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OCENA ROZRAWY DOKTORSKIEJ
Mgr Marty Elzbiety Kasprzyk

pt. ,, Functional dissection of the immunoglobulin heavy chain enhancers and enhancers
RNAs in B-cell non-Hodgkin lymphomas”

wykonanej
w Instytucie Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

pod kierunkiem dr hab. n.med. Agnieszki Dzikiewicz-Krawezyk, prof. IGC PAN

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka
PAN z dnia 16 marca 2023 roku.

1. Charakterystyka formalna rozprawy

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Marty Kasprzyk pt. ,.Functional dissection
of the immunoglobulin heavy chain enhancers and enhancers RNAs in B-cell non-Hodgkin
lymphomas” oparta jest na zestawie 2 opublikowanych prac oryginalnych (obydwie z roku
2021) oraz manuskryptu skierowanego do recenzji. Jedna praca to publikacja o charakterze
przegladowym, dwie pozostate to prace eksperymentalne. Doktorantka jest pierwszg autorkg
wszystkich prac stanowiacych rozprawe doktorska, co jednoznacznie wskazuje na Jej wiodaca
rol¢ w prowadzonych badaniach. Docenié¢ nalezy jakosé opublikowanych prac, co w pelni
odzwierciedla sumaryczny wspélezynnik oddziatywania obydwu opublikowanych juz prac
wchodzgcych w sktad rozprawy doktorskiej wynoszacy IF=11,071.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku angielskim i skonstruowana jest w

klasyczny sposéb, a wspomniane powyzej prace i ich oméwienie stanowig jej trzon. W



rozprawg wigczono typowe rozdziaty, takie jak Streszczenie w Jjezyku polskim i angielskim,
Wprowadzenie do przedstawionych prac oraz spis cytowanej literatury. Dodatkowo
Doktorantka zataczyla opis swojej dotychczasowej kariery naukowej, z uwzglednieniem
konferencji, w ktérych Doktorantka brata udzial, otrzymanych nagréd i wyréznien,
doswiadczenia zdobytego w wyniku odbytych stazy (w tym zagranicznych) i szkolen oraz
list¢ publikacji (8) nie wchodzacych w zakres rozprawy doktorskiej. Ta cze$¢ wskazuje na
ogromng aktywno$¢ i zaangazowanie Doktorantki w prowadzenie pracy badawczej.

Uwazam, ze Wprowadzenie zostato przygotowana przez mgr Kasprzyk niezwykle starannie z
wykorzystaniem bardzo dobrych zZrédet literaturowych. Rozdziat ten zostat napisany bardzo
czytelnym jezykiem, ktéry doskonale wprowadza w prezentowane prace. Na podkreslenie i
uznanie zastuguje rowniez fakt, ze wszystkie ryciny znajdujgce si¢ w tej czesci rozprawy
zostaly przygotowane przez Doktorantke samodzielnie.

W skladzie rozprawy znajdujg si¢ takze wymagane publikacje oraz odpowiadajace im
Oswiadczenie wspélautoréw  okre$lajace procentowy udzial kazdego z nich w
przedstawionych pracach. Doktorantka zawarta w opisie informacje na temat zrédet
finasowania badan przedstawionych w rozprawie. Precyzyjne stwierdzenia, co do zakresu
zaangazowania w dane publikacje wszystkich pozostatych wspotautoréw pozwalajg uznaé, ze
wkiad doktorantki w przeprowadzenie badan prezentowanych w rozprawie i jej
zaprojektowanie — jako kompleksowego podejscia do zagadnienia poznania znaczenia
sekwencji wzmacniajagcych oraz wzmacniajgcych RNA dla rozwoju i réznicowania
limfocytow B, szczegélnie genu  lafcucha cigzkiego przeciwcial w chloniakach
nieziarniczych— jest zasadniczy i znacznie przekraczajacy wkiad pozostatych badaczy. Tym

samym, mozna uzna¢ przedstawiong rozprawe doktorska za autorskie dzieto doktorantki.

Badania bedace przedmiotem pracy doktorskiej finansowane byly ze $rodkéw przewidzianych
na realizacj¢ grantu FNP ,First Team” dla Promotorki pracy oraz programu PRO
finansowanego przez NAWA, przyznanego mgr Marcie Kasprzyk, w ramach ktérego

Doktorantka odbyta staz w Uniwersyteckim Centrum Medycznym w Groningen w Holandii.

2. Przedmiot i cele rozprawy oraz zastosowana metodyka badawcza
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Marty Kasprzyk dotyczy spéjnego
tematycznie zagadnienia obejmujgcego badanie roli sekwencji wzmacniajgcych oraz

wzmacniajgcych RNA w rozwoju i funkcji limfocytéw B w chloniakach nieziarniczych.



Rola sekwencji wzmacniajgcych w rozwoju i dojrzewaniu limfocytéw B jest raczej dobrze
poznana to jednak ich zaangazowanie w procesy rozwoju chloniaka oraz regulacji translokacji
onkogenow, pozostaja nadal niepoznane. Dlatego tez Doktorantka, w ramach pracy
doktorskiej, wyznaczyta sobie gtowny cel, jakim byta funkcjonalna charakterystyka sekwencji
wzmacniajacych oraz wzmacniajagcych RNA zaangazowanych w patogeneze chtoniakéw
nieziarniczych. Doktorantka zrealizowala go w nastepujacych etapach:
1. identyfikacja aktywnych transkrypcyjnie regiondw w obrebie genu tancucha cigzkiego
immunoglobuliny oraz okreslenie ich roli w rozwoju chtoniakéw nieziarniczych;
2. identyfikacja wzmacniajagcych RNA kodowanych w obrebie badanego genu oraz
okreslenie ich roli w patogenezie choroby;
3. okreslenie potencjatu inhibicyjnego zwiazkow niskoczasteczkowych wobec sekwencji
wzmacniajgcych IGH.
Aby zrealizowa¢ zalozone cele badawcze, Doktorantka zastosowala szereg technik, ktére
moim zdaniem byty w pelni odpowiednie do ich realizacji. Zostaly one bardzo szczegdtowo
opisane w odpowiednich rozdziatach ,, Materials and methods” prac stanowigcych podstawe

rozprawy doktorskiej.

3. Najwazniejsze wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy
Rozprawa przedstawia rezultaty wielu obszernych, bardzo dobrze zaplanowanych prac.
Najistotniejsze wyniki uzyskane w wyniku realizacji pracy to:

1. precyzyjna identyfikacja trzech regionéw w obrebie sekwencji wzmacniajacych Ep
oraz 3’RR (3’RR1 oraz 3’RR2) w genie IGH za pomocg technologii CRISPRI i
wykazanie ich roli w procesie wzrostu komérek w liniach komérkowych chioniaka
Burkitta oraz chloniaka rozlanego z duzych komoérek;

2. potwierdzenie dwukierunkowej transkrypcji w obrebie genu IGH, w tym takze dla
sekwencji wzmacniajacych w oparciu o sekwencjonowanie RNA zasocjowanego z
chromatyna;

3. potwierdzenie, iz sekwencje wzmacniajagce moga wplywaé na poziom ekspresji
onkogenoéw ulegajacych translokacji. Doktorantka zastosowata tutaj technologie
edycji genomu za pomoca CRISPR/dCas9, otrzymujac bardzo przekonujace dane
pokazujace, iz zablokowanie regionu kluczowego (ang. core region) sekwencji

wzmacniajacych genu IGH prowadzi do obnizenia poziomu ekspresi traslokowanych

onkogenow.



4. Wykazanie, iz zablokowanie kluczowego regionu dla sekwencji wzmacniajacej Ep
prowadzi do utraty receptora komérek B ( ang. B-cell receptor) w chloniakach typu B
zard6wno w przypadku komorek wykazujacych translokacje locus IGH, jak i nie

wykazujgcych takiej translokacii.

4. Znaczenie uzyskanych wynikéw

Prace zaprezentowane w ramach rozprawy doktorskiej i badania wykonane przez Doktorantke
oraz zespot badawczy sa bardzo cennym wktadem pokazujacym znaczenie funkcjonalne i
kliniczne sekwencji wzmacniajacych oraz wzmacniajacych RNA w  chloniakach
nieziarniczych. Praca mgr Marty Kasprzyk jest przede wszystkim przykltadem bardzo
doglebnego poszukiwania mechanizméw dzialania sekwencji wzmacniajgcych oraz
kodowanych przez nie RNA przy wykorzystania niezwykle precyzyjnych narzedzi
molekularnych, takich jak m.in. CRISPR. Jest to szczegllnie wazne, nie tylko z punktu
widzenia poszukiwani funkcji czy identyfikacji nowych odziatywan miedzy czasteczkami, ale
ma ogromne znaczenie w przypadku potencjalnego zastosowania klinicznego. Tylko
doglebne analizy mechanistyczne moga, moim zdaniem, pozwoli¢ na identyfikacje naprawde
obiecujacych czasteczek, a w efekcie - szlakéw molekularnych w terapii choréb.

Niezwykle doceniam takze duza ostrozno$é Doktorantki w formutowaniu dalekosieznych
teorii 0 wykorzystaniu badanych przez siebie sekwencji w terapii chloniakéw, a poswiecenie
najwigkszej uwagi na precyzyjne poznanie i opisanie mechanizméw udziatu sekwencji
wzmacniajgcych oraz wzmacniajacych RNA w rozwoju chioniaka.

S. Komentarze

Ze wzgledu na fakt, iz rozprawa doktorska stanowi w wigkszosci zbior opublikowanych i

zrecenzowanych juz badan, pozwole sobie jedynie na drobne pytania i komentarze:

1. Za pomocy technologii CRISPRI zidentyfikowano regiony kluczowe w obrebie
sekwencji wzmacniajacych IGH (publikacja nr 2). Wykazano, iz regiony te maja
wplyw na tempo proliferacjii komérek poprzez udzial czynnika MYC. Czy
analizowano lub planowana jest analiza znaczenia badanych sekwencji oraz
wzmacniajgcych RNA w cyklu komérkowym lub w mechanizmie opornosci lekowej?

2. Ktore z tzw. cech nowotworowych (ang. hallmarks of cancer) moglyby, w odniesieniu
do analizowanych sekwencji, byé najbardziej obiecujacym celem terapii?

3. Czy badano lub rozwazano badanie globalne wplywu sekwencji wzmacniajacych na

profil ekspresji genéw, w tym RNA czy miRNA? Czy badanie wptywu sekwencji



wzmacniajgcych oraz eRNA na wzér metylacji DNA mogloby w tym podejéciu byé
zasadne?

4. Czy w kontekscie przysztych badan, planowane sg testy in vivo?

S. Zwigzek 30666 (publikacja nr 3) przetestowano w szeregu linii komérkowych.
Uzyskano dane potwierdzajgce jego wptyw na aktywnos$¢ sekwencji wzmacniajacych
oraz na wzrost komorek chioniaka typu B. Obserwowano zmiany w poziomie
ekspresji eRNA pochodzacego z regionéw Ep oraz 3” RR1 i 3’RR2 po podaniu
zwigzku. Po 24 godzinach poziom ekspresji ulegt obnizeniu, natomiast po 48
godzinach — wracal niemal do poziomu wyjsciowego, z wyjatkiem 2 linii
komoérkowych. Czy Doktorantka moglaby sprobowaé wyjasni¢ te przejsciowa zmiane
dla wigkszosci linii komérkowych oraz jej brak dla pozostatych dwoch?

6. Glownym wnioskiem dla potencjalnego mechanizmu dzialania zwigzku 30666 jest
jego wplyw na przebieg cyklu komoérkowego i zatrzymanie komérek w fazie sub-G1.
Sugeruje to, ze zwigzek ten moglby by¢ zaangazowany w indukcje apoptozy, a nie w
proliferacje. Poniewaz w badaniu tym wykorzystano tylko analize cyklu
komoérkowego za pomocy cytometrii przeplywowej, czy dla potwierdzenia tej tezy,
przeprowadzono albo rozwazano badanie markerow poszczegélnych faz cyklu czy
punktéw kontrolnych (np. cyklin) lub markerow proliferacji i apoptozy inng metoda,
np. gRT-PCR? Moim zdaniem, stanowitoby to bardzo dobre uzupekienie uzyskanych

wynikéw.

6. Podsumowanie

W ocenianej rozprawie doktorskiej mgr Marty Elzbiety Kasprzyk na uwage zastuguje wysoka
jakos¢ przeprowadzonych badan. Bardzo podoba mi si¢ wykorzystanie precyzyjnych narzedzi
molekularnych do poznania mechanizméw dzialania i funkcji sekwencji wzmacniajacych oraz
wzmacniajacych RNA, a w konsekwencji do wskazania potencjalnych czasteczek
terapeutycznych w  chioniakach nieziarniczych. Praca doktorska jest w efekcie
kompleksowym i rzetelnym podejsciem do badanego problemu. Dodatkowo, uzyskane
wyniki, zostaly potwierdzone dobrze dobranymi pracami eksperymentalnymi
zaprojektowanymi w bardzo, moim zdaniem, elegancki sposéb. Dlatego tez uwazam, iz
rozprawa doktorska i skladajgce si¢ na nig prace sg bardzo cennym i rzetelnym
uzupetnieniem dostgpnego pi$miennictwa naukowego, stanowiac zarazem podstawe do

kontynuowania badan w tej tematyce.



7. Wniosek koncowy

W mojej ocenie przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Marty Elzbiety Kasprzyk
speinia wszystkie warunki stawiane kandydatom w Ustawie — Prawo o szkolnictwie WYZSzZym
i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz.85 z pdézniejszymi zmianami). Zwracam zatem si¢ do Rady
Naukowej Instytutu Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu o dopuszczenie mgr Marty
Elzbiety Kasprzyk do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, majac na uwadze walory merytoryczne recenzowanej rozprawy oraz jako$é

prac stanowigcych jej trzon, wnosz¢ do Rady Naukowej o jej wyrdznienie.

Poznan, 01.10.23

dr hab. Katarzyna Rolle prof ICHB PAN
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