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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.:

,Opracowanie systemu oceny efektywnosci komplekséw nukleazy Cas9
na przyktadzie kierunkowej mutagenezy genu ABA9'0H1
zwigzanego ze spoczynkiem nasion u pszenicy i pszenzyta”
autor rozprawy:
mgr Krzysztof Michalski

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje wyniki badan realizowanych

w Laboratorium Kontroli Genetycznie Modyfikowanych Organizméw IHAR-PIB w Radzikowie.

Promotorem jest prof. dr hab. inz. Janusz Zimny, a promotorem pomocniczym dr inz. Anna M.

Linkiewicz. Rozprawa zostata przygotowana w roku 2023. Autor rozprawy wskazuje, Ze

badania byty finansowane w ramach projektu badawczego programu Postepu Biologicznego

w Produkcji Roélinnej finansowanego przez MRiIRW w latach 2014-2020 (zadanie 13 pt.

,Opracowanie i wykorzystanie metod biotechnologicznych do skrécenia cyklu hodowlanego

pszenzyta oraz do poprawy efektywnosci selekcji - miejscowo-specyficzna mutageneza z

wykorzystaniem miejscowo-specyficznych nukleaz”), a takze z dotacji dla Mtodych IHAR-PIB

przyznanych w roku 2018 (jak przypuszczam beneficjentem byt Doktorant) dla realizacji

zadania pt. ,Ewaluacja aktywnosci konstruktéw TALEN metoda przejSciowej koekspresji z

markerem fluorescencyjnym”.

Rozprawa doktorska zostala przedstawiona jako cykl trzech artykuléw naukowych
opatrzonych wspdlnym opracowaniem:

1) Michalski K., Hertig C., Manikkowski D.R., Kumlehn ]., Zimny ], Linkiewicz A.M., 2021.
Functional validation of Cas9/guideRNA constructs for site-directed mutagenesis of
triticale ABA8’OH1 loci. Int. ]. Mol. Sci. 22: 7038. https://doi.org/10.3390/ijms22137038

2) Michalski K., Zigbska P., Sowa S. Zimny J., Linkiewicz AM. 2023. Evaluation of
CRISPR/Cas9 constructs in wheat cell suspension cultures.Int. . Mol Sci. 24: 2162.
https://doi.org/10.3390/ijms24032162

3) Cardi T., Murovec J., Bakhsh A, Boniecka J., Bruegmann T., Bull S.E., Eeckhaut T., Fladung M.,
Galovic V. Linkiewicz A. Lukan T. Mafra I, Michalski K, Kavas M. Nicolia A,
Nowakowska J., Sagi L., Sarmiento C., Yildinim K., Zlatkovi¢ M., Hensel G., Van Laere K.
2023. CRISPR/Cas-mediated plant genome editing: outstanding challenges a decade after
implementation. Trends Plant Sci. 28(10):1144-1165. doi: 10.1016/j.tplants.2023.05.012

Powyisze artykuly zostaly opublikowane w miedzynarodowych czasopismach
naukowych tj. dwa z nich w International Journal of Molecular Science wydawnictwa MDPI
(IF: 5,924; 140 pkt. wg. listy czasopism MEIN) i jeden artykut w Trends in Plant Science
wydawnictwa Cell Press (aktualny IF: 22,012 i 200 pkt.). W dwéch pierwszych publikacjach



Doktorant jest pierwszym autorem. Opublikowane informacje o roli poszczegdlnych autoréw
wskazujg, ze Doktorant petnit gtléwna role w tworzeniu koncepcji, doborze metod, wykonaniu
badan, opracowaniu i przedstawieniu wynikéw i napisaniu pierwszej wersji manuskryptow.
Jest to zgodne z oSwiadczeniami pozostatych wspoétautoréw, ktorzy albo wskazali mgr K.
Michalskiego jako pomystodawce i gléwnego wykonawce albo opisali swoéj udziat w
powstanie publikacji. W przypadku publikacji trzeciej (w Trends in Plant Science), ktéra ma
charakter przeglagdowy, brak jest opisu roli wspétautoréw w artykule. Oswiadczenia mgr K.
Michalskiego i wspoétautoréw tego artykutu wskazujg, ze Autor rozprawy brat aktywny udziat
w opracowaniu dwdch sekcji artykutu. Rozprawa obejmuje oméwienie cyklu publikacji w
rozdziatach IV-IX tj. przeglad literatury, cel badan i hipotezy, materiat i metody, oméwienie
wynikéw, podsumowanie i wnioski, zajmujace tacznie 19 stron. Ponadto, rozprawe
uzupetniajg streszczenia w j. polskim i angielskim, spis tresci, wykaz skrétéw i spis 65 pozycji
cytowanej w rozprawie literatury naukowej i opublikowanych gtéwnie w ostatnich latach.
Dotgczone zostalty wydruki artykutéw w/w wraz z materiatami uzupetniajgcymi
(supplementary materials) i o§wiadczenia wspétautoréw.

Rozdziat przeglad literatury obejmuje trzy podrozdziaty. W pierwszym, w oparciu o
pie¢ zrddet literaturowych, Autor przedstawia problem porastania tj., przedzniwnego
kietkowania ziarniakéw zbdz. Przypuszczam, ze w zamysle Autora podrozdziat ten miat
stanowi¢ uzasadnienie celowosci podjecia badan nad ograniczeniem porastania, a zatem
szkoda ze zabraklo cho¢by podstawowych informacji o gatunkach docelowej mutagenezy, tj.
pszenicy i pszenzycie, a takze bardziej wnikliwych informacji o skali i czesto$ci wystepowania
oraz skutkéw ekonomicznych porastania, zwilaszcza u tych gatunkéw. Drugi podrozdziat
dostarcza podstawowg informacje o mechanizmie porastania, a zwlaszcza zidentyfikowanych
u zbdz genach kodujgcych hydroksylazy ABA. Uzasadnia on wytypowanie genu ABA8OH-1
jako celu ukierunkowanej mutagenezy. W ostatnim podrozdziale skrétowo oméwiony zostat
mechanizm natywnego systemu CRISPR/Cas i jego zastosowanie do ukierunkowanej
mutagenezy ze wskazaniem konieczno$ci weryfikacji aktywnos$ci komplekséw
rybonukleoproteinowych (RNP) gRNA:Cas. Caly rozdziat jest oparty o dobrze dobrane zrédta
naukowe z ostatnich lat opublikowane w czasopismach naukowych o zasiegu
miedzynarodowym. Jest jednak w moim przekonaniu stanowczo zbyt skrétowy i og6élnikowy.

Rozdziat V zawiera cel badan opisanych w rozprawie, ktéry sformutowany zostat w
sposob wskazujgcy na dwa powigzane ze sobg cele. Pierwszy to opracowanie systemu oceny
efektywnosci komplekséw gRNA:Cas9 do edycji gendw pszenicy i pszenzyta na przykladzie
wytypowanego genu docelowego ABA8OH-1. Drugi to poréwnanie tego systemu z
powszechnie stosowanymi systemami oceny in vitro. Nie zrozumiate jest dla mnie
uzupeinienie tego rozdziatu o pieciopunktowsg liste co zostato zrobione w ramach badan
zamiast podania celéw posrednich, ktére uzasadnialyby plan uktadu badawczego, schemat
postepowania i dobor eksperymentow. W rozdziale tym postawiona jest takze jedna hipoteza
badawcza, ktora jest jednak dos$¢ oczywista i nie wymaga zatem weryfikacji, pomijajgc fakt, ze
jest nieprecyzyjnie sformutowana. W rozdziale VI Autor przybliza zastosowane metodyki w
trakcie badan i opisane szczegb6towe w zalgczonych publikacjach. Podanie tych informacji w
sposo6b spdjny i bez zbednego powielania utatwia zrozumienie toku postepowania w trakcie
badan i weryfikacje poprawnosci doboru narzedzi, protokotéw i analizy danych.



Kolejny rozdziat jest krotkim omoéwieniem zatgczonych publikacji. Pomimo
skrétowosci, rozdzial ten dostarcza niezbednych informacji do zrozumienia jakie wyniki
zostaly uzyskane i opublikowane w dwéch pierwszych artykutach rozprawy. W przypadku
trzeciego artykutu informacja ogranicza sie wiasciwie do wskazania, ktore podrozdziaty
zostaly przygotowane przez Doktoranta.

Artykul w IJMS z 2021 roku zawiera wyniki badan dotyczace oceny skutecznoSci
zaprojektowania dwéch gRNA i przeprowadzenia przez nie sterowanej ukierunkowanej
mutagenezy w genie ABAS'OHI. 7 uwagi na brak dostgpnych efektywnych metod
pozwalajacych uzyska¢ w stosunkowo latwy sposéb edytowanych ro$lin pszenzyta,
weryfikacja poprawnoéci doboru gRNA jest kluczowa dla powodzenia nastepczych
dos$wiadczen nad uzyskaniem materialu z wygenerowanymi mutacjami. Dlatego badania
zostaly tak zaplanowane aby uzyska¢ informacje o skutecznoSci gRNA przy uzyciu
alternatywnego systemu oceny opartego o naprawe genu reporterowego przejsciowo
ekspresjonowanego w komoérkach liSci jeczmienia. Zaproponowany system jest
wyrafinowanym przykladem ukazujacym nie tylko skuteczno$¢ narzedzi CRSIPR/Cas do
ukierunkowanego indukowania mutacji, ale takze mozliwo$¢ przeprowadzania Kkorekty
informacji genetycznej, czyli tego co w przypadku cztowieka okresla si¢ terminem terapia
genowa. Wyniki wskazaly, ze oba zaprojektowane gRNA pozwalajg na przywrocenie
funkcjonalnoéci genu kodujacego biatko zottej fluorescencji na podstawie obserwowanych
sygnatéw fluorescencji. Konstrukty zawierajgce te gRNA i gen Cas9 zostaly ponadto
wprowadzone z uzyciem glikolu polietylenowego do protoplastéw pszenzyta. Jednoczesnie
dostarczono gen Kkodujgcy bialko zielonej fluorescencji. Skuteczno$¢ transfekcji zostata
oceniona na podstawie obserwacji zielonej fluorescencji komorek, a ukierunkowanej mutacji
na podstawie trawienia z uzyciem niespecyficznej endonukleazy T7E1 oraz
wysokoprzepustowego sekwencjonowania. Ciekawe i warto$ciowe wyniki dostarczyty
eksperymenty, w ktérych zastosowano konstrukty kodujace gRNA i Cas9 oraz egzonukleaze
TREX2. Wykazano, Ze chociaz oba zaprojektowane gRNA generowaty mutacje, to jezeli byty
one dostarczone w Kkonstruktach umozliwiajacych jednoczesna ekspresje Cas9 i TREX2 to
znaczaco wzrastata efektywno$¢ mutagenezy. Co wiecej, w takim przypadku efektywno$¢ byta
poréwnywalna dla obu gRNA, podczas gdy dostarczanie konstruktow bez genu TREX2
skutkowato nawet kilkukrotng réznicg efektywno$ci mutagenezy w zaleznoSci od uzytego
gRNA. Za szczegOlnie cenne nalezy uzna¢ wyniki ukazujace, ze homeologi ABAS8'OHI
pszenzyta byly mutowane z rézna czesto$cig, w tym obserwowano preferencyjne zachodzenie
mutacji w subgenomie A. W przypadku stosowania konstruktéw z TREX2, dla obu gRNA
obserwowano zblizong efektywno$¢ mutagenezy we wszystkich trzech subgenomach. Wyniki
wskazaty, ze wzrost efektywnosci dzieki ekspresjonowaniu TREX2 byt gtéwnie zwigzany z
generowaniem dtuzszych delecji i potwierdzily obserwacje raportowane wcze$niej dla innych
gatunkow.

Drugi artykut opublikowany w IJMS w 2023 przedstawia wyniki doswiadczen w
ktérych wymienione powyzej dwa konstrukty z sekwencjami TREX2 wprowadzono za
posrednictwem Agrobacterium do komérek pszenicy utrzymywanych w kulturze
zawiesinowej. Dodatkowo zastosowano modyfikacje tych konstruktéw dzieki ktorej selekcje
transformantéw mozna byto dokona¢ w obecnos$ci antybiotyku higromycyny lub
alternatywnie herbicydu fosfinotrycyny. Po weryfikacji skutecznosci transformacji, selekcji



rozwijajacych sie agregatow komoérkowych w obecnosci czynnika selekcyjnego i analizie
molekularnej ekspresji genu Cas9, dla obu gRNA zostato potwierdzone zajScie mutacji w
obrebie miejsca docelowego zlokalizowanego w genomie A i D, a w przypadku jednego z nich
takze w genomie B. Tym samym wykazano, ze zaprojektowane narzedzia do edycji genu
ABA8-OH1 sa skuteczne dla celu indukowania mutacji takze u pszenicy. Wykazano takze, ze
system selekcji wykorzystujacy fosfinotrycyne jest bardziej efektywny niz z uzyciem
higromycyny, przynajmniej w przypadku zastosowanych stezen czynnikéw selekcyjnych.

Podsumowujac moge stwierdzi¢, Ze przeprowadzone badania dotyczyly istotnego
problemu w kilku aspektach. Po pierwsze badania podyktowane byly checig przeciwdziatania
niepozadanemu zjawisku wystepowania porastania zb6z poprzez dokonanie modyfikacji w
mechanizmie genetycznym regulujacym ten proces. Po drugie podjeto préoby modyfikacji u
gatunkow tzw. trudnych z uwagi na ich ztozone, poliploidalne genomy i ograniczone zasoby
dostepnych sekwencji oraz oporno$¢ rozwoju w kulturach in vitro. Podjete badania
zaplanowano z zastosowaniem roéznych metod i narzedzi pozwalajacych przeprowadzié
interpretacje wynikow w sposob wielostronny. Uktad badawczy i dob6r metod byt zasadny
dla uzyskania informacji o poprawnosci projektowanych gRNA i oceny efektywnosci
uzyskania mutacji w genach docelowych, a ponadto potwierdzenia aktywnos$ci TREX2 w
trakcie ukierunkowanej mutagenezy. Ostatecznie uzyskano wyniki potwierdzajgce mozliwo$é
weryfikacji skuteczno$ci projektowania i konstruowania gRNA z zastosowaniem systemu
modelowego naprawy ramki odczytu genu reporterowego. Zidentyfikowano homeologi genu
ABA8'OH1 w subgenomach pszenzyta i opublikowano ich sekwencje. Przeprowadzono udang
ukierunkowana mutageneze tych genéw u pszenicy i pszenzyta. Stwierdzono mozliwo$é
podniesienia efektywnosci edycji tych genéw poprzez wspomozenie systemu gRNA:Cas9
angazujac egzonukleaze TREX2 i scharakteryzowano rdéznice w sekwencji u mutantéw
uzyskanych z udziatem TREX2 i bez jej udziatu. Uzyskane wyniki dajg podstawy do
kontynuowania badan zmierzajagcych do uzyskania roélin bedacych mutantami genu
ABA8’0OH1 i oslabienia tendencji do porastania ziarniakéw. Opracowane protokoty w trakcie
prezentowanych badan beda mogly by¢ takze stosowane przy edycji kolejnych gendéw
pszenicy czy pszenzyta.

W sktad rozprawy wchodzi takze trzecia wieloautorska (22 autor6w) publikacja, w
ktorej mgr K. Michalski jest gléwnym autorem wydzielonych dwo6ch sekcji opatrzonych
tytulami ,Testing the functionality and efficency of editing constructs” oraz ,Advanced
CRISPR/Cas variants”. Zawsze stalem na stanowisku, Ze artykuly przegladowe stanowigce
cze$¢ rozprawy doktorskiej, czy habilitacyjnej, cho¢ nie zawieraja z reguty nowych wynikéw
badan, moga by¢ cennym uzupeilnieniem catosSci dostarczajgc obszernych opracowan
teoretycznych, w ktorych zebrane sg, podsumowane i w krytyczny sposéb przedyskutowane
dotychczas uzyskane wyniki badan i wiedza z nich wynikajagca. W przypadku niniejszej
rozprawy, obie sekcje sa krotkimi, kilkunastozdaniowymi fragmentami obszernego artykutu
zawierajgcymi do$¢ ogoélnikowe stwierdzenia. Zawarta zostala takze tabela z zestawieniem
21 publikacji i wykazem jakie w nich byly stosowane warianty Cas, dodatkowe komponenty
konstruktow genetycznych, na czym polegata opisywana modyfikacja i z jakg efektywnosciag
zachodzita. Dokonany zostat zatem przeglad najnowszej literatury i obie sekcje mozna uznaé
za uzupelnienie przegladu literatury zawartego na poczatku rozprawy, ktéry jak wcze$niej
wspomniatem jest bardzo ograniczony. Przeprowadzenie glebszej analizy i Krytyczne



omowienia przytaczanych publikacji w rozdziale przeglad literatury rozprawy bytoby jednak
bardziej zasadne, pozwolitoby bowiem Doktorantowi wykazaé sie zdolnoscig do
analitycznego opracowania danych literaturowych i ich glebszego oméwienia, a nie tylko
powotanie sie na suche zestawienie tabelaryczne.

Recenzja jest takze okazja do polemiki. Nie kwestionujgc zasadnosci i planu badan
oraz uzyskanych wynikéw, ktére s3 niewatpliwie wazne dla przysztych badafi nad
ukierunkowang mutagenezg i doskonaleniem odmian zb6z, mam odmienne zdanie dotyczace
zaliczania podstawowej analizy bioinformatycznej jako metody oceny wyboru gRNA, jak to
zostato przedstawione przez Autora rozprawy (w streszczeniu i oméwieniu wynikéw).
Analiza sekwencji miejsca docelowego, wskazanie potencjalnych off-targetow
projektowanych gRNA, czy analiza konformacji gRNA sg podstawowymi elementami
procedury projektowania gRNA i s one powszechnie stosowane aby zapewni¢ jak najwieksze
prawdopodobiefistwo wyboru funkcjonalnych gRNA. W dalszej kolejnosci wytypowane i
skonstruowane gRNA moga by¢ oczywiscie weryfikowane eksperymentalnie, co zostato
dokonane takze i w niniejszej rozprawie. Zbyt daleko idgce jest zatem twierdzenie Autora, ze
rozprawa opisuje badania nad zastosowaniem i optymalizacjg systeméw oceny efektywnosci
komplekséw gRNA/Cas?9 in silico.

W rozprawie kilkukrotnie mowa jest o poréwnaniu systeméw oceny efektywnoéci
wykorzystywanych narzedzi do indukowania mutacji. Takie i kolejne poréwnania zostaly
nawet sformutowane jako zrealizowane zadania. Nalezy zauwazy¢, ze badania byly
prowadzone albo w oparciu o transfekcje protoplastéw pszenzyta albo transformacje
komorek pszenicy z uzyciem Agrobacterium. Dodatkowo, wykorzystany byt uktad modelowy
z uzyciem trzeciego gatunku tj. jeczmienia. Zastosowanie réznych metod w réznych
gatunkach uniemozliwia dokonania poréwnan, przynajmniej zgodnie z przyjetymi zasadami
prowadzenia wiarygodnych badan naukowych. Nie oznacza to, Ze nie mozna wynikéw takich
eksperymentéw zestawia¢ i wycigga¢ poprawnych wnioskéw, ale na pewno nie mozna
twierdzi¢, ze taki zestaw badan stuzy do celéw poréwnawczych. Tym bardziej, ze ocena
efektywnosci indukowania mutacji byta okre$lana r6znymi metodami w zaleznoéci od uktadu
doswiadczalnego. U pszenzyta stosowano analize z zastosowaniem T7E1 i sekwencjonowania
wysokoprzepustowego, a u pszenicy sekwencjonowanie Sangera. Analizowano albo produkty
amplifikacji poszczegdlnych homeologéw albo wszystkich razem. Oceny dokonywano na
podstawie obserwacji fenotypu (fluorescencja YFP u jeczmienia) albo analizy genotypu
(analiza sekwencji u pszenzyta i pszenicy). Uzyskane wyniki w oczywisty sposéb dostarczaly
innych informacji, ktérych nie da sie bezposrednio ze sobg poréwna¢. Nalezy je traktowa¢
jako wzajemnie uzupetniajgce sie, co niewatpliwie podnosi waznoéé wynikéw
przeprowadzonych eksperymentéw.

Na koniec zobowigzany jestem wskaza¢, Ze w rozprawie znalazto sie kilka bledéw
jezykowych i do$¢ niefortunne okre$lenia, ktére nalezatoby zamieni¢ na bardziej naukowe
np.. ,nhamnozone produkty PCR", ,sztuczna fuzja czqsteczek RNA” czy ,zastosowanie TREX2
przesuneto charakter mutacji w kierunku delecji”.

Chciatbym takze prosi¢ Doktoranta o wyjasnienie w trakcie publicznej obrony
nastepujacych kwestii:



1. Z uwagi, ze przedstawiona rozprawa nie zawiera wynikéw dotyczacych konstruktow
TALEN prosze o wyjasnienie faktu umieszczenia informacji o Zrddle finansowania tj.
Dotacji dla Mtodych IHAR-PIB, ktéra zostata przyznana na badania z uzyciem TALEN.

2. Jak nalezy rozumiel stwierdzenie, Ze ,.. powszechne stosowanie systemow edycji
genomowej w oparciu o nukleazy Cas9 okazato sie trudne do osiggnigcia” podczas gdy
zaledwie w kilka lat po opracowaniu takich metod odmiany roslin z edytowanymi genami
sg uprawiane, a ich produkty dostepne komercyjnie dla konsumentow.

3. W artykule opublikowanym w IJMS w 2023 przedstawiona jest efektywnos$¢ edycji dla
kazdego uktadu do$wiadczalnego w kazdej z trzech linii komérkowych (agregatach
komoérkowych). O ile dobrze zrozumiatem, podane warto$ci procentowe informujg jednak
jak duza frakcja komorek w agregacie zawiera mutacje. Je$li tak, to jest to ocena
jednorodnosci agregatéw, tj. w jakim stopniu sktadajq sie z komoérek z mutacjg, a w jakiej
bez mutacji, co jest efektem tego czy agregat powstal z rozwoju jednej czy moze kilku
blisko lezgcych komérek. Co wiecej, w trakcie kilkutygodniowej kultury mogto dojs¢ do
kolejnych mutacji z uwagi na ciggla ekspresje Cas9. Prosze o komentarz i wyjasnienie czy
mozna te wartoSci procentowe poréwnywac z wartoSciami efektywnoSci podanymi w
publikacji z 2021 gdzie badano mutacje w niezaleZnych od siebie protoplastach.

4. Kontynuujac, jaki moze by¢ zwigzek pomiedzy zastosowaniem sytemu selekcji komorek
transgenicznych a efektywno$cig indukowania mutacji przez gRNA:Cas9?

5. Czym mozna wyttumaczy¢ rézng podatno$¢ homeologéw na ukierunkowang mutageneze w
przypadku stosowania komplekséw gRNA:Cas9, podczas gdy po wiaczeniu do systemu
egzonukleazy TREX2 takich réznic nie obserwowano?

Konkluzja

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Krzysztofa Michalskiego pt. ,Opracowanie
systemu oceny efektywnosci komplekséw nukleazy Cas9 na przykltadzie Kkierunkowej
mutagenezy genu ABA9'0H1 zwigzanego ze spoczynkiem nasion u pszenicy i pszenzyta”
spetnia kryteria okreSlone w art.13 ustawy z 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017 r. poz. 1789),
uwzgledniajac rozporzadzenie MNiSW z dnia 19 stycznia 2018 roku w sprawie trybu i
warunkéw przeprowadzania czynno$ci w przewodzie doktorskim, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie profesora (Dz.U.z 2018 r. poz. 261), zgodnie z
art. 179 ustawy z 3 lipca 2018 r. - Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U.z 2018 r. poz. 1669).

W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji
Roélin - Panistwowego Instytutu Badawczego w Radzikowie o dopuszczenie mgr Krzysztofa

Michalskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
% ‘

Krakéw, 19 pazdziernika 2023 prof. dr hab. inz. Rafat Baranski



