doprowadzi do skutecznego wycigcia tego fragmentu. Okazato si¢ jednak, ze stalo si¢ tak jedynie
w przypadku 51% odczytéw — a wiec mniej niz w przypadku samego gRNA1 (61%). Doktorant w
dyskusji omawia mozliwe mechanizmy prowadzace do wycigcia catego ciagu powtdrzen w przypadku
gRNAI, mnie natomiast ciekawi rowniez, dlaczego aczne zastosowanie gRNA1 i gRNA4 nie bylo

skuteczniejsze w tym aspekcie?

Aby przeprowadzi¢ analize resekcji koncow DNA w trakcie naprawy DSB indukowanych przez
gRNA, najpierw Pan mgr Nowaczyk przeanalizowal szereg enzymow restrykcyjnych, wybierajac te
najbardziej efektywne. Tutaj rowniez zasigg i dynamika tego procesu interesujaco roznily sig
w zaleznosci od miejsca indukcji DSB. W przypadku gRNA1 do resekcji dochodzito blisko
edytowanego miejsca (do 1000 pz) i w krétkim czasie po edycji (po 24 h poziom resekcji nie roznit sig
juz od préby nieedytowanej). Natomiast dla gRNA2 resekcje byty wykrywane nawet do 5000 pz od

miejsca DSB, osiagajac maksymalny poziom po 24 h i wcigz obecne nawet po 48 h.

Cennego wgladu w mechanizmy naprawy DSB i skracania ciggu powtorzen CAG dostarcza
ostatnia cze$¢ rozprawy, w ktérej Doktorant analizowatl udziat poszczegdlnych biatek naprawczych.

Przebadano tutaj szes¢ bialek zaangazowanych w rézne mechanizmy naprawy uszkodzen DNA,



stosujgc inhibitory chemiczne i/lub siRNA. Zgodnie z zaobserwowanymi réznicami w rozktadzie liczby
powtodrzen po edycji, w dynamice procesu naprawy oraz w zasiegu resekcji, biatka biorace udziat w tych
procesach takze si¢ réznity. W przypadku gRNA1 zaobserwowano obnizenie efektywnosci skracania
ciggu powtoérzeni w przypadku inhibicji badz wyciszenia KU70/80, POLQ oraz EXO1, podczas gdy dla
gRNA2 byly to KU70/80, MRE11, CTIP oraz RAD51. Patrzac na rozktad pikéw na elektroforegramach
mozna zauwazyC jednak, ze w przypadku gRNAI i niektorych bialek, niezaleznie od tego, czy
calosciowo odnotowano istotne réznice, czy nie, wydaje si¢, ze zmniejszyta si¢ liczba sekwencji
z wycieciem calego ciggu powtdrzen (tj. przy inhibicji/wyciszeniu CTIP, POLQ, Artemis, EXO1).
Rzeczywiscie, bardziej szczegétowa analiza jakosciowa produktéw naprawy po wyciszeniu POLQ
wykazala, ze udzial sekwencji z calkowitym wycieciem tego regionu spadl z 39% do 31%.
Zaobserwowano tez dodatkowe roznice, wskazujace na przetgczanie si¢ komérek na inny mechanizm
naprawczy. Czy zdaniem Doktoranta mozna by wykorzysta¢ t¢ wiedze do bardziej precyzyjnego

sterowania procesem wycinania powtorzen CAG celem osiagniecia optymalnego rezultatu?

W dyskusji Pan mgr Nowaczyk porusza migdzy innymi kwesti¢ potencjalnego terapeutycznego
zastosowania CRISPR/Cas9 w plasawicy Huntingtona i proponuje gRNA2 jako najlepszego kandydata,
argumentujac to duza wydajnoscia wycinania powtorzen z zachowaniem ramki odczytu. Co jednak
z mozliwym negatywnym wptywem na komorki spowodowanym indukcja wielu DSB? Prositabym
Doktoranta o rozwazenie tej kwestii. Ponadto, co byloby bardziej pozadane z terapeutycznego punktu
widzenia: wycigcie calego ciagu powtdrzen czy tez raczej jego skrocenie ponizej liczby uwazanej za
patologiczng?

Wyniki uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej pozwolity Panu mgr. Nowaczykowi na
poglebiong charakterystyke przebiegu procesu naprawy DSB w ciggu powtdrzen CAG genu HTT
i produktéw tej naprawy, jak réwniez dostarczyly informacji na temat zaangazowanych biatek.
Pozwolilo to na zaproponowanie modeli naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA w zaleznosci od miejsca

indukcji DSB. Ryciny 6.1 i 6.2 stanowig przejrzyste podsumowanie calej pracy.

Rozprawa jest przygotowana starannie, poprawnym naukowym jezykiem. Z obowiazku

recenzenta nadmieni¢ jedynie pewne drobne uchybienia:

- ,,mikrosatelita” to rzeczownik rodzaju meskiego, zatem w dopetniaczu liczby mnogiej:

,,mikrosatelitow”, a nie ,,mikrosatelit”;

- Cas9 to nukleaza (rodzaj zefiski), zatem: ,,najpowszechniej stosowana Cas9 pochodzaca...

postuzy”, a nie ,,najpowszechniej stosowane Cas9 pochodzace... postuzy”;
- interpunkcja — miejscami brakuje, a miejscami jest za duzo przecinkdw.

Podsumowujgc, Pan mgr Mateusz Nowaczyk w rozprawie doktorskiej dokonal wnikliwe;j

analizy procesu naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA indukowanych w regionie powtorzen CAG genu
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HTT. Cele rozprawy zostaly osiagnigte i dostarczyly istotnych, oryginalnych wynikéw. Wysoko
oceniam zaréwno walory poznawcze, jak i aplikacyjne tej pracy. Jest to pigkny przyklad badan
podstawowych w swej istocie, przeprowadzonych w celu poznania fundamentalnych proceséw
komérkowych, ktére jednoczesnie dostarczaja wiedzy o potencjale translacyjnym. Wcigz trudno
przewidzie¢ rezultat edycji za pomoca techniki CRISPR/Cas9, zwlaszcza w tak szczegdlnych
przypadkach, jakimi sg sekwencje mikrosatelitarne. Na wybor mechanizmu naprawczego wplyw moga
mieé rézne czynniki, w tym lokalizacja nacigcia, sekwencja otaczajaca, faza cyklu komérkowego i inne.
Majac na uwadze potencjalne terapeutyczne zastosowanie CRISPR/Cas9 w chorobach zwigzanych
z ekspansja sekwencji mikrosatelitarnych, niezwykle istotne jest wczesniejsze zrozumienie procesu
naprawy w konkretnym przypadku. Rozprawa Pana mgr. Nowaczyka przede wszystkim udowadnia, ze
mozliwe jest skuteczne skrocenie lub nawet catkowite wycigcie patologicznego ciggu powtdrzen
w genie HTT, a ponadto poprzez identyfikacj¢ zaangazowanych biatek wskazuje na potencjalne

mozliwosci manipulacji przebiegiem i rezultatem naprawy dla osiggnigcia optymalnego efektu.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa Pana mgr. Mateusza Nowaczyka zatytutowana ,,Identyfikacja
procesdw zaangazowanych w skracanie ciaggu powtorzen CAG w wyniku indukcji dwuniciowych
peknig¢ DNA w genie HTT” stanowi istotne poszerzenie wiedzy na temat mechanizméw naprawy
dwuniciowych peknigé DNA w obrebie powtdrzef mikrosatelitarnych. 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 postgpowania
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 whnioskuje¢ do Rady
Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr. Mateusza Nowaczyka do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora. Ponadto, biorac pod uwage kompleksowy
charakter przedstawionych badan i analiz oraz nowatorstwo uzyskanych wynikow, wnioskuje

0 wyroznienie rozprawy.
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