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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Hus pt. ,,Wykorzystanie systemu
ukierunkowanej mutagenezy CRISPR/Cas9 w edycji i badaniach genoméw
Brachypodium distachyon i B. hybridum”

Celem pracy doktorskiej Pani mgr Karoliny Hus byto wprowadzenie systemu ukierunkowane;j
mutagenezy z uzyciem technologii CRISPR/Cas9 do badan Brachypodium distachyon oraz B.
hybridum. W zwigzku z rosngcym znaczeniem technologii edycji genoméw CRISPR/Cas9, a
takze stosunkowo ubogimi kolekcjami mutantow uzyskanych w toku mutagenezy
przypadkowej dla rodzaju Brachypodium podjecie takiej tematyki jest jak najbardziej
uzasadnione. Co wigcej, autorka postanowita zastosowac¢ ten system do badan funkcji genow
bedacych homologami CDKG1 i CDKG2 u A. thaliana w kontroli parowania chromosomow i
rekombinacji homeologicznej w mejozie. Ten aspekt pracy Pani Hus nie wybrzmiat w tytule,
zapewne ze wzgledu na uzyskanie wynikow niezgodnych z oczekiwaniami, co jednak nie
umniejsza jego rangi.

Praca Pani mgr Hus ma typowa dla dysertacji doktorskich strukture obejmujgcg Wstep,
wydzielong czesc¢ opisujgcg Cel badan, nastepnie Materiaty i Metody, Wyniki oraz Dyskusje i
Whioski. Ponadto autorka opatrzyta prace Wykazem skrétow, Streszczeniem w jezyku polskim
i angielskim oraz Spisem literatury.

Zastanawiajgcy, a raczej dos¢ przypadkowy, wydaje sie dobor terminéw do listy skrotow.
Nawet recenzent powinien bowiem wiedzie¢, ze ‘pz’ oznacza ‘pary zasad’, natomiast ‘kpz’ —
‘tysigce par zasad'. Z kolei Doktorantka nie zajgkneta sie nad skrétami takimi jaki ‘CRISPR’,
‘Cas9’, ‘GFP’, czy ‘Ph7’, ktérych wyjasnieh na prozno szukac nie tylko w spisie skrotow, ale
tez w samej pracy.

Wstep zostat napisany w sposob bardzo przejrzysty, przystepnym i klarownym jezykiem. Nie
udato mi sie znalez¢ ani jednego btedu gramatycznego czy tez stylistycznego, co Swiadczy o
bardzo starannym podejSciu Doktorantki do przygotowania dysertacji. Wstep jest dobrze
ustrukturyzowany a poszczegolne podrozdziaty utozone sg w kolejnosci od najbardziej
0golnych do szczegdtowych. Zawarto$¢ merytoryczna Wstepu zostata dobrze przemyslana,
Doktorantka omawia wszystkie zagadnienia, ktore sg wazne dla zrozumienia przedmiotu jej
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badan. Szczegdlnie wnikliwie omawiane sg zagadnienia zwigzane z technikami transformac;ji
gatunkéw Brachypodium, co jest zrozumiate biorgc pod uwage fakt, ze techniki te nie sg tatwe
i nie tak wydajne jak w przypadku Arabidopsis thaliana, a Doktorantka poswiecita wiele czasu
by zoptymalizowac¢ ja na potrzeby realizacji swojego projektu doktorskiego. Do$¢ skromnie w
tym konteksScie wyglagda omoéwienie systemu CRISPR-Cas9 (1,5 strony), ktory przeciez
stanowit podstawowg metode i gtbwne wyzwanie zastosowane w pracy. Uwazam, ze mozna
byto nieco szerzej oméwié aplikacje tego systemu, czy tez rézne jego wersje obecnie szeroko
stosowane, szczegolnie w badaniach cztowieka. Moim zdaniem pewng niezrecznoscia jest tez
brak chocby krotkiego uzasadnienia podejmowania we Wstepie danego zagadnienia. Na
przyktad po podrozdziale, w ktérym opisywany jest system CRISPR-Cas9, ni stad ni zowad
pojawia sie rozdziat traktujgcy o desaturazie fitoenu i syntezie karotenoidéw. O ile po
przeczytaniu catosci pracy sens umieszczenia takiego podrozdziatu, wlasnie w tym miejscu,
wydaje sie jak najbardziej zrozumiaty, o tyle w trakcie pierwszego czytania zdaje sie byc¢
bardzo przypadkowy, wywotujgcy pewng dezorientacje czytelnika. Mysle, Ze rozpoczecie
kazdej nowej tematycznie sekcji jednozdaniowym wyjadnieniem jej celu, wptynetoby
pozytywnie na odbidr pracy.

W przypadku umocowanych we Wstepie rozwazan na temat wptywu homologéow Ph1 na
powstawanie crossing-over brak jest wlasciwego wprowadzenia opisujgcego samo zjawisko,
przez co pojawiajgce sie w toku tego podrozdziatu odniesienia do biatek ZMM czy crossing-
over klasy | mogg by¢ niezrozumiate dla czytelnika. Analogicznie, moim zdaniem nie jest
wiasciwie nakreslony problem z parowaniem chromosoméw homeologicznych u pszenicy, ani
tez nawet czym sg chromosomy homeologiczne — wyjasnienie znajduje sie dopiero w
koncowej czesci Dyskusiji. Z kolei omowienie kinaz CDKG1 i 2 jest zbyt szczegdtowe zamiast
odnosi¢ sie wytgcznie do ich roli w temacie parowania chromosomoéw homeologicznych,
zwlaszcza ze w pracy nie zostaly podjete préby scharakteryzowania innych cech
fenotypowych otrzymanych mutantéw poza aspektami zwigzanymi z podziatem mejotycznym.
Trzeba jednak zaznaczyC, ze sg to drobne zastrzezenia, bedgce wynikiem moich
subiektywnych odczu¢ na temat tego, co i w jakim zakresie we Wstepie powinno sie znalez¢,
ktére nie majg wpltywu na mojg wysokg ocene sposobu przygotowania Wstepu.

Cel pracy zostat opatrzony krotkim wprowadzeniem wyjasniajgcym zasadnos¢ podjetych
badan oraz podstawowe zatozenia (dotyczgce roli genow CDKG1/2 w procesie parowania
chromosoméw). Same cele zostaty trafnie okreslone, sg dobrze zdefiniowane i zbiezne z
tematem pracy; do tej czesci dysertacji nie mam zadnych zastrzezen.

Z kolei Materiaty i Metody sg jednymi z najbardziej szczegotowo opisanych, jakie kiedykolwiek
miatem okazje czytaé. To bardzo dobrze, biorgc pod uwage fakt, ze jednym z najwazniejszych
efektéw tej pracy jest wlasnie dopracowana metodyka badawcza. Nie oznacza to, ze nie
znajdziemy w tej czesci pracy kilku drobiazgéw, do ktérych krytyczne oko recenzenta nie
powinno sie doczepié. Przyktadowo, Doktorantka przy wszystkich technikach z zakresu biologii
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molekularnej podaje uzyte w reakcji objetosci poszczegoinych buforéw, enzymow i substratow,
nie zawsze jednak pamieta by podac¢ ich stezenia. Réwniez stosowane przez Doktorantke
podawanie predkosci wirowania prob w obrotach na minute nalezy uznac¢ za nieprecyzyjne,
poniewaz wydajnos$¢ sedymentacji zalezy od sity odsrodkowej, a ta bedzie rézna dla tej samej
predkosci obrotéw w zaleznosci od promienia zastosowanego rotora. Trzeba jednak
podkresli¢, Zze sg to uchybienia drobne, ktére nie wplyng na mozliwos¢ odtworzenia
eksperymentow przeprowadzonych przez Panig Karoling, co stanowi przeciez podstawowe
zafozenie przygotowywania rozdziatu Materiaty i Metody w pracach dyplomowych.

Rozdziat Wyniki rozpoczyna sie krotkim podsumowaniem badan prezentowanych w pracy, w
ktérym Kandydatka do stopnia doktora wyjasnia w jakim celu podejmowane byty poszczegdlne
zadania badawcze. Nastepnie Doktorantka przechodzi do bardziej doktadnego ich oméwienia
w poszczegolnych podrozdziatach. Z duzg szczegdtowoscig opisywane sg wszystkie mutanty
uzyskane przy zastosowaniu techniki CRISPR-Cas9. Badanie parowania chromosomow w
mejozie jest wykonane z uzyciem analiz cytologicznych. Na szczegdlne uznanie zastugujg
eksperymenty wykonane na allotetraploidzie B. hybridum, gdzie dla rozréznienia obu
subgenomoéw zastosowano technike FISH. Uzyskane w ten sposob wyniki sg bardzo czytelne
i Swiadczg o znakomitym warsztacie badawczym. To, czego mi w tym rozdziale zabrakto, to
szczegotowego opisu identyfikacji genow CDKG71 i CDKGZ2 u Brachypodium, analizy
poréwnawczej z ich homologami u A. thaliana oraz w locus Ph1 pszenicy i omowienia
wzajemnych relacji filogenetycznych. Praca opierata sie na zatozeniu, ze homologi tych genow
bedg jednoczesnie ich ortologami funkcjonalnymi, dlatego tego typu analiza bytaby jak
najbardziej pozgdana. Ponadto przydataby sie tabela obrazujgca otrzymane przez
Doktorantke wydajnosci transformac;ji roslin oraz wydajnosci mutagenezy.

Dyskusja podzielona jest na kilka podrozdziatéw, z ktérych pierwszy dotyczy aspektow
metodycznych pracy, natomiast ostatni dotyczy aspektu badawczego zwigzanego z
poznawaniem funkcji genéw CDKG1 i CDKG2 w parowaniu chromosoméw w mejozie. Jest
ona napisana w sposob dojrzaty i pojawiajg sie w niej wszystkie aspekty wymagajgce
przedyskutowania w Swietle uzyskanych wynikow. Wnioski sg dobrze przemyslane i trafne.
Mam jednak pewne zastrzezenia do wniosku nr 3, w ktérym Kandydatka konkluduje na temat
skutkow aktywnosci Cas9: Trzeba pamietac, ze nukleaza ta dokonuje jedynie podwdjnego
ciecia DNA, natomiast od mechanizmoéw naprawczych zalezy, czy dojdzie do powstania
mutacji, czy tez naprawa bedzie bezbtedna. Co wiecej, Cas9 bedzie dopdty przecinac substrat,
dopoki na skutek mutacji nie zaniknie sekwencja komplementarna do gRNA. Zdecydowana
wiekszos¢ cie€ jest prawidtowo naprawiana, a jedynie wielokrotno$¢ tego procesu skutkuje
ujawnianiem sie mutacji opisanych przez Doktorantke. Zatem sformutowany przez Kandydatke
wniosek mozna wiec rozpatrywac jako poprawny jedynie w kategorii pewnego skrotu
myslowego.
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Z technicznych aspektow przygotowania pracy niepotrzebne wydaje mi sie przedstawianie
kazdej ilustracji az na trzech stronach, gdzie pierwsza zawiera wytgcznie numer takiej tablicy,
druga jej opis, a dopiero trzecia prezentuje samg ilustracje. Praca jest napisana tadng
polszczyzna, a zargon laboratoryjny pojawia sie w niej bardzo rzadko (np. przy opisach
wynikéw elektroforezy Doktorantka uzywa terminu ,prazek” zamiast poprawnego terminu
~fragment”).

Pod wzgledem merytorycznym prace oceniam bardzo wysoko. Sam projekt doktorski jest
Swietnie przemyslany i w zasadzie doskonale zrealizowany. Doktorantka skutecznie
zaprezentowata dziatanie systemu CRISPR-Cas9 do specyficznej inaktywacji gendw w dwoch
gatunkach Brachypodium. O ile dla B. distachyon technika ta byfa juz wczesniej stosowana,
dotad nie podjeto sie jej wykorzystania u B. hybridum. Co wazniejsze, technika CRISPR-Cas9
wcigz jest traktowana jako swego rodzaju novum, a jej zastosowanie nie jest wbrew pozorom
tatwe w przypadku roslin innych niz A. thaliana. Niewiele tez jest publikacji, w ktorych technika
ta zostata z powodzeniem uzyta w badaniach. Doktorantce udato sie wprowadzi¢ jg do
repertuaru technik stosowanych w zespole prof. Hasteroka i opublikowaé protokét dotyczacy
jej uzycia w powaznym czasopismie naukowym. Pani Karolina zastosowata kilka réznych
wektoréow do transformacji roslin, eksperymentalnie stwierdzita ograniczong przydatnos¢
badania przesiewowego opartego na transformacji protoplastéow oraz przetestowata
mozliwos¢ jednoczesnego uszkodzenia dwoch nieallelicznych loci przy uzyciu konstruktéw z
dwoma roznymi gRNA. Wysoka skutecznos¢ mutagenezy w wykonaniu Pani mgr Kus
potwierdza, iz uzyskanie tych mutantéow nie byto dzietem szczesliwego przypadku czy zbiegu
okolicznosci, ale rezultatem znakomicie opanowanej techniki badawczej.

Sam dobdr gendw uzytych do mutagenezy uwazam za znakomity. Najpierw Doktorantka
testowata swego rodzaju ukfad kontrolny, jakim byt gen PDS kodujgcy desaturaze fitoenu. Jest
to Swietny wybér, poniewaz mutanty pds charakteryzujg sie silnym fenotypem, umozliwiajgcym
ich natychmiastowg detekcje wizualng. Dzieki temu fatwo mozna byto sprawdzi¢, czy
wszystkie elementy systemu CRISPR-Cas9 dziatajg zgodnie z oczekiwaniami. Nastepnie
Doktorantka skupita sie na dwéch genach kodujgcych kinazy cyklinozalezne, co do ktorych
istniato uzasadnione przypuszczenie, iz uczestniczg one w parowaniu chromosomow
homologicznych w mejozie. Podjecie tego tematu jest niezwykle istotne z perspektywy badan
roslin w rodzinie traw, poniewaz ekonomicznie najwazniejszy w warunkach Europejskich i
jeden z najwazniejszych w skali Swiatowej przedstawiciel tej rodziny — pszenica zwyczajna —
jest alloheksaploidem. Zrozumienie mechanizmu parowania chromosomoéw homologicznych
lezgce u podstaw prawidtowej rekombinacji chromosomow w mejozie, a takze poznanie, w jaki
sposob kontrolowane jest parowanie chromosoméw homeologicznych, pochodzgcych z
réznych subgenoméw pszenicznych, bytoby prawdziwym przetomem w nauce i z pewnoscig
umozliwitoby rozwdj nowych strategii hodowlanych. Badania przeprowadzone przez
Doktorantke wykluczyty model, w ktérym homologi kinaz cyklinozaleznych wystepujgcych w
locus Ph1 pszenicy petnig analogiczng funkcje u Brachypodium.
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Na koniec chciatbym skierowa¢ do Doktorantki kilka pytan dotyczgcych pracy proszac o
odpowiedz w trakcie publicznej czesci obrony doktorskie;:

1. Detekcja mutacji opierata sie na zastosowaniu analizy restrykcyjnej produktow reakciji
PCR, czyli w zasadzie markeréw typu CAPS. Z mojego doswiadczenia wygodniejsze jest
uzycie markerow typu indel poprzez zastosowanie pary gRNA targetujgcych Cas9 w
niewielkiej odlegtoéci od siebie, w tym samym genie. W ten sposob dochodzi do
powstawania dtuzszych delecji, ktorych wykrycie nie wymaga uzycia enzymow
restrykcyjnych. Zaletg takiego podejscia jest rowniez brak koniecznosci szukania
sekwencji gRNA/PAM obejmujgcych miejsce restrykcyjne, a takze mozliwos¢ catkowitego
usuniecia genu. Czy Doktorantka brata takie rozwigzanie pod uwage, czy byly moze inne
przyczyny, dla ktérych nie zostato ono zastosowane?

2. Doktorantka podjeta probe jednoczesnego wylgczenia obu gendw CDKG przy
zastosowaniu pary gRNA u B. hybridum, jednak zakonczyta sie ona niepowodzeniem. Czy
mozna zaproponowac inny sposob uzyskania podwojnego mutanta?

3. Chociaz technika CRISPR-Cas9 jest znacznie bardziej precyzyjna anizeli TALENS czy
ZNF, to jednak i w jej przypadku moze dochodzi¢ do nieplanowanych modyfikacji genomu
(mutacje ‘off-target’). Jak Doktorantka stusznie zauwazyta, przeszukanie catego genomu
wzgl. sekwencji gRNA powinno zminimalizowac ryzyko ich wystgpienia. Jednak nawet w
przypadku A. thaliana pewna cze$¢ genomu pozostaje niezsekwencjonowana a
powstawanie modyfikacji off-target moze zachodzi¢ takze dla nie do korica dopasowanych
sekwencji, cho¢ zapewne z mniejszg wydajnoscig. Czy Doktorantka moze zaproponowaé
sposo6b eliminacji potencjalnych mutacji off-target mozliwy do zastosowania w przypadku
Brachypodium?

4. Na stronie 194 Dyskusji pojawia sie zdanie: ,Chociaz najbardziej optymalne wydaje sie
projektowanie sekwencji gRNA w obrebie pierwszego eksonu, przedstawione w niniejszej
pracy wyniki, jak réwniez dane literaturowe (Shan i in., 2013b, Odipio i in., 2017) jasno
pokazujg, iz edycja innych eksonow rowniez moze by¢ uzyteczna w badaniach z zakresu
genomiki funkcjonalnej.” Prositbym Doktorantke o wskazanie, na co nalezatoby zwrdcic
uwage analizujgc mutanty genow, w ktérych edycja nastgpita w ich koncowej czesci?

5. Zastosowany w badaniach gatunek B. hybridum jest allotetraploidem powstatym w wyniku
hybrydyzacji B. distachyon (2n=10) i B. stacei (2n=20) i zostat w pracy uzyty jako roslina
modelowa w stosunku do heksaploidalnej pszenicy. W obu przypadkach praktycznie nie
dochodzi do parowania chromosomow homeologicznych w mejozie. Prositbym o
porownanie na ile genomy A, B i D pszenicy oraz dwa homeologiczne genomy
Brachypodium mozna ze sobg porownywac¢. Czy wiadomo jak odlegte ewolucyjnie sg B.
distachyon i B. stacei?
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W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca Pani mgr Karoliny Hus
pt. ,\Wykorzystanie systemu ukierunkowanej mutagenezy CRISPR/Cas9 w edycji i badaniach
genoméw Brachypodium distachyon i B. hybridum” w petni spetnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim, w tym art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, ktory stanowi, ze przewody doktorskie, (...),
wszczete i niezakohczone przed dniem wejscia w zycie ustawy, o ktérej mowa w art. 1, sg
przeprowadzane na zasadach dotychczasowych, z tym Ze jezeli nadanie stopnia doktora, (...),
nastepuje po dniu 30 kwietnia 2019 r. stopien (...) nadaje sie w dziedzinach i dyscyplinach
okreslonych w przepisach wydanych na podstawie art. 5 ust. 3 tej ustawy. W zwigzku z tym
wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Slgskiego w Katowicach o dopuszczenie mgr Karoliny Hus do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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