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Przedmiotem recenzji jest rozprawa doktorska autorstwa Pani Katarzyny Romasczuk
pod tytutem: ,Translacyjna ocena bezpieczeiistwa edytordw zasad cytozynowych w modelu
komérkowym nowotworu zwigzanego z recesywng dystroficzng postacig pecherzowego
oddzielania sig naskérka” napisana pod kierunkiem dr hab. tukasza taczmanskiego, prof. ITD
PAN oraz dr hab. Joanny Jackéw-Malinowskiej. Celem recenzji jest ustalenie, czy rozprawa
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a Dokicorantka wykazuie
ogdélng wiedze teoretyczng w danej dyscyplinie naukowej oraz umiejetnosé samodzielnego

prowadzenia pracy naukowej.
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PODSTAWA SPORZADZENIA RECENZI

Recenzja zosiala sporzadzona w zwigzku z powofaniem przez Rade Naukowa Instyiutu
immunologii | Terapii Dodwiadczalnej PAN do peinienia funkcji recenzenta w postepowaniu o
nadanie stopnia naukowego dokitora w dyscyplinie nauki medyczne mgr Kaiarzynie

Romanczuk.

CHARAKTERYSTYKA STRUKTURY ROZPRAWY DOKTORSKIE)

Przedstawiona rozprawa dokiorska zawiera 141 stron i zostala podzielona na 13 czedcl.
Struktura pracy jest wiadciwa. Rozprawa zawiera miedzy innymi streszczenie w jezyku polskim
i angielskim oraz wstep opisuigcy teoretyczne podstawy przeprowadzonych badan. Nastepnie
Dokiorantka przedsiawia hipoteze oraz cele szczegdiowe, Rozdzial Materialy | metody oraz
Wyniki zawierajg liczne ryciny wiasciwie przedstawiajace opisywane techniki i wyniki. Rozdziat

,401 11 stanowig: podsumowanie, dyskusia i wnioski.

Rozprawe rozpoczyna spis stosowanych skrotdw. Pewnym niedociggnieciem jest brak
spisu rycin i tabel. Praca zwiera 50 starannie wykonanych rycin i 3 tabele (jedna jako
suplement). Warto zwrdci¢ uwage, Ze bibliografia zawiera 201 pozycii, pochodzgcych w
wiekszosci z ostatnich lat, a wiec dyskutowane problemy i fakiy dotyczg akiuainego stanu

wiedzy.

OCENA STRONY FORMALNE] | JEZYKOWES ROZPRAWY

Na wstepnie nalezy zaznaczyd niezwykig zdolnosé Dokiorantki do bardzo przejrzysiego
opisu prezentowanych zagadnien. Opracowanie zostalo przygotowane tak, ze odbiorca w
logiczny sposdb zostaje najpierw wprowadzony w teoretyczne podstawy pracy. Dokladnie tez
zostaly wytlumaczone metody zastosowane w pracy. Dzieki temu czytelnik jest w stanie w
fatwy sposob przyswoic i zanalizowad wyniki. Takie dyskusja prowadzona jest w logiczny
sposHb odnoszac sie do zagadnien i problemdw poruszonych w rozprawie. Podsumowujac,
Doktorantka jasno, klarownie i komunikatywnie przedstawita zalozenia pracy oraz jej wyniki.

Strona formalna pracy nie budzi zastrzezen. Nalezy takze podkresli¢, ze Dokiorantka
doskonale opanowatla styl pisania prac naukowych. Praca jest wzorowa z perspekiywy
jezvkowej. W opracowaniu wiasciwie nie zdarzajg sie biedy sivlisiyczne, kolokwializmy czy
skroty myslowe. Bardzo rzadko wystepuijg takze literdwki”. Ryciny, szczegéinie we wstepie sg

wvkonane przeirzyscie i uzupetniajg opisywane zagadnienia.
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OCENA ZAXOZEN PROBLEMATYKI BADAWCZE), CELOW ROZPRAWY, WYNIKOW ORAZ
WNIOSKOW

W opinii recenzentki Doktorantka rozprawy podjeta wazny, bardzo aktualny i
przysziosciowy problem badawczy. Inzynieria genetyczna jest ciggle rozwijajgcy sie dziedzing
nauki. Jednym z nowszych i bardzo interesujgcych narzedzi sg edytory zasad wywodzace sie z
systemu CRISPR/CasS. Edytory te pozwalajg na precyzyjne modyfikacje pojedynczych
nukieotyddw nie prowadzzc do powstania dwuniciowych pekniel DNA, tak niebezpiecznych
dla komérki. Niekwestionowane korzysci jakie niesie zastosowanie edytoréw zasad,
szczegdlnie w  postact mRNA, nie powinny jednak przestaniad mozliwych dziatan
niepozadanych, a ocena bezpieczeristwa ich stosowania jest niezbedna.

We Wstepie moina wyodrebnic 3 giéwne nurty. Pierwszy z nich dotyczy pecherzowego
oddzielania sie naskédrka, czyli grupy choréb o podiozu genetycznym charakieryzujgcych sie
uposledzeniem integralnosci skéry i powstawaniem pecherzy. Dokiorantka skupia sie na
szczegblowym opisie jednej z odmian choroby czyli dystroficzne] postaci pecherzowego
oddzielania sie naskérka spowodowanej mutacjami w obrebie genu COL7AI, kodujgcego
kolagen typu VIi. Druga cze$¢ wsiepu opisuje narzedzia inzynierii genetycznej pochodne
CRISPR/Casy, skupiajgc sig na cytozynowych edytorach zasad. Dokiorantka opisuje zalety jak i
wady tego systemu. Warie podkreslenia jest krytyczne podejscie Doktorantki, kidra dokiadnie
opisuje zagrozenia mogace wynikad z deaminacji w transkryptomie, czy te obecnosci mutacj
typu off-target. Trzeci nurt skupiony jest na raku piaskonablonkowym skéry zwigzanym z
recesywng dystroficzng postacig pecherzowego oddzielania sie naskérka. Wsiep napisany
logicznie, w prawidiowy sposob opisuje przedstawione powyzej zagadnienia dowodzge duiej
wiedzy Doktorantki.

W nastepne] czesct Dokiorantka jasno formuiuje hipoteze oraz szczegdiowe cele
badawcze. Postawiona hipoteza moéwigca, ze ,konstrukt mRNA edytora zasad cytozynowych
wyposazony w aptamer wigzgcy czynnik inicjujgey transkrypcje elF4G jako jeden z elementdw
regulatorowych wykaze najkorzysiniejszy profil skutecznodci, precyzii | bezpieczenstwa w
poréwnaniu  z konstruktami posiadajgcymi standardowe elementy  regulatorowe”
determinuje szczegblowe cele badawcze: pordwnanie skutecznosci, precyzji i bezpieczenistwa
opracowanych konsirukidw mRNA edyitora zasad cytozynowych oraz opracowanie metod
cceny bezpieczensiwa | wykrywania mutacjl off-target dedykowanych dla edytoréw zasad

cytozynowych wprowadzanych w formie mRNA. Ostatnim celem badawczym byio utworzenie
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modelu komdrkowego raka ptaskonablonkowego skéry zwigzanego z recesywng dystroficzng
postacig pecherzowego oddzielania sie naskdrka. Przedstawione cele i hipoteza nawigzujg do
wstepu. Jednakie nie zostalo wyijasnione w tresci rozprawy diaczego do badania wybrano
dystroficzng postad pecherzowego oddzielania sie naskérka. Nie ma wymienionych Zadnych
przestanek, dlaczego Dokiorantka zajefa sie fym schorzeniem genelycznym oraz nie
orzedstawiono przyczyn wyboru cytozynowego edytora zasad. Wydaje sie to tym bardziej
wazine, ze na stronie 26 Dokiorantka wspomina o badaniach przedklinicznych dotyczacych
tego schorzenia z wykorzystaniem adeninowych edytordw zasad.

Czedéc badawcza {Materialy | metody oraz Wyniki} zajmuje ponad 60 stron i podzielona
- jest na wiele podrozdziaidw ze wzgledu na mnogodd wykorzystanych technik, Widad, ze
opisywane badania zostaly zaplanowane w sposdh przemyslany ilogiczny, tak aby potwierdzi¢
hipoteze i cele szczegdlowe. Eksperymenty dotyczyly 1) wypracowania kompleksowei Sciezki
oceny skutecznosci, precyzji | bezpieczenistwa edyiorow zasad cytozynowych w formie mRNA,
{analiza skutecznosci edycji on-target, profilu mutacii off-target oraz odpowiedzi komarkowej
na poziomie transkrypiomicznym) oraz 2Z) utworzenia modelu komdrkowego raka
pfaskonabtonkowego skéry zwigzanego z recesywng dysiroficzng postacig pecherzowego
oddzielania sie naskdrka.

Bardzo wazng kwestig jest proponowana w dyskusji przez Dokiorantke $cieika
postepowania projekiowania i oceny bezpieczeristwa zastosowania edytorow zasad w formie
mRNA. lest to narzedzie, kidre jak sama Doktoranika wskazuje stanowi punkt wyjscia dla
dalszych badan, niemniej jednak stanowi wypracowang cenng podsiawe do takich badan,

Zwraca uwage te? szeroko dyskutowane bezpieczedstwo uzycia edyiora zasad w tym
mozliwos¢ wprowadzania mutacji bystonder, off- target oraz zmian splicingu. W tym
kontekscie wartc podkredli¢ zwrdcenie przez Doktorantke uwagi na fakt, ze zastosowanie
edvtoréw zasad cytozynowych moze prowadzi¢ do mutacji typu bystander wystepujgcych
rownie? poza oknem edycii. Do tej pory jak wskazuje Dokiorantka, nie byt to problem szercko

badany {Doktoranika wykazuje tylko 1 publikacie zwigzang z tym tematem).

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji dysertacja stanowi ciekaws i waing analize,
potwierdzajac rzetelng wiedze Dokiorantki. Analiza tresci rozprawy doweodzi, ze Doktorantka
potwierdzita zaloZong hipoteze oraz osiggneta cele szczegdiowe, co nie jest wystarczajgco

zaznaczone w dyskusji czy wnioskach. Rozprawa doktorska Pani Katarzyny Romanczuk jest na
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wysokim poziomie merytorycznym. Wykorzystywane sg w niej réine metody badawcze,

dowodzgc bardzo dobrej znajomosci przez Dokiorantke warsziatu badawczego. Wyniki

uzyskane przez Doktorantke mozna uznad za oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Doktorantka udowodnifa swoje predyspozycje do samodzielnej pracy naukowsj, krytycznej

analizy i logicznego wnioskowania.

UWAG! KRYTYCZNE

Miimo bardzo pozytywnej oceny pracy, nalezy zwréci¢ uwage na kilka niedociaggnieé:

1.

Jak zostato juz wspomniane wczesnie] nie zostalo wyjasnione w tresci rozprawy
dlaczego do badania wybrano dystroficzng posta¢ pecherzowego oddzielania sie
naskdrka.

Jak zostato réwniez wspomniane wcze$niej nie przedstawiono przyczyn wyboru
cytozynowego edytora zasad.

W pracy ze wzgledu na brak przewidzianych mutacji bystonder | odpowiednie
potozenie pozycji edycji (5-7) wybrane zostaty dwa gRNA dla mutacji w genie COL7A1:
c.1732C>T oraz  ¢.4894C>T. Dobrym nawykiem jest podawanie sekwencji
referencyjnej wedtug ktérej oznaczono warianty. Warto by byto podac i3 informacje
na stronie 45 w sekeji 7.3.1 Projektowanie gRNA.

Str. 86 zawiera stwierdzenie ,Dla gendw zaangazowanych w odpowied?
przeciwwirusows i sygnalizacje interferonu typu | (RELB i STAT1) obserwowano
podobne poziomy zwiekszone] ekspresji dla wszystkich zastosowanych gRNA, co
wskazywatoby na gidwnag role samej czgsteczki mRNA i wprowadzania egzogennego
RNA do komérki w aktywacji tych szlakéw.” Nie znajduje ono potwierdzenia na
wykresie 26, Owszem, ekspresia STAT1 jest zblizona we wszystkich grupach, jednakie
ekspresja genu RELB jest bardziej zrdinicowana.

W pracy poiawia sie okredienie ,pekniecia podwdjne] nici DNA” odnoszgce sie do
zerwania obu nici DNA (np. str. 26). W tym przypadku lepszym i jednoznacznym
okresleniem bytoby dwuniciowe pekniecia DNA, kidre to okredlenie Doktorantka
wymienia w spisie skrétdw.

W czesci badawczej {Wyniki) moina mied drobne zastrzeienia do czesel ryein

e Rycina 8, str. 66 zdjecia z mikroskopu fluorescencyjnego sg nieczyielne

e W niektdrych rycinach brak ttumaczenia wszystkich skrdtdw np. rycina 42.
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QOczywiscie s one podane tekicie, jednakie z zatozenia wykres lub rycina
powinny by¢ bytem niezaleznym od tekstu.

» Rycina 191 20 stwierdzenie ,Gdrna lewa 1/3 wezte pokazuje wartodci dla grupy
Xen, dolna 1/2 dia grupy Mod i gérna prawa 1/32 dla grupy Apt” jest dla czytelnika
mato zrozumiate i trudne do zastosowania na wykresach, By¢ moie lepszym
rozwigzaniem byioby zakreslenie linig obszaru dla danej grupy. Dodatkowo dla
tych rvcin z punktu widzenia czyielnika korzystniej byioby zamiedcic kazdy

diagram na osobnej stronie.

WNIOSKI KONCOWE

Zwracajgc uwage na aktualnod$é tematyki rozprawy dokiorskie] Pani Katarzyny
Romanczuk, wainost celéw a iakize logike i spdinodc pracy, nalezy uznaé, Ze rozprawa
dokiorska jest oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego, votwierdza wysoki poziom
wiedzy teoretycznej i umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia prac badawczych.

W zwigzku z tym, stwierdzam, Ze rozprawa dolktorska speinia warunki okreslone w art.
187 ust. -4 Ustawy Prawo o szkolniciwie wyZszym i nauce (t.5. Dz. U. z dnia 2024 r. poz.1571
z poin. zm.) oraz wnioskuje o dopuszczenie dokiorantki do dalszych elapdw postepowsania
w sprawie nadania stopnis dokiora w dyscyplinie nauk! medvczne,

Dodatkowo, biorac pod uwage wkiad pracy Doktorantki, opanowanie i wykorzystanie w
pracy wielu technik zaréwno laboratoryjnych jak i bicinformatycznych, a takie wainosé
tematyki rozprawy skiadam wniosek o wyrdinienie rozprawy doktorskie] mgr Katarzyny
Romanczuk pt. ,Translacyjna ocena bezpieczenstwa edytordw zasad cytozynowych w
modelu komérkowym nowolworu zwigzanegoe z recesywng dystroficzng postacig

pecherzowego oddzielania sie naskdrka”.
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