Pracownia Multiomiki Choréb Cztowieka §Q~ —~

“ ‘ Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej

im. M. Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk Q—\ | _|_|_
J ul. A. Pawiriskiego 5, 02-106 Warszawa mm IMDiK

Warszawa 16.04.2022

RECENZJA RZOPRAWY DOKTROSKIEJ MGR ANNY BALCERAK
pt. ,Préba oszacowania molekularnej funkcji transkryptéw oraz nowo odkrytego mikropeptydu

kodowanego przez gen CRNDE oraz ich wptywu na wybrane aspekty procesu nowotworzenia”

Rozprawa doktorska pani mgr Balcerak jest wartosciowym zbiorem informacji i wynikéw
badawczych na temat roli ekspresji genu CRNDE zaréwno jako niekodujgcych transkryptow, jak
mikropeptydu, przede wszystkim w raku jajnika, z implikacjami dla innych choréb nowotworowych.

Rozprawe rozpoczyna klarowne streszczenie wynikdw i wstep, celnie podsumowujgcy
wiedze zaréwno o patologii i epidemiologii raka jajnika, dotychczasowg wiedze na temat genu
CRNDE, jak i wybranych proceséow komorkowych, ktére sg przez CRNDE regulowane. Na
pochwate zastuguje dziat Materiaty i Metody, zawierajgcy wyczerpujacy opis zastosowanych
metod badawczych, a takze informacje na temat wynikdw pomocniczych dziatan wykonanych w
laboratorium doktorantki, w celu uzyskania np. wektoréw czy linii komérkowych, stosowanych
podczas gtéwnych doswiadczen.

Wyniki doswiadczalne przedstawione sg w jasnych i tatwych do przesledzenia rozdziatach.
Wyttumaczony jest dobdr linii komérkowych, logika wyciszania i nadekspresji CRNDE. Pokazane
sg szczegoty wykonanych doswiadczen sekwencjonowania RNA — zaréwno kontrolne podstawy,
jak analiza ontologii szlakow i proceséw molekularnych zasocjowanych z wynikami analizy
réznicowej RNA-seq. Zademonstrowane sg wyniki wptywu genu CRNDE na liczebnos$¢ komorek,
indeks mitotyczny, elementy cytoszkieletu oraz wrazliwo$¢ na cytostatyki. Pokazane sg wyniki
doswiadczen oceniajgcych interakcje mikropeptydu CRNDEP z wewnagtrzkomorkowymi partnerami
oraz jej krotka walidacja.

Catos¢ zamknieta jest szczegdtowg dyskusjg, pozwalajgcg umiejscowi¢ przedstawione

wyniki w dotychczasowej wiedzy na temat genu CRNDE, mikropeptydu CRNDEP oraz ich



potencjalnego znaczenia w diagnostyce i leczeniu nowotworéw. Doktadnie opisane sg tez
specyfika i trudnosci doswiadczen polegajgcych na badaniu interaktomu mikropeptydow.

Rozprawa stanowi bogaty, réznorodny i logiczny zbidr doswiadczen, prowadzacy do
spojnych konkluzji, co potwierdza bardzo dobry poziom naukowy doktorantki. Dla mnie wyjgtkowo
wartosciowe byly proby spojrzenia na problemy badawcze z kilku storn — np. rownolegte uzycie
kilku bioinformatycznych narzedzi do analizy asocjacji wynikdw wysokoskalowych ze szlakami
molekularnymi czy badanie wyptywu CRNDE na elementy cytoszkieletu komérek nowotworowych
zaréwno poprzez obserwacje bezposrednie, jak posrednie badanie wrazliwosci na cytostatyki
trafiajgce w metabolizm cytoszkieletu. Bardzo wartoSciowa jest tez proba rozrézniania
funkcjonalnego dwoch trudnych do badania, ale bardzo istotnych dla przysziosci badan
molekularnych nad nowotworami czgsteczek — dtugich niekodujgcych RNA i mikropeptyddéw — tu
pochodzgcych z tego samego locus.

Jak przy kazdej pracy doktorskiej, takze tu mozna wymieni¢ kilka stabszych punktéw, cho¢
nie sg one kluczowe i nie wptywajg znaczgco na catosciowy pozytywny odbiér rozprawy. Moim
zdaniem sfaba jako$¢ wynikéw metody western blot — np. na Ryc. 18, 20, 55 — by¢é moze
podyktowana ograniczeniami technicznymi, wptywa na jednoznaczny odbiér tych wynikéw. Innymi
ograniczeniami przedstawionych wynikdw sg kwestie, ktérych dotyczg moje dodatkowe, ponizsze
pytania — braku pokazanej w rozprawie walidacji m.in. wynikéw transkryptomicznych czy
potwierdzenia interakcji z mikropeptydem CRNDEP w komérkach raka jajnika.

Nie sg to jednak problemy, ktére wptywajg na ostateczny wysoki poziom wynikdw
naukowych wnioskéw rozprawy, ani na moj ogélnie bardzo dobry jej odbiér. Praca jako catos¢
zastuguje na wysokg ocene i spetnia warunki okredlone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 z p6z. zm.). Wnosze do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii 0 dopuszczenie
mgr Anny Balcerak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Moje dodatkowe pytania naukowe (podyktowane przede wszystkim ciekawoscig, nie krytyka):

1. Czy geny reprezentujgce procesy wybrane w analizie ontologicznej wynikéw
sekwencjonowania RNA byty walidowane (potwierdzane) w innych doswiadczeniach?
Na Ryc. 36-38 pokazane jest bardzo tadnie umiejscowienie biatek kodowanych przez
szereg tych genow i kierunek zmiany ich ekspresji w znalezionych w analizie szlakach

molekularnych. Czy poza dalszym badaniem samych szlakéw/proceséw molekularnych



sprawdzona zostata/bedzie ekspresja wybranych z tych gendéw technikami
niskoskalowymi (gqPCR, western blot) w komoérkach z wyciszonym CRNDE, z
nadeksprymowanym CRNDE (przeciwny spodziewany kierunek zmiany ekspresji) czy
innych uktadach doswiadczalnych?

2. Czym spowodowane byto przejscie w doswiadczeniach nad mikropeptydem CRNDEP z
komérek raka jajnika na komoérki HelLa (raka szyjki macicy)? Czy wyniki interakciji,
uzyskane metodg wysokoskalowg (spektrometria mas) w komérkach HeLa moga byc¢
potwierdzone metodami niskoskalowymi (np. co-IP) w innych uktadach do$wiadczalnych
— przyktadowo w liniach komérkowych raka jajnika, po nadekspresji np. z wektora
wirusowego?

3. Czy przy badaniu genu CRNDE mozliwe jest przeprowadzenie doswiadczen, lub moze
poréwnania juz otrzymanych wynikéw dla RNA i biatka, pozwalajgcych na oddzielenie
od siebie funkcjonalnie efektow niekodujgcych transkryptow CRNDE od mikropeptydu
CRNDEP?

4. W raku jajnika wyjatkowo licznie posréd innych nowotworéw wystepujg mutacje genu
TP53. Poza inaktywacjg dzikiego biatka p53, wspomnianego w pracy doktorskiej, jest
wsrdd nich duzo mutacji typu zmiany sensu, ktére czesto skutkujg ekspresjg aktywnie
onkogennych wariantéw TP53 (tzw. gain-of-function [GOF] mutantéw p53). Co wiadomo
jest o ew. wspotdziataniu/wspétistnieniu mutantéow p53 typu GOF i ekspresji CRNDE?

5. Generalnie — jakie sg dalsze kierunki badan nad genem CRNDE w laboratorium
doktorantki i jej udziat w nich, z mys$lg o ew. kolejnych publikacjach?

Z gratulacjami i wyrazami szacunku
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