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Recesywna dystroficzna postaé pecherzowego oddzielania si¢ naskérka (RDEB, recessive
dystrophic epidermolysis bullosa) nalezy do najcigzszych genodermatoz, dziedziczonych
autosomalnie recesywnie i uwarunkowanych mutacjami obu alleli genu COL741 kodujgcego
kolagen typu VII — biatko budujace widkna kotwiczace w obrebie blony podstawnej. Utrata
funkcjonalnego kolagenu typu VII prowadzi do skrajnej kruchosci skory, przewleklych ran,
bliznowacenia i ciezkich powiklan ogélnoustrojowych, a najpowazniejszym z nich jest
agresywny, wezesnie pojawiajacy sig rak plaskonablonkowy skoéry (RDEB-SCC), stanowigcy
gléwng przyczyne przedwezesnych zgonéw chorych z cigzka postacia RDEB. Choroba ta,
mimo ze rzadka, pozostaje schorzeniem o szczegblnie dramatycznym przebiegu i

niezaspokojonej potrzebie skutecznych terapii przyczynowych.

W ostatnich latach przelomem w terapii choréb uwarunkowanych genetycznie staly si¢ edytory
zasad — narzedzia inzynierii genomu wywodzgce si¢ z systemu CRISPR/Cas9, umozliwiajgce
wprowadzanie precyzyjnych substytucji pojedynczych nukleotydéw bez koniecznodci
indukowania dwuniciowych peknig¢ DNA, a tym samym bez genotoksycznosci
charakterystycznej dla wczesniejszych narze¢dzi. Dynamiczny rozwdj tej technologii

zaowocowal opracowaniem pierwszej terapii genowej dedykowanej pojedynczemu pacjentowi



oraz zaawansowanych terapii komérkowych CAR-T w nawrotowych biataczkach z komoérek
T, a kolejne badania kliniczne nad chorobami wrodzonymi i nowotworami s3 w toku. Pomimo
tak szybkiego wejscia edytoréw zasad do kliniki, kompleksowa ocena profilu ich skuteczno$ci
i — przede wszystkim — bezpieczefistwa pozostaje zagadnieniem niedostatecznie zbadanym, w

szczegblnosci w odniesieniu do najbardziej obiecujacej terapeutycznie formy dostarczania, jaka
jest mRNA.

W zwigzku z powyzszym podjety przez Doktorantke temat translacyjnej oceny bezpieczefistwa
cytozynowych edytoréw zasad dostarczanych w formie mRNA, potgczonej z wykorzystaniem
tej technologii do utworzenia modelu komérkowego RDEB-SCC, jest niezwykle aktualny i
wazny zar6wno z poznawczego, jak i z praktycznego, klinicznego punktu widzenia.
Recenzowana praca taczy w sobie zaawansowang inzynieri¢ genetyczng, wieloparametryczng
analize bezpieczenstwa na poziomie genomu i transkryptomu oraz aspekt translacyjny
ukierunkowany na chorobg o ogromnej niezaspokojonej potrzebie terapeutycznej, co czyni ja

oryginalng i wnoszaca rzeczywiscie nowa warto$¢ do dyscypliny.

Rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Romarnczuk obejmuje 141 stron i ma przejrzysta,
klasyczng strukture pracy eksperymentalnej z zakresu nauk medycznych. Skladajg si¢ na nia:
spis skrétéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep, rozdziat ,,Cel pracy”
(zawierajacy hipoteze badawcza oraz cele szczegbtowe), ,Materialy i metody”, »Wyniki”,
, Podsumowanie”, ,,Dyskusja” (z wyodrebnionym podrozdziatem po$wigconym ograniczeniom
pracy), ,,Wnioski” oraz bibliografia. Calos¢ wzbogaca 50 starannie, czytelnie i estetycznie
przygotowanych rycin oraz 4 tabele; znaczng cz¢$¢ materiatu graficznego (m.in. wykresy analiz
transkryptomicznych, mapy szlakéw, schematy off-target) Doktorantka wykonala samodzielnie
z wykorzystaniem zaawansowanych narzedzi bioinformatycznych w $rodowisku R, co
$wiadczy o opanowaniu warsztatu analitycznego. Na pochwale zastuguje fakt, ze praca zawiera
czytelny spis skrétéw, a kluczowe wnioski zostaly przedstawione w postaci wypunktowanej
listy odpowiadajacej celom i hipotezie — uklad rozprawy ulatwia zatem czytelnikowi orientacije¢

w obszernym i wieloaspektowym materiale.

Wstep zawiera obszerne i wyczerpujace informacje wprowadzajace czytelnika w problematyke
pracy. Doktorantka oméwila kolejno: pgcherzowe oddzielanie sig naskorka i jego recesywna
dystroficzng postaé, dostepne opcje terapeutyczne oraz terapie genowe w RDEB, rozwdj i
mechanizm dziatania narzedzi pochodnych CRISPR/Cas9, a nastgpnie — najszerzej — edytory

zasad i ich efekty niepozadane (niezamierzone mutacje towarzyszace i typu bystander,



deaminacje w transkryptomie, mutacje off-target), formy dostarczania edytoréw do komorek
ze szczeg6lnym uwzglednieniem roli struktury i elementéw regulatorowych mRNA, a wreszcie
tak plaskonablonkowy skory zwigzany z RDEB i znaczenie braku kolagenu typu VII dla jego
agresywnosci. Bardzo wysoko oceniam ten rozdzial — Autorka precyzyjnie i z duzg swobodg
porusza si¢ w problematyce molekularnej, wykazujac gleboka znajomo$¢ literatury Swiatowej
oraz umiejetno$é syntetycznego laczenia odleglych obszaréw (genodermatologia, inZynieria
genomu, bioinformatyka, onkologia). Wstep w sposéb logiczny i przekonujgcy buduje

uzasadnienie podjetego problemu badawczego.

Doktorantka sformulowala jedng hipoteze badawcza oraz trzy cele szczegélowe, wyznaczajace
klarowny i logiczny kierunek prowadzonych analiz. Hipoteza zaklada, ze konstrukt mRNA
edytora zasad wyposazony w aptamer wiazacy czynnik eIF4G wykaze najkorzystniejszy profil
skutecznosci, precyzji i bezpieczefistwa w poréwnaniu z konstruktami o standardowych
elementach regulatorowych. Cele szczegblowe obejmuja poréwnanie trzech konstruktow
mRNA o wymiennych elementach regulatorowych, opracowanie metod oceny bezpieczenistwa
i wykrywania mutacji off-target dedykowanych dla edytoréw zasad oraz utworzenie modelu
komoérkowego RDEB-SCC z uzyciem wybranego konstruktu.

Tu nasuwa si¢ pewna uwaga, do ktérej pozwole sobie powréci¢é w pytaniach do dyskusji.
Postawiona hipoteza ma charakter kierunkowy — przewiduje przewage konstruktu z aptamerem
elF4G (Apt) — tymczasem przeprowadzone analizy poréwnawcze nie wykazaly réznic
istotnych statystycznie pomiedzy trzema konstruktami w zadnym z badanych parametrow, a
wyb6r konstruktu Apt do dalszych prac oparto na nieistotnych statystycznie korzystnych
tendencjach (lepsza powtarzalno$¢ edycji oraz najmniejszy odsetek mutacji bystander 1 off-
target). Proponowalabym, aby Autorka w zakonczeniu jednoznacznie odniosla si¢ do statusu
postawionej hipotezy — czy w $wietle uzyskanych wynikéw uznaje ja za potwierdzong,
czgsciowo potwierdzona, czy niepotwierdzona. Uczciwe i otwarte zaprezentowanie tej kwestii
— podobnie jak ma to migjsce w innych czgsciach rozprawy — tylko podniostoby jej wartos¢.
Jest to uwaga porzadkujgca, ktéra w zaden spos6b nie umniejsza merytorycznej zawartosci

pracy.

Rozdzial ,Materialy i metody” jest opracowany szczegéltowo i starannie, w sposéb
umozliwiajacy odtworzenie badania, i stanowi jeden z najwickszych atutdéw rozprawy.
Doktorantka wykazala si¢ tu wyjatkowo szerokim, interdyscyplinarnym warsztatem
metodycznym. Zaprojektowala i wytworzyla trzy konstrukty mRNA edytora zasad BE3



roznigce si¢ zestawami sekwencji regulatorowych UTR (Xen, Mod, Apt), wykorzystujac
klonowanie metoda Gibsona oraz transkrypcje in vitro. Do oceny skutecznosci i precyzji edycji
on-target zastosowala poglebione sekwencjonowanie amplikonowe NGS z analiza profilu
mutacji w oprogramowaniu CRISPResso02, a oceng bezpieczenstwa oparta na wieloaspektowej
analizie transkryptomicznej (RNA-seq, analiza réznicowej ekspresji genéw metodg GSEA,
analiza alternatywnego splicingu i izoform transkryptow, ocena deaminacji w transkryptomie,

modelowanie biatka neogeniny, walidacja qPCR).

Na szczegélne podkre$lenie zastuguje sposéb oceny mutacji off-target. Doktorantka
zastosowala trzy komplementarne metody przewidywania potencjalnych miejsc —
eksperymentalng metode in vitro (Nano-OTS), podejscie in silico (Cas-OFFinder w polaczeniu
z BEDeepoff) oraz analiz¢ oparta na transkryptomie (CRISPRroots) — a do eksperymentalne;j
weryfikacji ponad szeSciu tysigcy wytypowanych loci wykorzystala innowacyjng metodg
Adaptive Sampling w sekwencjonowaniu nanoporowym, umozliwiajgcg selektywne
wzbogacanie pokrycia docelowych regionow bez koniecznosci przygotowywania
dedykowanych paneli amplikonowych. Jest to rozwigzanie metodologicznie nowatorskie i
niezwykle eleganckie, $wiadczace o dojrzatosci badawczej Autorki oraz o jej zdolnosci do
samodzielnego siggania po najnowsze technologie i tworczego ich adaptowania do
postawionego problemu. Wybér linii HEK293T do cz¢éci poréwnawczej zostal trafnie
uzasadniony brakiem natywnej ekspresji kolagenu typu VII, dzigki czemu obserwowane efekty
komoérkowe wynikaly wylacznie z dzialania edytora. Czgs¢ translacyjng oparto na linii raka
plaskonablonkowego skory A431, z zastosowaniem przesiewowego badania ARMS PCR,
potwierdzeniem sekwencjonowaniem metodg Sangera, oceng biatka kolagenu typu VII metodq‘
western blot oraz badaniami funkcjonalnymi (proliferacja, podatnos¢ na odklejanie pod
wplywem trypsyny, analiza morfologii i parametréw optycznych w mikroskopie
holotomograficznym). Zaplanowanie badania oraz dobor metod $wiadcza o wysokiej

rzetelnosci naukowej Doktorantki.

Rozdzial ,Wyniki” zostal przedstawiony obszernie, czytelnie i logicznie, z bogaty
dokumentacja graficzng i tabelaryczna, a poszezegblne podrozdzialy zamykane s
syntetycznymi wnioskami czastkowymi. Doktorantka wykazata wysoka i zblizong skutecznosé
transfekcji oraz edycji on-target (40-50%) dla wszystkich trzech konstruktéw. Szczegélnie
warto$ciowa — i warta wyrdznienia — jest obserwacja, ze mutacjom on-target towarzyszyly
mutacje typu bystander siggajace nawet 15% odczytéw i wystepujace poza klasycznym oknem
edycji edytora zasad (m.in. w pozycji C(-1) dla gRNA 1732). Spostrzezenie to ma istotne



znaczenie praktyczne — wskazuje na konieczno$¢ rozszerzenia okna analizy mutacji bystander
poza zakres dotychczas przyjmowany w narz¢dziach przewidujgcych, co jest cenng wskazowka

dla projektowania terapeutycznych gRNA.

Bardzo wysoko oceniam cz¢$¢ poswigcong ocenie bezpieczenstwa na poziomie transkryptomu.
Doktorantka wykazata, ze komorki traktowane edytorem zasad w formie mRNA wykazuja
znaczng aktywacje szlakow odpowiedzi przeciwwirusowej, sygnalizacji interferonu typu I oraz
odpowiedzi na uszkodzenia DNA, przy jednoczesnym obnizeniu szlakéw metabolicznych i
zwigzanych z przebudowg macierzy zewnatrzkomérkowej — co potwierdzila analizg gPCR i co
trafnie umiescita w kontekscie terapeutycznym RDEB, gdzie docelowe komorki skéry
wyjsciowo cechuje prozapalny i zaburzony fenotyp. Niezwykle wartoSciowa jest analiza
alternatywnego splicingu, ktéra ujawnila zmiany izoform w setkach genéw (>400 w kazdej
grupie), w wiekszosci niezalezne od zmian og6lnej ekspresji — co stanowi mocny argument za
prowadzeniem osobnej analizy form splicingowych. Na uwagg zasluguje przyklad genu NEOI,
w ktorym doszio do przelagczenia dominujacej izoformy na skrécong forme¢ pozbawiong
kluczowej domeny funkcjonalnej. Cenne jest rowniez wykazanie przemijajacego charakteru
wickszosci obserwowanych zmian (powrét do poziomu bazowego po pig¢ciu pasazach), przy
utrzymujgcej si¢ nieznacznie podwyzszonej ekspresji genéw odpowiedzi na uszkodzenia DNA,
a takze brak rozsianych deaminacji w transkryptomie, co korzystnie odréznia form¢ mRNA od

wczesniej badanych konstruktéw plazmidowych.

Roéwnie starannie opracowano analize mutacji off-target. Sposrdéd 6385 wytypowanych loci
(228 wskazanych przez wigcej niz jedng metode) wykrytych zostalo 25 potwierdzonych mutacji
typu C>T i G>A, charakterystycznych dla cytozynowych edytorow zasad, z czego 14 wystapilo
we wszystkich trzech grupach; najmniej mutacji wprowadzit konstrukt Apt (15), najwigcej Xen
(24). Cennym ustaleniem o znaczeniu metodycznym jest dominacja miejsc réznigeych si¢ od
sekwencji gRNA o 4-6 nukleotydéw przy braku korelacji mi¢dzy liczbg niedopasowan a
czgstoscia mutacji — co Autorka stusznie interpretuje jako dowdd, ze ograniczenie analizy
wylacznie do miejsc o malej liczbie niedopasowan, zgodnie z algorytmami opracowanymi dla

CRISPR/Cas9, mogloby prowadzié¢ do przeoczenia biologicznie istotnych mutacji off-target.

W czgéci translacyjnej Doktorantka, stosujgc rownoczesnie dwa gRNA, wprowadzita do linii
A431 dwie mutacje typu PTC w genie COL7A41 (c.1732C>T oraz ¢.4894C>T) w celu
odtworzenia genotypu heterozygoty zlozonej charakterystycznego dla pacjentow z RDEB.
Sposrod 227 wyprowadzonych monoklonalnych linii potomnych pig¢ posiadato pozadany



genotyp; do dalszych analiz wybrano trzy klony edytowane (E1-E3) i trzy nieedytowane (NE1—
NE3). Potwierdzono skuteczne, drastyczne obnizenie ekspresji kolagenu typu VII (w linii E3
ponizej 4% wartosci kontrolnej mimo obecnosci ok. 14% allelu typu dzikiego), nie wykazano
natomiast réznic w morfologii, proliferacji ani podatnosci na odklejanie migdzy klonami
edytowanymi i nieedytowanymi. Chciatlabym podkreslié, ze t¢ cz¢s$¢ pracy oceniam wysoko za
rzetelno$¢ i transparentno$é — Autofka otwarcie sygnalizuje niepelng edycje w linii E3 oraz
ograniczenie wynikajagce z zastosowania sekwencjonowania krotkich odczytéw (brak

mozliwosci ustalenia fazy mutacji), co §wiadczy o uczciwosci i dojrzatosci badawcze;.

Tu pozwole sobie na pewng uwage. Analizy funkcjonalne modelu RDEB-SCC oparto na
niewielkiej liczbie klonéw (po trzy w kazdej grupie), co przy uzyskanych wynikach
negatywnych istotnie ogranicza moc statystyczng wnioskowania o braku réznic w fenotypie.
Warto byloby, aby Autorka wyrazZniej zaznaczyla ten aspekt przy interpretacji obserwacji
dotyczacych proliferacji i adhezji. Jest to jednak uwaga drugorz¢dna — sama Doktorantka
trafnie podkresla, ze uzyskany model ma charakter potwierdzenia stusznoéci koncepcji (proof-

of-concept), a gldéwnym celem pracy pozostaje opracowanie $ciezki oceny bezpieczenstwa.

Rozdzialy ,,Podsumowanie” i ,Dyskusja” stanowig wyraz duzej wiedzy teoretycznej i
kompetencji Doktorantki, zrozumienia przeprowadzonych analiz oraz umiejg¢tnosci ich
krytycznej oceny w odniesieniu do prac innych grup badawczych. Autorka dojrzale dyskutuje
zardwno mocne strony, jak i ograniczenia badan, a w wyodrgbnionym podrozdziale otwarcie
deklaruje najwazniejsze z nich (wykorzystanie komercyjnych linii unie§miertelnionych zamiast
komorek pochodzacych od pacjentéw, charakter proof-of-concept modelu, niepetna edycja w
jednej z linii). Za szczegdlnie wartosciowe — i bgdace gldwnym osiagnigciem rozprawy —uznajg
zaproponowanie spdjnego, wieloparametrycznego schematu projektowania i oceny profilu
bezpieczenstwa terapii opartych na mRNA edytoréw zasad (Ryc. 50), obejmujgcego projekt i
weryfikacje gRNA in silico, przewidywanie i eksperymentalng oceng mutacji off-target, oceng
skutecznosci on-target oraz ocen¢ skutkéw molekularnych na poziomie transkryptomu i
splicingu. Schemat ten ma realny potencjat do stania si¢ podstawg standaryzowanej
przedklinicznej oceny bezpieczenistwa tej klasy terapii, a nakreslone perspektywy translacyjne
(edycja komérek pierwotnych pacjentéw, formulacje do miejscowego dostarczania do skory)

sg dobrze osadzone w aktualnym kierunku rozwoju dziedziny.

Rozdzial ,,Wnioski” obejmuje jedenascie klarownie sformutowanych, wypunktowanych

konkluzji, dobrze osadzonych w uzyskanych wynikach i odpowiadajgcych postawionym



celom. Taki sposob prezentacji — syntetyczny i czytelny — zastuguje na pochwale i ulatwia

identyfikacje¢ najwazniejszych ustalen pracy.

Bibliografia obejmuje 201 pozycji, w przewazajgcej wigkszosci anglojezycznych, w tym
znaczng liczbg publikaciji z lat 2020-2025, co $wiadczy o aktualnos$ci wykorzystanej literatury.
Pozycje dobrano zgodnie z poruszana problematyka, obejmujgc zaréwno klasyczne prace

dotyczgce biologii RDEB i edytoréw zasad, jak i najnowsze doniesienia z badan klinicznych.

Rozprawe uzupelniajg zwigzle i przejrzyste streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim.
Praca napisana jest na og6t poprawng polszczyzng. Wystepuja w niej pojedyncze drobne bledy
literowe i usterki edytorskie (np. ,.genotosycznosci” zamiast ,.genotoksycznosci”, ,,rowlolegle”
zamiast ,jréwnolegle”, ,danaego” zamiast ,danego™), ktore jednak nie wplywajg na
zrozumienie tresci ani nie obniZzaja wartosci merytorycznej pracy i s tatwe do skorygowania

W wersjl ostatecznej.

W ramach dyskusji nad rozprawa pozwol¢ sobie sformutowaé kilka pytan i kwestii do

rozwazenia:

1. Czy w swietle braku réznic istotnych statystycznie pomigdzy konstruktami Autorka uznaje
postawiong hipotez¢ badawcza (o przewadze konstruktu z aptamerem elF4G) za potwierdzona,
czg¢sciowo potwierdzong czy niepotwierdzong?

2. Czy obserwacja mutacji bystander poza klasycznym oknem edycji (pozycja C(-1)) jest,
zdaniem Autorki, swoista dla edytora BE3, czy nalezy si¢ jej spodziewaé takze w przypadku
edytorOw nowszej generacji o zawegzonym oknie edycji? Jakie ma to implikacje dla
projektowania terapeutycznych gRNA?

3. Jak Autorka interpretuje utrzymujgca si¢ po pigciu pasazach podwyzszong ekspresje genoéw
odpowiedzi na uszkodzenia DNA w kontekscie podkreslanego ,,przejsciowego” charakteru
ekspresji z mRNA — czy moze to wskazywaé na trwalsze, potencjalnie genotoksyczne
nastgpstwa edycji?

4. Czy brak réznic funkcjonalnych (proliferacja, adhezja, morfologia) miedzy klonami
edytowanymi i nieedytowanymi moze wynikaé z ograniczen modelu A431 (komorki o w pelni
utrwalonym fenotypie nowotworowym), a tym samym czy planowane jest odtworzenie modelu

w komorkach pierwotnych keratynocytoéw/fibroblastéw lub komérkach pacjentow?

Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia poprawnego sformutowania i rozwigzania aktualnego

oraz waznego problemu badawczego, uzyskata oryginalne i istotne wyniki oraz wykazala sig



bardzo dobrs, interdyscyplinarng znajomoscig problematyki prowadzonych badan — zaréwno
na poziomie biologii molekularnej i inzynierii genomu, jak i zaawansowanej bioinformatyki,
sekwencjonowania nanoporowego oraz hodowli i charakterystyki modeli komoérkowych
nowotworu. Doktorantka osiagnela zamierzone cele, dajac tym samym dowod umiejetnosci

samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Marii Romanczuk
zatytulowana ,,Translacyjna ocena bezpieczenstwa edytorow zasad cytozynowych w modelu
komérkowym nowotworu zwigzanego z recesywna dystroficzng postacia pecherzowego
oddzielania si¢ naskorka” jest oryginalnym opracowaniem, wnoszacym istotng nowg wiedze
zar6wno do zrozumienia profilu bezpieczenstwa cytozynowych edytoréw zasad dostarczanych
w formie mRNA, jak i do praktyki przedklinicznej — przede wszystkim poprzez wykazanie
konieczno$ci rozszerzenia okna anmalizy mutacji bystander, wieloparametryczng
charakterystyk¢ odpowiedzi komérkowej na edycj¢, innowacyjne zastosowanie metody
Adaptive Sampling w sekwencjonowaniu nanoporowym do weryfikacji mutacji off-target oraz

opracowanie kompleksowego schematu oceny bezpieczenstwa o potencjale standaryzacyjnym.
Przedstawiong rozprawe doktorska oceniam bardzo pozytywnie.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Katarzyny Marii Romarnczuk spelnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2024
r. poz. 1571 z p6ézn. zm.) oraz wnioskuj¢ o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow

postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w dyscyplinie nauki medyczne.

Bioragc pod uwage oryginalno$¢ i interdyscyplinarny charakter podjetego problemu
badawczego, nowatorstwo metodyczne (w szczeg6lnosci zastosowanie sekwencjonowania
nanoporowego w trybie Adaptive Sampling do walidacji mutacji off-target), wartosé
poznawczg i translacyjng uzyskanych wynikow oraz potencjal standaryzacyjny opracowanej

$ciezki oceny bezpieczenstwa, zwracam si¢ dodatkowo z wnioskiem o wyrdznienie tej

rozprawy.
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