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Rozwdj technologii edycji genomu otworzyt nowe perspektywy leczenia chordb
monogenowych, ktore do niedawna uznawano za schorzenia trudne lub niemozliwe do
skutecznego leczenia przyczynowego. Szczegdlnie obiecujgca grupe narzedzi inzynierii
genetycznej stanowia edytory zasad, pozwalajace na precyzyjna korekcje mutacji punktowych
(bez wystgpienia genotoksycznosci towarzyszace] wezesniejszym narzedziom jak
CRISPR/Cas9) odpowiedzialnych za znaczng cz¢$¢ chor6b wrodzonych i nowotworowych.
Wobec szybko rosngcej liczby badan przedklinicznych i klinicznych wykorzystujacych te
technologie w opracowaniu nowych terapii genowych, kluczowego znaczenia nabiera ocena
ich bezpieczenstwa biologicznego, obejmujaca nie tylko skutecznos$¢ edycji docelowej, ale

rowniez potencjalne skutki uboczne na poziomie genomu i transkryptomu komorek.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w formie monografii naukowej liczy 141
stron maszynopisu i zawiera 50 rycin, 2 tabele oraz 201 pozycji pismiennictwa. Uklad pracy
oceniam jako prawidtowy, kolejnos¢ poszczegodlnych rozdziatéw w tekscie jest zgodna z
przyjetymi zasadami przygotowania rozpraw naukowych i zapewnia wilasciwg prezentacje

problemu badawczego. Praca zawiera wszystkie niezbg¢dne elementy rozprawy doktorskiej, tj.
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streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep przyblizajacy tematyke pracy i
uzasadniajacy wybor tematu, jasno okreslony cel badania, opis materiatu i metod, prezentacje
wynikow, ich oméwienie wraz z czgscig dotyczaca ograniczen pracy, wnioski oraz wykaz
pismiennictwa. Jednak z formalnego punktu widzenia wskazane byloby rozpoczynanie
kazdego gtéwnego rozdziatu pracy od nowej strony, co pozwolitoby zwickszy¢ czytelnosé

rozprawy.

Wstep zawiera aktualny stan wiedzy dotyczacy badanego zagadnienia. Doktorantka
przedstawia najpierw charakterystyke recesywnej dystroficznej postaci pecherzowego
oddzielania si¢ naskérka (RDEB), nastgpnic omawia wspbtczesne mozliwosci terapii
genowych i stosowane w nich narzedzia, niepozadane efekty dzialania cytozynowych edytoréw
zasad, kolejno rolg struktury mRNA w skutecznos$ci, bezpieczefstwie i precyzji wprowadzania
modyfikacji genomu wraz z uwzglednieniem mozliwych zastosowan terapeutycznych. Klamrg
spinajaca kontekst tego rozdziatu jest charakterystyka etiologii raka ptaskonablonkowego skory
zwigzanego z recesywng dystroficzng postacig pecherzowego oddzielania si¢ naskorka (RDEB-
SCC). Liczba i zakres poruszonych we Witgpie zagadnien $wiadczg o bardzo dobrej znajomoscei
literatury przedmiotu. Opis ten znakomicie uzasadnia potrzebe prowadzenia badad nad
bezpieczenstwem i skutecznodcig cytozynowych edytoréw zasad dostarczanych w postaci
mRNA. Jednak, bioragc pod uwage dynamiczny rozwdj technologii base editing, cennym
uzupetnieniem Wstepu byloby odniesienie si¢ do informacji naukowych dotyczacych
klinicznego wdrazania tej metody, zwtaszcza u chorych na anemie sierpowatokrwinkows oraz
rozwijanych obecnie terapii in vivo opartych na dostarczaniu edytoréw zasad z wykorzystaniem

nanoczastek lipidowych.

Giowny cel pracy oraz hipoteza badawcza i cele szczegbtowe zostaly sformutowane w
precyzyjny i spojny sposob, co $wiadczy o naukowej dojrzatosci Doktorantki. Nalezy
podkresli¢, ze cele szczegdtowe zostaty zaplanowane w sposéb umozliwiajacy systematyczng

realizacje celu gtdéwnego oraz rzetelng weryfikacje postawionej hipotezy badawcze;.

Rozdziat Materialy i metody zostat opracowany bardzo starannie i szczegdtowo.
Podkresli¢ nalezy, ze szeroki zakres metod badawczych to najmocniejsza strona recenzowane;j
rozprawy. Praca tgczy metody z zakresu biologii molekularnej, genomiki, transkryptomiki,
bioinformatyki, analiz¢ off-target, modelowanie bialek oraz zastosowanie funkcjonalnych

testéw komorkowych. Moja uwage zwrdcit zaprezentowany na poczgtku rozdziatu plan



badania wraz ze schematem logicznie uporzadkowanych dziatan, stuzgcych ocenie
skutecznosci, precyzji i bezpieczenstwa edytora zasad cytozynowych BE3 wprowadzanego do
komoérek w formie konstruktéw mRNA z wymiennymi sekwencjami regulatorowymi. Na
szczegblne wyrdznienie zastuguje rowniez wykorzystanie przez Doktorantke nowoczesnych i
komplementarnych metod badawczych takich jak: Nano-OTS i CRISPRroots stuzgcych
analizie mutacji off-target, modelu predykcyjnego CBEdeepoft do oceny wydajnosci edycji
poza miejscem docelowym czy walidacji przewidywanych miejsc off-farget przy pomocy
sekwencjonowania nanoporowego z wykorzystaniem Adaptive Sampling. Zastosowane
metody $wiadcza o bardzo dobrej znajomosci wspdtezesnego warsztatu biologii molekularnej,
genomiki i bioinformatyki. Opisy metod sg miejscami bardzo szczegdtowe, jednak w mojej

ocenie jest to w petni uzasadnione stopniem ich znacznej ztozonosci.

Rozdziat Wyniki zostat przygotowany bardzo starannie, z uzyciem blisko 50 rycin, ktore
w sposdb znaczacy utatwiajg zrozumienie uzyskanych danych. Rozdziat ten charakteryzuje sig
wysokim poziomem merytorycznym. Na podkre$lenie zastuguje fakt, ze uzyskane wyniki
przedstawiono w sposob zgodny z przyjetym planem badania i sformutowanymi wezesniej
celami badawczymi. Wyr6zniajgce jest whasciwe polaczenie wynikéw eksperymentalnych z
zaawansowanymi analizami bioinformatycznymi, obejmujagcymi ocene skutecznosci i
bezpieczenstwa zastosowanego cytozynowego edytora zasad, analize transkryptomiczng oraz
kompleksowa identyfikacje miejsc off-farget. W przeprowadzonym badaniu Doktorantka
wykazata ograniczong liczbe rzeczywistych mutacji off-farget oraz brak zwigkszonego
poziomu niepozadanych zmian w transkryptomie po zastosowaniu edytora dostarczanego w
formie mRNA, co jest istotnym wynikiem w ocenie bezpieczenstwa tego narzedzia.

Jednym z najciekawszych wynikéw pracy jest obserwacja mutacji bystander poza
wyznaczonym oknem edycji CBE, co w przysztosci nalezatoby uwzglednié przy projektowania
gRNA oraz ocenie bezpieczenstwa terapeutycznego.

Kolejnym etapem badania bylo opracowanie modelu koméorkowego raka
ptaskonablonkowego skory zwigzanego z recesywng dystroficzng postacig pecherzowego
oddzielania si¢ naskorka. Przeprowadzone analizy potwierdzily skuteczno$¢ uzyskanych
modyfikacji genetycznych, a jednoczesnie wykazaty brak istotnych zmian w podstawowych
parametrach morfologicznych i proliferacyjnych badanych komorek, co zwieksza wartosé

otrzymanego modelu dla przysztych badan.



W rozdziale Dyskusja mgr Katarzyna Romanczuk dokonuje krytycznej interpretacji
uzyskanych wynikoéw badania w kontekscie aktualnego stanu wiedzy, odnoszac wiasne
obserwacje do licznych doniesien literaturowych. Wysoko oceniam m. in. fragment dotyczacy
bezpieczenistwa terapii genowych z zastosowaniem cytozynowych edytorow zasad oraz
zwrdcenie uwagi na potencjalne konsekwencje biologiczne i kliniczne wykrytych mutacji off-
targel.

[stotng czescig rozprawy jest analiza zmian transkryptomicznych i zdarzen
alternatywnego splicingu, jednak w rozdziale Dyskusja brak omoéwienia, ktére z
obserwowanych zmian moga posiadaé znaczenie biologiczne oraz jakie moglyby by¢é
funkcjonalne konsekwencje zaobserwowanych zmian.

Cenne naukowo jest omowienie wynikow zwigzanych z opracowaniem modelu
komoérkowego raka ptaskonablonkowego skéry zwigzanego z recesywng dystroficzng postacig
pecherzowego oddzielania si¢ naskdrka. Doktorantka prawidtowo interpretuje brak istotnych
zmian w wybranych parametrach funkcjonalnych komoérek, wskazujgc jednoczesnie mozliwe
przyczyny obserwowanych zjawisk oraz ograniczenia zastosowanego modelu badawczego.

Na zakonczenie rozdziatu Dyskusja opisano i zaprezentowano w postaci graficznej
schemat $ciezki projektowania i oceny profilu bezpieczenstwa zastosowania edytoréw zasad w
formie mRNA, co nadaje rozprawie doktorskiej wymiar praktyczny z istotng wartoscig
aplikacyjna.

Znamiennym elementem rozdzialu jest rowniez cze$é dotyczaca ograniczen
przeprowadzonych badan, ktdra wskazuje na krytyczne podejscie Doktorantki do wiasnych
wynikéw i jest wskaznikiem Jej dojrzatosci naukowe;.

Whioski z przeprowadzonego badania, ujete w 11 punktach, zostaty sformutowane
zwigzle i prawidtowo, w opatciu o zatozone cele badawcze.

Bibliografia wykorzystana w rozprawie jest obszerna (201 pozycji), aktualna i
adekwatna do podejmowanej problematyki badawczej. Warto podkre$li¢, ze az 57%
cytowanych prac zostalo opublikowanych w ostatnich szesciu latach, co wskazuje na

uwzglednienie najnowszego stanu wiedzy z omawianej dziedziny.

Podsumowujgc, mgr Katarzyna Romanczuk podjeta si¢ zadania kompleksowej oceny
skutecznosci i bezpieczenstwa cytozynowych edytoréw zasad dostarczanych w postaci mRNA,
wykorzystujac szeroki zakres nowoczesnych metod biologii molekularnej, genomiki oraz
analiz bioinformatycznych. Postawione cele badawcze zostaly zrealizowane w pelnym

zakresie, a uzyskane wyniki majg charakter oryginalny i wnoszg istotny wkiad do rozwoju



metod oceny bezpieczenstwa edytorow zasad stosowanych w terapiach genowych.
Recenzowana rozprawa doktorska charakteryzuje si¢ bardzo wysoka wartodcig merytoryczng i
metodologiczng. Na podkreslenie zastuguje rowniez znaczacy potencjat aplikacyjny

przeprowadzonych badan w kontekscie rozwoju przysztych terapii genowych.

Stwierdzam, Zze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Katarzyny
Romanczuk zawiera oryginalne, bardzo warto$ciowe wyniki i spetnia warunki okreslone w art,
187 ust.1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z
pozn. zm.) oraz wnioskuje¢ o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapoéw postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora w dyscyplinie nauki medyczne.

Majac na uwadze wysokie walory merytoryczne i aplikacyjne pracy wnosze o

wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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