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1 STRESZCZENIE

Edytory zasad s3 niezwykle skutecznym i tatwym do zastosowania narzedziem inzynierii genetycznej,
zdolnym wprowadza¢ substytucje pojedynczych nukleotydow bez genotosycznosci towarzyszacej
wczesniejszym narzedziom jak CRISPR/Cas9. Dzigki niezwyktej wszechstronnosci edytoréw zasad
mozliwe byto opracowanie pierwszej terapii genowej dedykowanej do pojedynczego pacjenta, najbardziej
skomplikowane;j terapii komorkowej CAR-T nakierowanej na biataczke z komorek T, a takze wielu innych
aktualnie trwajacych badan klinicznych na choroby wrodzone i nowotwory. Mimo tak zaawansowanego
wprowadzenia edytoréw zasad do kliniki, brakuje wcigz kompleksowych badan nad poznaniem profilu
skutecznosci i bezpieczenstwa zastosowanych terapii, szczegolne przy wprowadzaniu edytorow zasad w

postaci mMRNA.

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie kompleksowej $ciezki oceny skuteczno$ci, precyzji i
bezpieczenstwa edytorow zasad cytozynowych na bazie danych eksperymentalnych zgromadzonych w
ramach przedstawionych badan. Skupiajac si¢ szczegdlnie na strukturze elementow regulatorowych mRNA,
przeprowadzona zostata analiza porownawcza pod katem opisanych parametréow dla trzech réznych
konstruktéow mRNA edytora zasad cytozynowych. Wybrany konstrukt o najkorzystniejszym profilu
dzialania zostat nastepnie wykorzystany do wprowadzenia mutacji powodujacych niezwykle wyniszczajaca
dziedziczna chorobe skéry — recesywna dystroficzng posta¢ pecherzowego oddzielania si¢ naskorka
(RDEB) — do linii raka ptaskonabtonkowego skory, w ramach proof-of-concept poprzedzajacego dalsze
badania funkcjonalne i przesiewowa oceng skutecznosci dedykowanych terapii dla tego niezwykle

agresywnego nowotworu.

Analiza skuteczno$ci i precyzji w miejscu on-target wykazata wysoka i porownywalng skutecznos¢ dla
wszystkich trzech konstruktow (40-50%), ktorej towarzyszyly dodatkowo niepozgdane mutacje
towarzyszace typu bystander poza standardowym oknem edycji, osiagajace nawet 15% edytowanych
odczytow. Wskazuje to na konieczno$¢ rozszerzenia okna analizy mutacji bystander, bazujacej do tej pory

wylacznie na przewidywaniu i ocenie mutacji w obrgbie okna edycji.

Ocena bezpieczenstwa edytoréw zasad w formie mRNA polegata przede wszystkim na zbadaniu
konsekwencji edycji na poziomie komorkowym w analizie transkryptomicznej, a takze przewidywaniu i
wykrywaniu mutacji off-target w genomie. W ocenie réznicowej ekspresji genow komorki traktowane
edytorem zasad wykazywaty znaczng aktywacje¢ szlakow odpowiedzi przeciwwirusowej, sygnalizowania
interferonem alfa i beta oraz odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Jest to szczegolnie istotne w kontekscie
zastosowania terapeutycznego mRNA u pacjentow z recesywna dystroficzna postacig pecherzowego

oddzielania si¢ naskorka, ktorych komorki skory wyjsciowo wykazujg prozapalny i silnie zaburzony



fenotyp. Dodatkowo, analiza izoform transkryptow uwidocznita setki (>400) genéw o zmienionym
splicingu dla kazdej z grup badanych. Réznicowemu wykorzystaniu izoform rzadko towarzyszyty zmiany
w og6lnej ekspresji danego genu, co podkresla konieczno$¢ przeprowadzenia oddzielnej analizy form

splicingowych.

Przewidywanie potencjalnych miejsc mutacji off-target przeprowadzone zostalo za pomocg trzech
komplementarnych metod, uzyskujac ponad 6000 loci wytypowanych do dalszego sprawdzenia w
edytowanych komorkach. Zastosowanie innowacyjnej metody Adaptive sampling w technologii
sekwencjonowania nanoporowego umozliwilo roéwnoczesne przesekwencjonowanie wszystkich
wytypowanych miejsc w genomie bez dodatkowego naktadu pracy na etapie przygotowania bibliotek.
Wykrytych zostato 25 potwierdzonych mutacji off-target. Prawie 70% z nich zostato wskazanych przez
dwie metody przewidywania rownoczesnie (Nano-OTS i potaczenie Cas-OFFinder+BEDeepoff).
Wigkszo$¢ miejsc mutacji off-target roznita si¢ o 4-5 nukleotydow od sekwencji gRNA, jednak nie

zaobserwowano korelacji migdzy czestoscig wprowadzania mutacji a stopniem niedopasowania gRNA.

Wybrany konstrukt mRNA o najkorzystniejszym profilu dziatania postuzyt rownoczesnemu wprowadzeniu
dwoch mutacji w genie COL7AL, aby uzyska¢ genotyp heterozygoty ztozonej charakterystyczny dla
pacjentow z RDEB. Z edytowanych populacji komorek wyprowadzonych zostato 227 monoklonalnych linii
potomnych, sposrod ktorych pie¢ posiadato wybrany genotyp. W analizie poréwnawczej edytowanych i
nieedytowanych linii potwierdzone zostato skuteczne obnizenie ekspres;ji biatka kolagenu typu VII, jednak

nie udalo si¢ zaobserwowa¢ zmian proliferacji czy przylegania edytowanych komorek nowotworowych.

Otrzymane dane eksperymentalne pozwolity na opracowanie kompleksowej i wieloparametrowej Sciezki
projektowania i oceny skutecznosci oraz bezpieczenstwa edytoréw zasad cytozynowych dostarczanych w
formie mRNA, obejmujacej analize mutacji on-target i bystander, ocen¢ odpowiedzi komorkowej na
poziomie transkryptomicznym wraz z charakterystyka alternatywnego splicingu, a takze przewidywanie i
eksperymentalng weryfikacj¢ mutacji off-target z zastosowaniem sekwencjonowania nanoporowego.
Opracowany schemat postgpowania moze stanowi¢ podstawe wystandaryzowanej przedklinicznej oceny

bezpieczenstwa terapii genowych opartych na edytorach zasad.



