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Opinia o rozprawie doktorskiej 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”

Przestana do oceny praca jest sporzadzona w jezyku angielskim i sktada sie ze 120 stron
i typowych dla tego typu opracowarn czesci tj. ze streszczenia (w jezyku polskim), abstraktu,
wstepu, celu pracy, materiatdow, metod, wynikéw, dyskusji, wnioskdw/podsumowania
wynikow, spisu rycin i tabel oraz pismiennictwa. Praca jest poprzedzona szczegétowym spisem
tresci oraz wykazem najwazniejszych skrotow uzywanych w publikacji. Zawiera 21 tabel, 31

rycin i 148 pozycji pismiennictwa.

Wstep wprowadza czytelnika w problem, ktérego rozwigzaniu poswiecona jest cata
praca — identyfikacji gendw regulowanych przez MYC, istotnych dla wzrostu komorek
nowotworowych. Liczy 20 stron, doktorantka omawia w nim poszczegdlne zagadnienia, wiedza
0 ktorych konieczna jest dla zrozumienia problemu badawczego: istote czynnikdw
transkrypcyjnych, ze szczegélnym uwzglednieniem czynnikéw z rodziny bHLH oraz czynnika
MYC. Ten ostatni jest opisany w sposéb bardzo szczegdtowy, w kontekscie jego struktury,
funkcjonowania jako czynnik transkrypcyjny i onkogen, procesdw, ktérymi kieruje oraz gendw
docelowych, przez niego regulowanych zidentyfikowanych za pomocg dotychczasowych
metod. Wynika z tego potrzeba poszukiwania metody kompleksowej, przesiewowej oceny
podstawowych gendw docelowych dla MYC, ktéra mogtaby by¢ zastosowana w réznych
nowotworach. Szczegdtowo omdwiono metodologie poszukiwania docelowych genow dla
czynnikow  transkrypcyjnych, skupiajagc  sie na immunoprecypitacji chromatyny i
nadekspresji/wytaczeniu poszczegdlnych czynnikdw transkrypcyjnych, ATAC-seq i metodach
opartych na 3C. Kulminacjg wstepu jest precyzyjnie, ale przystepnie opisana metoda edycji

genomu za pomocg CRISPR/Cas9 — jej mechanizm dziatania, mechanizmy naprawy D
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modyfikacje metody CRISPR/Cas9. Powyzsze rozwazania doprowadzaja nas do omowienia
mozliwosci zastosowania CRISPR/Cas9 do badania funkcji czynnikdw transkrypeyjnych. Wstep
jest napisany w bardzo pieczotowity sposdb, porusza szczegdtowo trudne zagadnienia w sposob

zrozumiaty takze dla 0séb niezwigzanych bezposrednio z dziedzing.

Cel pracy zostat jasno okreslony jako identyfikacja na skale genomu funkcjonalnych
miejsc wigzacych MYC i docelowych gendw wptywajgcych na wzrost komorek nowotworowych,
wykorzystujgc metode CRISPR/Cas9. Cele szczegdtowe obejmujg zaprojektowanie i
wygenerowanie biblioteki MYC-CRISPR odpowiadajacej miejscom wigzacym MYC w wybranych,
czterech liniach komdrkowych, zaprojektowanie wysokowydajnej metody przesiewowej
badania miejsc wigzgcych MYC i odpowiadajacych im gendw w komadrkach nowotworowych
oraz potwierdzenie funkcjonalnosci wybranych miejsc i docelowych gendw. Cele sg konkretne,
mierzalne, osiggalne i istotne. Zdaniem recenzenta, w tej sekcji niepotrzebnie znalazta sie rycina

8 ,Experimental approach”, ktdra powinna raczej naleze¢ do sekcji ,Metody”.

W sekcji ,Materiaty” doktadnie opisano materiaty i odczynniki wykorzystywane do
hodowli komorkowych, hodowli bakteryjnych, enzymy, bufory, roztwory, wykorzystywane do

elektroforezy i zestawy dostepne komercyjnie oraz wyposazenie.

Sekcja ,Metody” obejmuje pieczotowicie cpisane hodowle komdrkowe, wybor stezenia
puromycyny dla kazdej linii komdérkowej, projektowanie i klonowanie biblioteki MYC-CRISPR,
amplifikacje biblioteki Brunello, klonowanie indywidualnych konstruktéw sgRNA, izolacje
plazmiddw DNA, wielko i waskoskalowa produkcje czgsteczek lentiwirusowych, ocene ilosciowa
ich wytwarzania i efektywnosci transdukcji, przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania
NGS, sekwencjonowania NGS i analizy wynikéw, metody oceny skutecznosci edycji gendw za
pomocg CRISPR/Cas9, izolacji RNA i gRT-PCR, oceny zywotnosci komorek, immunoprecypitacji
chromatyny, test aktywnosci lucyferazy, specjalistyczne analizy dotyczace ontologii gendw,
cech zwigzanych z zasadniczymi sekwencjami ,E-box”, ustanowienie monoklonalnych linii
komarkowych oraz analize statystyczna. Bardzo uzyteczne, zdaniem recenzenta, bytoby krotkie
wprowadzenie do sekcji ,Metody”, ktdrego rozwinieciem bylyby opisane sekcje. Jego czescig

mogtaby byc rycina 8 z opisem.

Wyniki opisane sg na 42 stronach i zgodnie z najlepszymi standardami stanowig gtowna
cze$¢ rozprawy. Opisano przygotowanie lentiwirusowej biblioteki sgRNA MYC-CRISPR

nakierowanej na miejsca wigzania MYC (E-box) aby uszkodzi¢ ich sekwencje. Zbidr sekwencji E-
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box zostat oparty na dostepnych danych z MYC-ChIP-Seq w czterech liniach nowotworowych
zaleznych od MYC. Przeprowadzono badanie przesiewowe z uzyciem biblioteki MYC-CRISPR
oraz Brunello, by uszkodzi¢ geny kodujace biatka. Wyniki otrzymane z obu bibliotek wykazaty
sekwencje E-box oraz geny docelowe istotne dla wzrostu wszystkich komdérek nowotworowych,
jak i specyficzne dla danego typu nowotworu. Uzyskano 354-1,992 geny oraz 56-97 sekwencji
E-box istotnych dla wzrostu komérek nowotworowych, podczas gdy 3-9 sekwencji E-box i 5-18
gendw byto wzbogaconych. 20-32% istotnych motywdw E-box byto zlokalizowanych w poblizu
genow istotnych dla komdrek nowotworowych, a 42-49% gendw zlokalizowanych w ich poblizu
to znane cele dla MYC. Analiza proceséw w jakie zaangazowane s3 istotne geny oraz te
potozone w poblizu istotnych sekwencji E-box wykazata m.in. metabolizm, synteze rybosomow,
splicing i translacje. Podejscie z uzyciem biblioteki MYC-CRISPR zostato zwalidowane na linii
komaorkowej. Wyniki zilustrowano licznymi, czytelnymi, dopracowanymi rycinami oraz
tabelami, zawierajacymi m.in. informacje o zidentyfikowanych sekwencjach. Nalezy podkresli¢

roznorodnosé podejscia do przedstawienia trudnych do interpretacji wynikéw.

Dyskusja jest przedstawiona jasno, rzetelnie i niezwykle dojrzale na 5 stronach.
Doktorantka unika powtarzania opisu wynikéw, a zamiast tego rzuca sie w wir ich interpretacji,
zatrzymujac sie dtuzej przy kwestiach metodycznych czy wynikach najbardziej ja intrygujacych
czy pozornie niespojnych. Podobnie Doktorantka unikneta najczestszego btedu zwigzanego z
myleniem Wstepu z Dyskusja. Dyskusja dowodzi najwyzszego poziomu ekspertyzy i wirtozerii
badawczej.

Sekcja ,Podsumowanie wynikow” zastepuje w pracy czesciej stosowang sekcje
~Whnioski” ale wydaje sie by¢ bardziej adekwatna do danej pracy. Na podstawie tej sekcji nalezy
stwierdzi¢, ze postawione wstepnie cele zostaty jednoznacznie osiggniete, a przedstawione
prace i ich rozmach znacznie wrecz postawione cele przekraczaja.

Reasumujac, uwazam ze mgr inz. Marta Kazimierska przedstawita do oceny prace
doktorskg wybitng tak pod wzgledem jej koncepcji, znajomosci podstaw teoretycznych,
wirtuozerii metodycznej, niezwykle bogatg w oryginalne wyniki, ktére potrafita niezwykle
trafnie zinterpretowac. Wytworzyta innowacyjne narzedzie oparte na metodzie CRISPR/Cas9
modyfikujace motywy E-box, dzieki ktoremu zidentyfikowata ,piety Achillesowe” linii komorek
nowotworowych zaleznych od czynnika transkrypcyjnego MYC.

Rozprawa odpowiada warunkom okres$lonym w art. 187 Ust. 1 Ustawy z dn. 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Tym samym, wnioskuje do Wysokiej Rady
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Instytutu Genetyki Cztowieka, Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie jej do dalszych etapdw
przewodu doktorskiego, w tym do publicznej obrony rozprawy doktorskiej. Ze wzgledu na

wybitny, moim zdaniem, poziom pracy zgtaszam wniosek o jej wyrdznienie.

Prof. dr hab. med. Grzegorz Wtadystaw Basak
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