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Recenzja rozpralyy doktorskiej Pana mgr. Mateusza Nowacryka zatytulowanej

,'Identyfikacja proces6w zaangaLowanych w skracanie ci4gu powt6rzeri CAG w rvyniku indukcji

dwuniciowych pgknigd DNA w genie HT?'

PrzedloZona do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana w Inst5rtucie Chemii

Bioorganicznej PAN w Poznaniu pod kierunkiem prof. dr hab. Marty Olejniczak. Rozprawa ma

charakter monografii i posiada klasyczny dla tej formy uklad. Praca napisana jest w jgzyku polskim,

liczy 145 stron, rozpoczyna sig spisem publikacji Doktoranta i wykazem skr6t6w orazstreszczeniem

w jgzyku angielskim i polskim. Zgodnie z zawartymi w rozprawie informacjami, wyniki prezentowane

w rozprawie zostaly teZ ujgte w artykule naukowym opublikowanym w BMC Biology, w kt6rym

Doktorant dzieli pierwsze autorstwo. Dodatkowo mgr Nowaczyk jest wsp6lautorem dw6ch prac

przegl4dowych z tematyki CzuSPR/Casg, co wskazuje na sprecyzowane zainteresowania naukowe.

Tematyka badawcza rozprary dotyczy charakterystyki mechanizm6w naprawy dwuniciowych

zlamah DNA (DSB) w kontek6cie chor6b neurodegeneracyjnych mriqzanych z ekspansj4 sekwencji

mikrosatelitarnych i byla realizowana w ramach grantu Opus NCN, kierowanego przez Pani4 prof.

Martg Olejniczak. Gl6wnym celem rozprary bylo dokladniejsze poznanie mechanizm6w naprawy

dwuniciowych pgknigd DNA generowanych w regionach powt6rzef CAG w kom6rkach ludzkich

w endogennym locus genu HTT, powi4zanego z patogenez4 choroby Huntingtona. Jako cele

szczegolowe okreSlono: 1) scharakteryzowanie produkt6w naprawy DSB w powy2szym regionie;

2) okreSlenie udzialru i zasiggu resekcji koric6w DNA w procesie naprawy; 3) okreSlenie wplywu miejsca

indukcji dwuniciowego pgknigcia DNA na przebieg i rezultat naprawy; 4) identyfikacjg biatek

zaangaaowanych w skracanie ci4gu powt6rzeri CAG. W tym miejscu nadmienig tylko, 2e czytajqc cele

szczeg6lowe, apolniej wyniki, odnioslam wrahenie,2e cel l) zawiera siE w celu 3) (produkty naprawy
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DNA to przecieLto samo co rezultat naprawy). Pgknigcia DNA byly indukowane przy pomocy techniki

CRISPR/Cas9, kt6ra w ostatnich latach zrewolucjonizowala biologig molekularn4 i zkt6r4 wi4zane s4

r6wnie2 nadzieje na rorwoj nowych terapii. Mimo comz lepszego poznania molekularnych

mechanizm6w dzialania CRISPR/Cas9 i opracowania rohnych wariant6w tej techniki, wciql trudno

przewidzied dokladny przebieg i efekt naprawy celowo wywolanych pgknig6 DNA, ztrlaszcza w tak

szczeg6lnym przypadku, jakim s4 dtugie ci4gi powt6rzeri mikrosatelitarnych. Maj4c na uwadze

potencjalne lecnicze zastosowanie CNSPR/Cas9 do korekty ekspansji powt6rzeri mikrosatelitarnych,

niezbgdne jest szczeg6lowe zrozumienie tego procesu, tak aby m6c zaoferowa6 bezpiecme i skuteczne

podej6cie terapeutycme. Badania takie nie byty dot4d przeprowadzone w kom6rkach ludzkich,

w endogennym locus zawieraj4cym powt6rzenia CAG w obrgbie genu HTT. W Wm wzglEdzie temat

podjgty przezPanamgr. Nowaczyka jest niezrvykle istotny i na czasie.

W licz4cym 24 strony wstgpie Doktorant omawia kolejno zagadnienia dotycz4ce sekwencji

mikrosatelitarnych w genomie czlowieka i chor6b zvti1zanych z ich ekspansj4, r62norakich

mechanizm6w naprawy dwuniciowych pgknig6 DNA oraz narzgdzi inZynierii genetycznej

wykorzystywanych do skracania ci4g6w powt6rzeri CAG, ze szczegolnym naciskiem na system

CRISPR/Cas9. Piozdzial ten ma logicznq, uporz4dkowan4 shukturg i stanowi przejrzyste,

usystematyzowane wprowadzenie w tematykg rozprawy, uwzglgdniaj4ce aktualny stan wiedzy

i najnowsze doniesienia zdziedziny.Autor zdolal osi4gn46 zloty Srodek izawarlwe wstgpie wsrystkie

informacje niezbgdne do zrozumienia zagadnieri poruszanych w rozprawie, ale bez nadmiernego

zaglgbiania sig w szczeg6ly. Dodatkowo wartoS6 rozdziafu podnosz4 przejrzyste ryciny. Calo56

(wiadc4y o szerokiej wied4y Doktoranta i umiejgtnoScinozumialego jej przedstawienia.

W rozdzialach 3. ,,Mateialy" i4. ,,Metody" opisany jest imponuj4cy wachlarztechnik biologii

molekularnej zastosowanych w niniejszej pracy. W zale2no6ci od celu i ukladu eksperymentalnego,

Casg i sgRNA byty dostarczane bqdLw postaci kompleks6w rybonukleoproteinowych (RNP), b4d| jako

plazmid. Stosowano teL rohne metody transfekcji: elektroporacjg w przypadku kompleks6w RNP,

lipofektaming dla siRNA lub polietylenoiming do wprowadzeniaplazmidu. W prrypadku lipofektaminy

posluzono sig tzw. odwr6con4 transfekcj4 - chcialabym w tym miejscu zapyta6, czy bylo to

podyktowane wzglgdami praktycznymi (wygoda przeprowadzenia eksperymentu) czy teL moLe

podej6cie to okazalo sig bardziej efektywne? Z duirymzainteresowaniemprzeczytalamczg(6 dotyczqc4

analizy resekcji koric6w DNA, kt6ra wykorzystuje fakt, i2 enzymy restrykcyjne przecinaj4 dwuniciowy

DNA, lecz nie jednoniciowy, zkt6rym mamy do czynieniaw przypadku wyst4pienia resekcji koric6w

DNA. Przeklada sig to nastgpnie na wartoS6 parametru Ct podczas amplifikacji analizowanego regionu

za pomocq ilo$ciowej reakcji PCR w czasie rzecryvvistym. Metodologia tego eksperymentu zostala

przejrzy{;cie wyjaSniona oraz zilustrowana rycin4. W r6wnie klarowny spos6b przedstawiono inn4

kluczow4 dla niniejszej rozprawy analizg, polegaj4c4 na ilo6ciowej i jakoSciowej ocenie dynamiki

i wydajno6ci procesu skracania ci4gu powt6rzeri CAG po edycji genomu z udzialem sgRNA' Oba te
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rozdzialy wskazuj4 na rzetelne przeprowadzenie prac badawc4rch, a ich stopieri szczeg6lowo6ci

umoZliwia powt6rzenie eksperyment6w.

Modelem badav,rczym byla ludzka linia kom6rkowa HEK293T, zmodyfikowana w taki spos6b,

2e zawiera 4l powt6rzeri CAG na obu allelach genl HTT. Zastosowane gRNA zlokalizowane byty

w r62nych miejscach wzglgdem ci4gu powt6rzert: na pocz4tku, w obrgbie (cigcie wielokrotne) oraz

poni2ej. W pierws4ym kroku Pan mgr Nowaczyk wykonal analizg efektywno6ci systemu CRISPR/Cas9

w skracaniu ci4gu powt6rzeri CAG. W tym celu przeprowadzono celowane sekwencjonowanie

nastgpnej generacji badanego regionu w kom6rkach po edycji z udzialem trzech gRNA. Wyniki

przedstawiaj4 sig bardzo ciekawie. W prrypadku gRNAl, indukuj4cego DSB na samym pocz4tku ci4gu

powt6rzefi, jedynie 4,9%o sekwencji zachowalo peln4 sekwencjg, natomiast w a2 6lYo doszlo do

calkowitego wycigcia tego ci4gu; w wigkszo6ci wiqzalo sig to rcwnie| z wycigciem sekwencji

flankuj4cych. gRNA2, kt6ry moZe prowadzii do wielu cigi w obrgbie regionu powt6rzeri, byl takze

wydajny, gdy? niezmieniona sekwencja pozostala jedynie w 7%o odcryt6w. Zaobserwowano szerokie

spektrum liczby pozostatych powt6rzef, najczg5ciej migdzy 4 a 10, a do wycigcia calego ci4gu doszlo

w l3Yo prrypadk6w. Co interesuj4ce, w pr4,padku tego gRNA zmiany widoczre byly juL po

4 godzinach, a w miarg uplywu czasu dochodzilo do kolejnych skr6ceri, najprawdopodobniej w wyniku

kolejnych rund cigcia. Najmniej wydajny okazal sig gRNA4, wiqil4cy sig za ci4giem powt6rzef -
w l8%o (wg tekstu, bo na rycinie 5.1.3 wygl4da to na ponad 20%o) nie doszlo do zmiany. Poza tym

przewuhalo usunigcie l-2 pov,,t6rzeh, a ca\y ci4g zostal wycigty jedynie w l2%o sekwencji. Mozna by

sig spodziewal,hejednoczesne zastosowanie gRNAI i gRNA4, flankuj4cych ci4g powt6rzeri CAG,

doprowadzi do skutecznego wycigcia tego fragmentu. Okazato sig jednak, Le stalo sig tak jedynie

w prrypadku 5l%o odczyl6w - a wigc mniej niZ w przypadku samego gRNAI (61%). Doktorant w

dyskusji omawia mozliwe mechanizmy prowadz4ce do wycigcia calego ci4gu powt6rzehw przypadku

gRNAl, mnie natomiast ciekawi r6wnie2, dlaczego l1czne zastosowanie gRNAI i gRNA4 nie bylo

skuteczniejsze w tym aspekcie?

Aby przeprowadzil analizg resekcji koric6w DNA w trakcie naprawy DSB indukowanychprzez

gRNA, najpierw Pan mgr Nowacryk przeanalizowa\ szereg en4rm6w restrykcyjnych, wybieraj4c te

najbardziej efektywne. Tutaj r6wnie7 zasigg i dynamika tego procesu interesuj4co r6zrity sig

w zaleimofici od miejsca indukcji DSB. W przypadku gRNAI do resekcji dochodzilo blisko

edytowanego miejsca (do 1000 pz) i w kr6tkim czasie po edycji (po 24 h poziom resekcji nie r6znil sig

ju2 od pr6by nieedytowanej). Natomiast dla gRNA2 resekcje byly r"Vkrywane nawet do 5000 pz od

miejsca DSB, osi4gaj4c maksymalny poziom po 24hiwciq? obecne nawet po 48 h.

Cennego wgl4du w mechanizmy naprawy DSB i skracania ci4gu powt6rzeri CAG dostarcza

ostatnia czg36 rozprawy, w kt6rej Doktorant analizowa\ udzia\ poszczeg6lnych bialek naprawczych.

Przebadano tutaj sze56 bialek zaangahowanych w r62ne mechanizrry naprawy uszkodzefi DNA,
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stosuj4c inhibitory chemiczne i/lub siRNA . Zgodnie z zaobserwowanymi r62nicami w rczkladzie liczby

powt6rzeri po edycji, w dynamice procesu naprawy orazw zasiggu resekcji, bialka bior4ce udzial w tych

procesach tak2e sig rohnily. W przypadku gRNAI zaobserwowano obni2enie efektywnoSci skracania

ci4gu powt6rzertw przypadku inhibicji bqdi.wyciszenia KU70/80, POLQ oraz EXOI, podczas gdy dla

gRNA2 byty to KU70/80, MRE I I , CTIP oraz RAD5 L Patrzqc na rozklad pik6w na elektroforegramach

mointa zauwairy| jednak, 2e w przypadku gRNAI i niekt6rych bialek, niezaleLnie od tego, czy

calo5ciowo odnotowano istotne r62nice, cry nie, wydaje sig, 2e zmniejsryla sig liczba sekwencji

z wycigciem calego ci4gu powt6rzefi (tj. pr4, inhibicji/wyciszeniu CTIP, POLQ, Artemis, EXOI).

Rzeczy'rvi6cie, bardziej szczeg6lowa analiza jakoSciowa produkt6w naprawy po wyciszeniu POLQ

wykazala, 2e udziat sekwencji z calkowitym wycigciem tego regionu spadl z 39% do 3l%.

Zaobserwowano teL dodatkowe r6znice, wskazuj4ce na prze\1czanie sig kom6rek na inny mechanizm

naptawczy. Czy zdaniem Doktoranta molna by wykorzysta6 tg wiedzg do bardziej precyzyjnego

sterowania procesem wycinania powt6rzeri CAG celem osi4gnigcia optymalnego rezultatu?

W dyskusji Pan mgrNowacrykporusza migdzy innymi kwestig potencjalnego terapeutycznego

zastosowania CRISPRiCas9 w pl4sawicy Huntingtona i proponuje gRNA2 jako najlepszego kandydata,

argumentuj4c to du24 wydajno6ci4 wycinania powt6rzeri z zachowaniem ramki odczytu. Co jednak

z molliwym negatywnym wplywem na kom6rki spowodowanym indukcj4 wielu DSB? Prosilabym

Doktoranta o rorwaLenie tej kwestii. Ponadto, co byloby bardziej po24dane zterapeutycznego punktu

widzenia: wycigcie calego ci4gu powt6rzert cry GL raczej jego skr6cenie poniZej liczby uwuZanej za

patologiczn1?

Wyniki uzyskane w ramach rozprary doktorskiej pozwolily Panu mgr. Nowaczykowi na

poglgbion4 charakterystykg przebiegu procesu naprawy DSB w ci4gu powt6rzeri CAG genu HTT

i produkt6w tej naprawy, jak r6wnie? dostarczyly informacji na temat zaanguhowanych bialek.

Poanrolilo to na zaproponowanie modeli naprawy dwuniciowych pgknig6 DNA w zaleznoici od miejsca

indukcji DSB. Ryciny 6.1 i 6.2 stanowi4 przejrzyste podsumowanie calej pracy.

Rozprawa jest prrygotowana starannie, poprawnym naukowym jgzykiem. Z obowiqzku

recenzenta nadmienig jedynie pewne drobne uchybienia:

- ,,mikrosatelita" to rzeczownik rodzaju mgskiego, zatem w dopelniaczt liczby mnogiej:

,,mikrosatelit6w", a nie,,mikrosatelit";

- Casg to nukleaza (rodzaj 2efiski), zatem:,,najpowszechniej stosowana Cas9 pochodz4ca...

posluzy", a nie,,najpowszechniej stosowane Cas9 pocho dzqce. .. posfuzy";

- interpunkcja - miejscami brakuje, a miejscami jest za duho przecink6w.

Podsumowuj4c, Pan mgr Mateusz Nowaczyk w rozprawie doktorskiej dokonal wnikliwej

analizy procesu naprawy dwuniciowych pgknigi DNA indukowanych w regionie powt6rzeri CAG genu
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HTT. Cele rozprawy zostaly osi4gnigte i dostarczyly istotnych, oryginalnych wynik6w. Wysoko

oceniam zar6wno walory poznawcze, jak i aplikacyjne tej pracy. Jest to pigkny przyk\ad badari

podstawowych w swej istocie, przeprowadzonych w celu poznania fundamentalnych proces6w

kom6rkowych, kt6re jednoczeSnie dostarczaj4 wiedzy o potencjale translacyjnym. Wci4z trudno

przewidziet rezultat edycji za pomocq techniki CRISPR/Cas9, zwlaszcza w tak szczeg6lnych

przypadkach, jakimi s4 sekwencje mikrosatelitarne. Na wyb6r mechanizmu naprawczego wplyw mog4

mied r62ne crynniki, w tym lokalizacja nacigcia, sekwencja otaczaj1ca, faza cyklu kom6rkowego i inne.

Maj4c na uwadze potencjalne terapeutyczne zastosowanie CRISPR/Cas9 w chorobach rwi1zanych

z ekspansj4 sekwencji mikrosatelitamych, niezrvykle istotne jest wcze5niejsze zrozttmienie procesu

naprawy w konkretnym przypadku. Rozprawa Pana mgr. Nowaczyka przede wszystkim udowadnia,2e

mo2liwe jest skuteczne skr6cenie lub nawet calkowite wycigcie patologicznego ci4gu powt6rzeri

w genie HTT, a ponadto poprzez identyfikacj g zaangahowanych bialek wskazuje na potencjalne

mo2liwo6ci manipulacji przebiegiem i rezultatem naprawy dla osi4gnigcia optymalnego efektu.

Stwierdzam zatem,2e rozprawa Pana mgr. Mateusza Nowaczyka zatlrtulowana ,,Identyfikacja

proces6w zaangaaowanych w skracanie ci4gu powt6rzeir CAG w wyniku indukcji dwuniciowych

pgknig6 DNA w genie HTT' stanowi istotne poszerzenie wiedzy na temat mechanizm6w naprawy

dwuniciowych pgknig6 DNA w obrgbie powt6rzeri mikrosatelitarnych. Przedstawiona do recenzji

iozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone 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 postgpowania

w sprawie nadania stopnia doktora w Inst5rtucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala

RadyNaukowej ICHB PAN nr 40l2025llnternet/RN_140 z dnia 18 marca 2025 r.) i wnioskujg do Rady

Naukowej Instlrtutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr. Mateusza Nowaczyka do

dalsrych etap6w postgpowania o nadanie stopnia doktora. Ponadto, bior4c pod uwagg kompleksowy

charakter przedstawionych badari i analiz oraz nowatorstwo uzyskanych wynik6w, wnioskujg

o wyr62nienie rozprawy.

I p t\'tiuiLL-Wr(
Agnieszka Dzikiewicz-Krawc4rk
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