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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Kazimierskiej

_Identification of functional MYC binding sites and target genes essential for cancer cell growth

based on the CRISPR/Cas9 screening assay”
Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych.

Recenzje opracowano na podstawie materiatdw dostarczonych przez Instytut Genetyki

Czlowieka PAN z siedzibg w Poznaniu.

Powierzona mi do recenzji praca byta realizowana w Zakladzie Patologii Molekularnej w Instytucie
Genetyki Cztowieka PAN. Promotorem pracy jest dr hab. n med. Agnieszka Dzikiewicz-
Krawczyk, prof. IGC.

1. Znaczenie podje¢tych badan

Tematyka pracy dotyczy bardzo aktualnego zagadnienia, jakim sg nowotwory cztowieka.
Temat ten wpisuje sic w ogdlnoswiatowe trendy jednego z najczesciej wystepujacych schorzen
cztowieka. Wykorzystanie nowoczesnych, Wysokoprzepustowych metod wydaje si¢ jednym
z najlepszych, najbardziej efektywnych sposobéw walki z nowotworami. Mozliwe jednak,
ze przez wzglad na ogrom danych, ktore uzyskuje si¢ w takich analizach, strategie te nie sa tak
szybkie, jak bysmy sobie tego zyczyli. I tak, przedstawiona mi do recenzji praca, wydaje sie

potwierdzaé te prognozy.



2. Ocena pracy

A) Ocena merytoryczna

Praca dotyczy identyfikacji miejsc wiazania czynnika MYC i w konsekwencji analizy
mozliwoéci modulacji docelowych genow. Do przeprowadzenia badan wykorzystano biblioteki
oparte 0 CRISPR/Cas9. Wnioskujgc z podzickowan, praca byta realizowana w kooperacji
z innymi oérodkami. W sekcji wprowadzenia Autorka zawarta informacje podstawowe
w przedmiotowym obszarze. Poczawszy od znaczenia i roli czynnikéw transkrypcyjnych
poprzez ich udziat w procesach sygnalizacji sygnatow i udzialu w metabolizmie komorkowym.
Wstep skupia sie przede wszystkim na rodzinie czynnikow zaleznych od MYC. Doktorantka
uwzglednia kwestie regulacji epigenetycznej, opisuje poszczegdlne mechanizmy, w ktorych
MYC uczestniczy. Skupia sie na nowotworach, metabolizmie glukozy i innych procesach
anabolicznych i katabolicznych. W kontek$cie nowotworzenia, akcentuje rolg sciezki, w ktore;
uczestniczy MYC, w procesach takich jak adhezja i apoptoza. Sprawnie opisuje rowniez geny
dotychczas znane jako geny docelowe MYC. W tej czgéci pojawia si¢ jedno z ciekawszych
zagadnien jakim jest niewgtpliwie terapia celowana. Doktorantka dokonuje rowniez przegladu
wspolezesnie stosowanych metod, ktore stuzag do identyfikacji miejsc oddziatywania/wigzania
czynnikow transkrypeyjnych, do ktorych wlicza CHIP, ATAC-seq, 3C oraz CRISPR/Cas9.

W kolejnej czesci Autorka formutuje cel pracy, ktory jest dos¢ jasno sprecyzowany ale brakuje
mu troche osadzenia w realiach klinicznych i wizji znaczenia potencjalnych odkry¢ dla
medycyny. Tym ograniczonym rozmachem charakteryzuje si¢ zresztg cala praca, w tym
dyskusja.

Kolejna cze$¢ pracy to dzial opisujacy zastosowane materiaty i metody. Wydaje sig, ze bardziej
szezegdtowego uzasadnienia wymaga wybor linii komérkowych, ktére postuzyly za model
badawczy (K562, ST486, HepG2, MCF7). Sam fakt wyboru MYC jako czynnika selekcyjnego
przy doborze linii komorkowych jest argumentem niewystarczajagcym. Autorka opisuje
szczegdtowo zastosowane odczynniki i metody. Niemniej jednak, watpliwosci pozostawia opis
sposobu liczenia komdrek oraz jednostki podane przy szacunku zageszczenia komorek (str.
42/43) —ta kwestia wymaga wyjasnienia. Nie wiadomo jakim zabiegom byly komorki poddane
przed liczeniem — ciy stosowano trypsyne, czy analizowano morfologie¢ i integralnos¢ bton
komoérkowych, czy stosowano barwniki lub analiz¢ densytometryczng? Praca zawiera
szczegdtowy opis projektowania i tworzenia bibliotek z uwzglednieniem klonowania,
transdukeji, NGS, CHIP itd. W kwestii metody qPCR nie zostato podane wyjasnienie dlaczego
akurat gen TBP zostal uznany za referencyjny, czy dokonywano analiz poréwnawczych

stabilno$ci transkryptow innych genéw metabolizmu podstawowego? -



Cze$é opisujgca wyniki zawiera ogromna ilos¢ danych dotyczacych kanonicznych
i niekanonicznych motywow E-box w sekwencjach kodujgcych i niekodujacych. Analiza
bioinformatyczna wskazata bardzo duzg réznorodnosé¢ proceséw docelowych, w ktorych moze
uczestniczyé MYC. Dodatkowo, istotne znaczenie dla uzyskanych wynikéw miata analiza
mutacji wprowadzonych przez sgRNA. Dalsze badania potwierdzity role zaburzenia
w sekwencji E-box w przezywalnosci komorek. Tu jednak brakuje szczegdtow dotyczacych
sposobu analizy, rodzaju testu. Wskazano jednak geny, ktorych rola moze mie¢ istotne
znaczenie w kontekécie regulacji przez $ciezke MYC. Co najwazniejsze, wskazano nowe
konkretne pozycje/nukleotydy o kluczowej roli dla E-box i mechanizméw zaleznych od MYC.
W dyskusji Autorka wprowadza uzasadnienie dla przeprowadzonych badan. Wyciaga rowniez
wnioski dotyczace proliferacji komoérek. Przy braku informacji odnosnie stosowanego markera
proliferacji trudno jednak uzna¢ te sugestie za w pelni uzasadnione. Nalezy pamigtad,
7e ekspresja gendw mierzona poziomem mRNA moze ale nie musi mie¢ odzwierciedlenia
w poziomie oraz aktywnosci biatka, co moze mie¢ swoje przelozenie na aktywnos¢
metaboliczng — w tym proliferacj¢. Wydaje si¢, ze w dyskusji wigkszg czes¢ nalezatoby
poswieci¢ tkankowej specyficznosci procesow ekspresji  genu, a W konsekwencji
prognozowanym odmiennym efektom metabolicznym. Zdecydowanie tez brakuje podkreslenia
wagi uzyskanych odkry¢ i wskazania na wizjonerskie podejscie do zagadnien zwiazanych
z praktycznym wykorzystaniem uzyskanych wynikéw i dalszych badan funkcjonalnych.
Wydaje sie, ze punkt trzeci podsumowania traktujacy o tkankowej specyficznosci jest nieco na

wyrost i brakuje tu uzasadnienia w tresci pracy.

B) Strona formalna

Praca zawiera sie na 120 stronach, na ktérych znajduje si¢ 31 rycin i 21 tabel. Rozprawg
rozpoczyna spis tresci, wykaz skrotow i, dos¢ zaskakujaco, dwa streszezenia, w jezyku
angielskim i polskim. Streszczenia pozostawiajg pewien niedosyt w kontekscie zwiazku
z interesujacym tytutem. W pracy znajdujg si¢ pojedyncze bledy jezykowe — glownie w zakresie
pomieszania czasu terazniejszego i przeszlego oraz formy dokonanej/niedokonanej i mowy
zaleznej (choéby w podsumowaniu i wnioskach).

Wydaje sie, ze lepszym rozwigzaniem byloby unikanie skrétow w tytutach poszczegolnych
rozdziatow/podrozdziatow.

Legendy do rycin powinny by¢ wzbogacone — dotyczy to szczegdlnie pierwszych dziesigeiu

rycin.

+



3. Wniosek koncowy

Temat poruszony przez Doktorantke jest trudny, ciekawy i bardzo wazny. Autorka wykazata
si¢ olbrzymim doswiadczeniem praktycznym i koncepeyjnym. Sposéb prezentacji uzyskanych
wynikéw jest przejrzysty i za wyjatkiem drobnych uwag zamieszczonych powyzej, jest bardzo
informatywny. Bogate ilustracje stanowig istotne wzbogacenie tresci pracy i pozwalajg podgzac
za koncepcja Autorki. Po zapoznaniu si¢ z rozprawa doktorskg stwierdzam, ze mgr inz. Marta
Kazimierska przygotowata bardzo ciekawa i wartosciowg rozprawg.

Przedstawiona mi do recenzji praca Pani mgr inz. Marty Kazimierskiej pt.: ,,Identification of
functional MYC binding sites and target genes essential for cancer cell growth based on the
CRISPR/Cas9 screening assay” w pelni odpowiada wymogom pracy na stopien doktora
okre$lonym w Rozporzadzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia
2018 r. w sprawie szczegdtowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodzie
doktorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora
(Dz.U. 2018 poz. 261).

Powyzsze wnioski upowazniaja mnie do zwrécenia si¢ do Rady Naukowej Instytutu
Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr inz. Marty

Kazimierskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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