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Zaktad Inzynierii Genomowej

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marty Kazimierskiej
zatytulowanej
wldentification of functional MYC binding sites and target genes essential for cancer cell

growth based on the CRISPR/Cas9 screening assay"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Instytucie Genetyki
Czlowieka PAN w Poznaniu w Zakladzie Patologii Molekularnej pod kierunkiem Pani dr hab.
n. med. Agnieszki Dzikiewicz-Krawczyk, prof. IGCz.

Przedmiotem badan byla identyfikacja sekwencji regulatorowych i genéw
regulowanych przez czynnik transkrypcyjny MYC istotnych dla wzrostu komoérek
nowotworowych. Do identyfikacji miejsc wigzania MYC Pani mgr inz. Marta Kazimierska
zastosowala technologi¢ CRISPR-Cas9 i wielkoskalowe analizy przesiewowe. W tym celu
zaprojektowala i stworzyla oryginalng biblioteke sgRNA nakierowang na potencjalne miejsca
wigzania MYC w genomie czlowieka. Dodatkowo zastosowala dostgpng komercyjnie
biblioteke Brunello do inaktywacji genéw produkujacych biatka i regulowanych przez MYC.
Takie dwutorowe podejscie pozwolilo na wytypowanie istotnych regionéw regulowanych

przez MYC wplywajgcych na wzrost komoérek nowotworowych.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w jezyku angielskim w tradycyjnej formie.
Rozpoczyna si¢ od spisu tresci, wykazu skrotow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
wstepu i celu pracy. Kolejna cze¢$é obejmuje opis uzytych materiatow i zastosowanych metod,
omowienie wynikéw, dyskusje, podsumowanie, wykaz rycin, tabel i Zzrodet finansowania oraz

bibliografi. W pracy umieszczono 31 rycin i 21 tabel. Tego typu format rozprawy nie



wymaga zalgczenia os$wiadczenia Doktorantki, dotyczgcego jej wkladu w prezentowane
badania. W przypadku oceny niecopublikowanych wynikéw badan i1 stosowania przez Pania
mgr inz. Mart¢ Kazimierskg zaimka osobowego ,my” (np. we checked, we looked, we
performed, in our study, itp.) podczas opisu rezultatdw, ocena umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej jest utrudniona. Zakladam wigc, ze wszystkie przedstawione w
rozprawie badania zostaly przeprowadzone przez Doktorantke, za wyjatkiem wspomnianej na
str. 43 wspolpracy przy projektowaniu bibliotek sgRNA. Uprzejmie prosze Panig mgr inz.

Martg Kazimierskg o wyjasnienie tej kwestii podczas publicznej obrony pracy.

We Wstepie liczacym 20 stron Pani mgr inz. Marta Kazimierska zaprezentowala
ogolng wiedz¢ teoretyczng w tematyce swoich badan. Scharakteryzowata i sklasyfikowata
czynniki transkrypcyjne, ze szczegélnym uwzglednieniem protoonkogenu MYC. W cieckawy
sposob przedstawila strukturg biatka MYC, jego funkcje i zaangazowanie w procesy zwigzane
z nowotworzeniem, takie jak wzrost komorek, regulacja cyklu komoérkowego, metabolizm
glukozy i glutaminy, czy biosynteza nukleotydow, kwaséw tluszczowych i aminokwasow.
Nastepnie scharakteryzowala metody identyfikacji genéw docelowych dla MYC oraz ogélnie
dla czynnikow transkrypcyjnych, w tym metody przesiewowe oparte na technologii
interferencji RNA. Warto wspomnie¢, ze charakterystyce metod towarzyszy ich krytyczna
ocena, co $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci tematyki badan i metodologii. Ostatnia czgs¢
Wstepu dotyczy charakterystyki systemu CRISPR-Cas9, jego zastosowania jako technologii
edycji genomu, metod dostarczania, modyfikacji systemu, mechanizméw naprawy DNA oraz

zastosowania do analizy funkcji czynnikéw transkrypcyjnych.

Podsumowujac, Wstgp jest doskonalym wprowadzeniem do tematyki pracy.
Doktorantka przedstawila w nim aktualny stan wiedzy na temat roli czynnika
transkrypeyjnego MYC w regulacji wzrostu komérek nowotworowych i uzasadnila potrzebe

realizacji dalszych badan w celu lepszego poznania tego procesu.

Pani mgr inz. Marta Kazimierska wymienita trzy cele szczegétowe swoich badan:
zaprojektowanie i stworzenie biblioteki CRISPR nakierowanej na potencjalne miejsca
wigzania MYC w czterech liniach komorkowych (K562, ST486, HepG2 oraz MCF7);
wykonanie badania przesiewowego w celu identyfikacji miejsc wigzania MYC oraz genéw
sgsiadujacych; potwierdzenie funkcjonalnosci wybranych miejsc wigzania MYC (tzw. E-

boxes) oraz genéw docelowych.



Badania przesiewowe z uzyciem technologii CRISPR-Cas9 s3 obecnie czegsto
wykorzystywane m.in. do poszukiwania funkecji genéw, regionéw niekodujgcych,
mechanizmow regulujgcych dane procesy komoérkowe. Technologia ta wypiera wezesnie)
stosowane biblioteki shRNA ze wzgledu na duzg efektywno$é, wzgledng ltatwosc
projektowania sgRNA 1 mozliwos¢ modyfikowania praktycznie dowolnego /locus
genetycznego. Biblioteki CRISPR sktadaja si¢ z tysigcy plazmidéw, zawierajacych po kilka
sgRNA dla kazdego genu docelowego. W eksperymencie przesiewowym, komorki docelowe
traktuje si¢ potgczong bibliotekga w celu stworzenia populacji zmutowanych komorek, ktore
nastepnie sg przeszukiwane pod katem interesujacego fenotypu. Doktorantka podjela si¢
bardzo ambitnego zadania stworzenia wlasnej biblioteki CRISPR. Bazujac na publicznie
dostepnych danych MYC-ChIP-seq dla 4 linii komoérkowych zidentyfikowala potencjalne
miejsca wigzania MYC. Regiony te poddata selekcji m.in. pod katem obecnosci sekwencji
PAM niezbednej do dziatania Cas9. Nastepnie zaprojektowata sekwencje sgRNA, poddata je
analizie pod katem specyficznosci wigzania (off-target) i wyselekcjonowane sgRNA
wklonowala do wektorow lentiwirusowych. Ostateczna biblioteka MYC-CRISPR zawierata
ponad 45 tys. sgRNA celujgcych w blisko 25 tys. sekwencji docelowych. Jakos¢ biblioteki
zostata potwierdzona przy pomocy sekwencjonowania nowej generacji. Tym samym
pierwszy cel szczegélowy badan zostal zrealizowany. Sposob tworzenia biblioteki jak
rowniez wszystkie etapy selekcji i ewaluacji zostaly wybrane prawidlowo. Sa one
szczegolowo opisane w rozdziale Metody, ktory jest bardzo wartosciowa czg$cig ocenianej
rozprawy doktorskiej. Co wazne, stworzona biblioteka zostata zdeponowana w repozytorium
Addgene i jest dostepna dla srodowiska naukowego. Jest to bardzo wazne osiagnigcie

ocenianej rozprawy doktorskiej.

Kolejnym etapem badann Pani mgr inz. Marty Kazimierskiej bylo przeprowadzenie
wysokoprzepustowe] analizy przesiewowej w 4 liniach komérkowych raka, polegajacej na
inaktywacji miejsc docelowych dla MYC (biblioteka MYC-CRISPR) oraz znanych gendéw
kodujacych biatka regulowanych przez MYC (komercyjna biblioteka Brunello). Zastosowanie
tej strategii byto niezbedne do wytypowania istotnych genéw regulowanych przez MYC. W
wyniku analizy sekwencjonowania nastgpnej generacji Doktorantka wyselekcjonowata geny
oraz sekwencje regulatorowe MYC istotne dla wzrostu komoérek rakowych. Wigkszos¢ zmian
byla specyficzna dla okreslonego typu komorek. Nastepnie przy pomocy narzgdzi
bioinformatycznych (GO oraz GSEA) okreélita procesy, w ktdre mogg by¢ zaangazowane

wytypowane geny. Czes$¢ z nich byta wspoélna dla 4 linii komérkowych i co ciekawe niektore



byly specyficzne dla linii komdrkowych, np. naprawa DNA w linii K562 czy regulacja cyklu
komoérkowego w linii MCF7. Z czego mogg wynika¢ takie réznice migdzy liniami
komorkowymi? W komorkach nowotworowych mechanizmy naprawy DNA sa zaburzone, co
wigcej edycja moze prowadzi¢ do $mierci komorki na drodze zaleznej od p53. Czy $ciezka
p53 jest funkcjonalna w tych liniach komérkowych? Czy moze to wplywa¢ na wyniki analiz
wysokoprzepustowych? Z czego wynikata analiza 7 dnia po transdukcji?

Kolejnym celem badan Pani mgr inz. Marty Kazimierskiej byla walidacja rezultatow
analizy wysokoprzepustowej w linii komdrkowej K562. Pierwszym etapem byla analiza
wydajnosci edycji, ktora przeprowadzono metoda TIDE dla 14 sgRNA celujacych w 8
sekwencji regulatorowych istotnie zmienionych w analizie wielkoskalowej. Cho¢ metoda
TIDE ma swoje ograniczenia i nie wykrywa np. wiekszych delecji, ten wazny eksperyment
potwierdzit duzg wydajnosc edycji >90%. Najczgstszym typem mutacji byla insercja jednego
nukleotydu. Obecnie s3 dostgpne narzedzia do przewidywania wynikow edycji (np.
FORECasT, InDelphi) uwzgledniajace m.in. kontekst sekwencyjny miejsca docelowego dla
Cas9 czy typ komorek. Taka analiza moglaby wyjasni¢ niektore obserwacje lub wykluczy¢
sgRNA, ktére w wyniku edycji nie zmieniajg sekwencji motywu E-box lub generuja duze
delecje. Ciekawe, czy wydajnos¢ i jakos¢ produktéw edycji roznila si¢ pomiedzy liniami

komoérkowymi?

W wigkszosei przypadkow edycja regionu regulatorowego dla MYC wplywata na
obnizenie poziomu ekspresji regulowanego genu (RT-qgPCR), obnizenie sily wigzania MYC
do tego regionu (ChIP-gPCR) oraz na spadek przezywalnosci komoérek K562. Zastosowanie
katalitycznie nieaktywnego biatka Cas9 dzialajgcego na zasadzie blokady miejsca
docelowego potwierdzito wyniki dla dzikiego biatka Cas9 i wplynglo na obnizenie
przezywalno$ci komorek K562. Co wiecej, wyciszenie ekspresji MYC przy pomocy shRNA
wplynelo na obnizenie poziomu ekspresji badanych genow docelowych w systemie
reporterowym. Ten bogaty zestaw eksperymentéw potwierdzit wyniki analiz
wielkoskalowych. Pani mgr inz. Marta Kazimierska zaprezentowala w tej czeéci pracy
umiejetno$¢ sprawnego postugiwania si¢ wieloma metodami biologii molekularnej oraz

kompleksowe podejscie do problemu badawczego.

W ostatniej czedci rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Marta Kazimierska
przedstawila analize wynikoéw badan wielkoskalowych. Wytypowata kilka waznych sciezek
dla funkcjonowania komoérek rakowych i zaproponowala tzw. wezly krytyczne w tych



sciezkach regulowane przez MYC. Nalezg do nich migdzy innymi gen PFAS — punkt
centralny w $ciezce biosyntezy puryn; gen SNRPD2 - krytyczny dla procesu skladania pre-
mRNA, czy tez gen MECR istotny dla procesu biosyntezy kwasow tluszczowych w
mitochondriach. Dodatkowo na podstawie analizy 89 istotnych regionow regulatorowych (E-
boxes) okreslita ich cechy charakterystyczne, takie jak lokalizacja w promotorach genéw
ulegajacych wysokiej ekspresji oraz mozliwos¢ wplywu kontekstu sekwencyjnego na
efektywno$é wigzania MYC. Sg to bardzo ciekawe odkrycia i obserwacje, ktére otwieraja
droge do dalszych badan. Rozprawa doktorska konczy si¢ ciekawg i krytyczng dyskusja
wynikéw badan wraz z podsumowaniem w postaci listy istotnych genéw regulowanych przez
MYC w czterech liniach komodrek rakowych. W kilku miejscach Autorka wspomina o
terapeutycznym zastosowaniu wynikéw badan. Jak moglyby wyglada¢ takie potencjalne

podejscia terapeutyczne?

Z obowiazku recenzenta ponizej przedstawiam drobne uwagi edytorskie:

Str. 23 - brak odnos$nika literaturowego w zdaniu ”Acute MYC protein....”

Str. 27 — odnoénik literaturowy w zdaniu dotyczacym odkrycia CRISPR-Cas9 w Sp. pyogenes
jest niewlasciwy

Str. 28 - sgRNA nie ma 20 nt,

Str. 28 - Rycina 7 znajduje si¢ przed tekstem i odnosnikiem do niej.
Str. 29 — literéwki “directed” (HDR), “allow” a nie “allows”

Str. 43 — ,.from™ a nie ,,form”

Str. 44 —  supplementary table 177 str 63 podobnie S2-S5, str. 66
Tabela 6 - pojawiaja sie ShRNA? Brak wyjasnienia w tekscie.
Opisy niektorych rycin sa zbyt skrétowe, np. ryc. 20

Ryc. 22 - powinno by¢ chyba > -30

Str. 102 — ,.in four studied cancer cell lines”



Podsumowujgc, mgr inz. Marta Kazimierska stworzyla nowoczesne i oryginalne
narzedzie do badania proceséw regulowanych przez czynnik transkrypcyjny MYC. Wyniki
uzyskane w efekcie analiz wielkoskalowych z wykorzystaniem dwoch bibliotek CRISPR
poszerzyly nasza wiedz¢ na temat regulacji istotnych proceséw komoérkowych przez ten
czynnik w komorkach nowotworowych. Cele badaf byly ambitne i zostaly w pelni
zrealizowane. Doktorantka udowodnita, Ze dysponuje bogatym warsztatem biologii
molekularnej i odpowiednig wiedzg teoretyczng z zakresu prowadzonych prac badawczych.
Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr inz. Marty Kazimierskiej pt.
wIdentification of functional MYC binding sites and target genes essential for cancer cell
growth based on the CRISPR/Cas9 screening assay” spelnia wszystkie wymagania
ustawowe dotyczace warunkéw stawianych kandydatom do stopnia doktora, a dotyczace

przygotowania rozprawy doktorskiej.

W zwigzku z tym zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki
Czlowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr inz. Marty
Kazimierskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na nowatorski
charakter przedstawionych badan oraz mozliwo$¢ szerokiego wykorzystania wynikow badan
oraz biblioteki CRISPR-MYC, wnioskuj¢ 0 wyréznienie rozprawy.
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