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Recenzja

Rozprawy doktorskiej mgr tnż. Marty Kazimierskiej

',Identification 
of functional MYC binding sitęs and target genes essential for cancer cell growth

based on the CRISPR/Cas9 screęning assay''

Rozprawa na stopień doktora nauk medycznych.

Recenzję opracowano na podstawie materiałów dostarczonych ptzez instytut Genetyki

Człowieka PAN z siedzibą w Poznaniu.

Powięrzona mi do recenĄipracabyłatealizowanaw Zakładzie Patologii Molękulamej w Instytucie

Genetyki Człowieka PAN. Promotorem pracy jest dr hab. n med. Agnięszka Dzlkiewrcr

Krawczyk,prof. IGC.

1. Znaczenie podjętych badań

Tematyka pracy dotyczy bardzo aktualnego zagadntenta, jakim są nowotwory człowieka.

Tęmat ten wpisuje się w ogólnoŚwiatowe trendy jednego znajczęściej występujących schorzeń

człowieka. Wykorzystanie nowoczesnych, wysokoprzepustowych metod wydaje się jednym

z naj|epszych, najbardziej efektywnych sposobów walki z nowotworami' Mozliwe jednak,

Że ptzezwzg|ądna ógrom danych, które uzyskuje się w takich analizach, strategie tę nie są tak

szybkie, jak byśmy sobie tego Życzyli' I tak, przedstawiona mi do recenzji placa' ury'daje się

potwierdzać te prognozy.



2. Ocena pracy

A) Ocena merytoryczna

Praca dotyczy identyfikacji miejsc wląZan|a czynnlka MYC i w konsekwencji analtzy

mozliwości modulacji docelowych genów. Do przeprowadzeniabadań wykorzystano biblioteki

opar1e o CRISPfuCas9. Wnioskując z podziękowań, placa była rcalizowana w kooperacji

z innymi ośrodkami. W sekcji wprowadzęnla Autorka zawarła informacje podstawowe

w przedmiotowym obszarze. Począwszy od znaczenia i roli czynników transkrypcyjnych

poprzeztchudziałw procesach sygnalizacji sygnałow i udziału w metabolizmie komórkowym.

Wstęp skupia się przede wszystkim na rodzinie czynników zaleŻnych od MYC. Doktorantka

uwzględnia kwestię regulacji epigenetycznej, opisuje poszezęgólne mechanizmy, w których

MYC uczestniczy. Skupia się na nowotworach, metabolizmie glukozy i innych procesach

anabolicznych i katabolicznych. W kontekŚcie nowotworzenia, akcentuje ro1ę ściezki, w której

uczestntczy MYC, w procesach takich 1ak adheĄa i apoptoza. Sprawnie opisuje równiez geny

dotychczas Znanęjako geny docelowe MYC' W tej części pojawia się jedno z ciekawszych

zagadntenjakim jest niewątpliwie terapia celowana. Doktorantka dokonuje równiez przeglądu

współcześnie stosowanych metod, które słuzą do identyfikacji miejsc oddziaŁywania/wtązanta

czynników transkrypcyjnych, do ktorych wltcza CHIP, ATAC-seq,3C oraz CRiSPfuCas9.

W kolejnej częśctAutorka formułuje cel pracy, który jest doŚć jasno Sprecyzowany ale brakuje

mu trochę osadzenia w ręaliach klinicznych i wizji znaczęnia potencjalnych odkryÓ dla

medycyny' Tym ograniczonym rozmachem charakteryzuje się ztesztą cała ptaca. w tym

dyskusja.

Kolejna częśc pracy to dziaŁ opisujący zastosowane materiały i metody. Wydaje się, ze bardziej

szczegoŁowego uzasadnienia wymaga wybor linii komorkowych, które posłużyły za model

badawczy (K56Ż, 5T486, HepG2, MCF7). Sam fakt wyboru MYC jako czynnika selekcyjnego

przy doborze linii komórkowych jest argumentem niewystarczającym. Autorka opisuje

szczegołowo zastosowane odczynniki i metody. Niemniej jednak' wątpliwoŚci pozostawia opis

sposobu ltczenia komórek oraz jednostki podanę przy szacunku Zagęszczenia komórek (str'

42l43) - ta kwestia wymaga wyjaśnienia. Nie wiadomo jakim zabiegom były komorki poddane

przed liczeniem - czy stosowano trypsynę, czy analizowano morfologię i integralność błon

komórkowych, czy stosowano barwniki lub analizę densy'tomettyczną? Praca Zawlera

szczegołowy opis projektowania i tworzenia bibliotek z uwzględnieniem klonowania,

transdukcji, NGS, CHIP itd. W kwestii metody qPCR nie zostało podane wyjaśnienie dlaczego

akurat gen TBP został uznany za ręferencyiny, czy dokonywano anaLiz porównawczych

stabi1nościtranskryptówinnychgenówmetabolizmupodstawowego?



CzęśÓ opisująca wyniki Zawlęta ogromną ilość danych dotyczących kanonicznych

i niekanonicznych motywów E-box w sekwencjach kodujących i niekodujących. Analiza

bioinformatycznawskazałabardzo duŻąrożnorodnośó procesów docelowych, w których może

uczestniczyć MYC. Dodatkowo, istotne znaczęnie dla uzyskanych wyników miała andrtza

mutacji wprowadzonych przez sgRNA. Dalsze badania potwierdziły rolę zaburzenta

w sekwencji E-box w przeŻywalności komórek. Tu jednak brakuje szczegółow dotyczących

sposobu analizy, rodzaju testu. Wskazano jednak geny, których rola moŻe mieć istotne

znaczenie w kontekście regulacji przez ściezkę MYC. Co najwaŻniejsze, wskazano nowe

konkretne pozycje/nukleotydy o kluczowej roli dla E-box i mechanizmow zaleŻnych od MYC.

W dyskusji Autorka wprowadza uzasadnienie dla przeprowadzonych badań. Wyciąga równiez

wnioski dotyczące proliferacji komórek. Przy braku informacji odnoŚnie stosowanego markera

proliferacji trudno jednak uznać te sugestie za w pełni uzasadnione' Nalezy pamiętać,

ze ekspresja genów mierzona poziomem mRNA może ale nie musi mieĆ odzwierciedlenia

w poziomie olaz aktywności białka, co moze mieć swoje przeŁoŻenl'e na aktywność

metabo|iczną - w tym proliferację. Wydaje się, ze w dyskusji większą cześć naleŻałoby

poŚwięcić tkankowej specyficzności procesów ekspresji genu' a w konsekwencji

plognozowanym odmiennym efektom metabolicznym. Zdecydowanie tez brakuje podkreŚlenia

wagi uzyskanych odkryó i wskazania na wtzjonerskie podejście do zagadnten zwtązanych

z praktycznym wykorzystaniem uzyskanych wynikow i dalszych badats, funkcjonalnych.

Wydaie się, ze punkt trzecl podsumowania traktujący o tkankowej specyficzności jest nieco na

wyrost i brakuje tu uzasadnienia w treści pracy.

B) Strona formalna

Praca zawlęra się na 120 stronach, na ktorych znajduje się 31 rycin i ŻI tabel' Rozprawę

rozpoazyna spis treści, wykaz skrótów i, dośĆ zaskakująco, dwa streszczenia, w języku

angielskim i polskim. Streszczenia pozostawiają pewien niedos1t w kontekście zwtązku

z interesującym tytułem' W pracy znajdująsię pojedyncze błędy językowe - głównie w zakresie

pomieszania czasu teraŹniejszego i przeszłego oraz formy dokonanejiniedokonanej i mowy

zaleŻnej (choóby w podsumowaniu i wnioskach).

Wydaje się, ze lepszym rozwiązaniem byłoby unikanie skrótow w tytułach poszczególnych

r o zdzi ał o w l p o dr o zdziałow .

Legendy do rycin powinny być wzbogacone - dotyczy to szczegolnie pierwszych dziesięciu

rycin. t



3. Wniosek końcowy

Temat poruszony przez Doktorantkę jest trudny, ciekawy tbardzo waŻny. Autorka Wkazała

się olbrzymim doŚwiadczeniem praktycznym i koncepcyjnym' Sposób prezentacji uzyskanych

wynikowjestprzejrzystyizawyjątkiemdrobnychuwag zamieszczonychpowyzej'jestbardzo

informatywny. Bogate ilustracje stanowią istotne wzbogacenie treści pracy ipozwalająpodąŻaÓ

za koncepcją Autorki' Po zapoznaniu się z rozprawą doktorską stwierdzam, Że mgr tnŻ. Marta

Kazimi ersk a pr zy gotow ała b ar dzo c i ekawą i warto ś ci ową ro Zprawę.

Przędstawiona mi do recenzji praca Pani mgr inŻ.Mafiy Kazimięrskiej pt.: ,,Identification of

functional MYC binding sites and target genęS essential for cancer cell growth based on the

CRISPR/Cas9 screening assay'' w pełni odpowiada wymogom pracy na stopień doktora

określonym w Rozporządzeniu Ministra Nauki i SzkolnictwaWyŻszęEo Z dnia 19 stycznia

20l8 r. w sprawie szczegołowego trybu i warunków przeprowadzania czynności w przewodzie

doktorskim' w postępowaniu habilitacyjnym otaz w postępowaniu o nadanie tytułu profesora

(D2.U.2018 poz.26I).

Powyzsze wnioski upowazniają mnie do zwrócenia się do Rady Naukowej Insty'tutu

Genetyki Człowieka PAN w Poznaniu z wnioskiem o dopuszczenlę Pani mgr inz. Marty

Kazimierskięj do dalszych etapów przewodu doktorskiego'

Z wyrazami szacunku,

Kierownik Kaletlrv i Zakładu

-


