Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan

» INSTITUTE OF BIOORGANIC CHEMISTRY tel.: +48 61 852 85 03, secretariat +48 61 852 89 19

' K X fax: +48 61 852 05 32, e-mail: ibch@ibch.poznan.pl
Polish Academy of Sciences REGON 000849327 VAT no. PL 7770002062
http:/lwww.ibch.poznan.pl

Recenzent: Dr hab. Monika Piwecka, prof. ICHB PAN Poznan, 2026-02-12
Zaktad Niekodujacych RNA

Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk

Poznan, Polska

Recenzja Rozprawy Doktorskiej
Mgr inz. Malgorzaty Milewskiej-Puchaly

pt. Wplyw biatka CTCF na strukture genomu ssakow i jego rola w utrzymaniu spojnosci ekspresji
gendéw

Praca doktorska mgr inz. Malgorzaty Milewskiej-Puchaty zostata wykonana w Pracowni Biologii
Chromatyny i Epigenomiki Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Prace badawcze
zostaty wykonane pod kierunkiem Dr hab. Aleksandry Pekowskiej, Prof. Instytutu Nenckiego PAN.
Tematyka pracy doktorskiej dotyczy okreslenia funkcji biatka wigzgcego DNA CTCF w regulacji struktury
chromatyny 1 ekspresji genéw podczas réznicowania embrionalnych komoérek macierzystych (ESC, ang.
embrionic stem cells) do progenitorow komdrek glejowych i nerwowych, czyli tzw. neuralnych komorek
macierzystych (NSC, ang. neural stem cells). Ta tematyka wpisuje si¢ w nurt aktualnych badan nad
topologig 1 dynamikg zmian w strukturze chromatyny na ekspresje gendéw oraz kontrybucji biatka CTCF w

tych procesach i ich perturbacji w rozwoju choréb neurorozwojowych.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w postaci monografii, w jezyku polskim, z
zastosowaniem klasycznego podziatu tekstu na: wstep, cel pracy, materiaty, metodyke, wyniki, dyskusje,

podsumowanie i wnioski oraz spis literatury.

Rozdziat ,,Wstep” (27 stron) stanowi dobre wprowadzenie do tematyki badan. Kandydatka przygotowujac
te cze$¢ rozprawy wykazata sie¢ znajomoscig literatury dotyczacej tematyki badan z zakresu organizacji
genomu oraz rozpoznanych i opisanych w literaturze struktury i funkcji biatka CTCF, jak rowniez metod
badania organizacji genomu. W tej i innych cze$ciach rozprawy, Autorka wykorzystata literaturg
opublikowang w ostatnich latach, co podkresla fakt, ze tematyka badan, ktora podjeta jest nowa i aktualna.
Autorka dobrze dobrata poziom szczegotowosci przedstawianych informacji. Mankamentem
utrudniajgcym odbior informacji w niektorych fragmentach tego rozdziatu (a takze innych rozdziatach)

byty zbyt dostowne tlumaczenia cytowanych artykutow naukowych napisanych w jezyku angielskim. W



konsekwencji, niektore zdania posiadajg angielska sktadnig¢, brzmig niegramatycznie po polsku i w
skrajnych przepadkach zawieraja btedy. Np. jest istotna roznica miedzy zapisem ,,petle tworzone przez
(...elementy wzbogacone w )”, a p¢tlami ,,tworzacymi”, jak jest to ujete w pkt. 1.3 (str. 22). Niektore zdania
pozostaty niedokonczone (np. w opisie do ryciny 3), inne sg niejasne (np. ostatnie zdanie w opisie do
Ryciny 5), co roéwniez utrudnia interpretacj¢ rycin. Ponadto, we "Wstepie” znalazlo si¢ tez kilka bledow
jezykowych i formalnych, np. ,,bar zasad” zamiast ,,par zasad” (str. 23), w definicji biatka CTCF (,,czynnik
wigzacy CCTC” zamiast czynnik wigzacy sekwencje CCCTC, str. 26), stowo ,.komaprtment” pisane jest
na 2 rézne sposoby (str. 23), zapis, ze ,,enzym Cas9 pozbawiony aktywnosci nukleazowej (dCas9) jest
skorelowany z biatkiem fluorescencyjnym” (punkt 3, str. 39), ,,fotoblekniecie” w opisie metody FRET
(Tabela 2, str. 41), itp.

Kolejna czgé¢ rozprawy to ,,Cel Pracy” (1,5 strony). Gtowne cele pracy doktorskiej zostaly sformutowane
bardzo jasno i precyzyjnie przez Doktorantke i sg to ,,okre$lenie roli biatka CTCF w regulacji ekspresji
gendéw podczas roznicowania pluripotencjalnych komoérek macierzystych (komoérek ES) do komorek pnia
nerwowego (komorek NS)” oraz ,,oszacowanie wktadu czynnika transkrypcyjnego CTCF w dynamike
organizacji tréjwymiarowej struktury chromatyny w komorkach ES i NS”. Moje kontrowersje budzi
natomiast fragment, w ktérym Doktorantka przed przej$ciem do celu/celow pracy odnosi si¢ do ,,otwartych
zagadnien”, czyli motywacji pracy. W tym miejscu wymienione sg 3 zagadnienia, w ktorych istniaty luki
w wiedzy w odniesieniu do funkcji biatka CTCF podczas réznicowania komoérek pluripotencjalnych w
komérki nerwowe. Nie rozumiem i bede wdzieczna za wyjasnienie kwestii zawartej w punkcie 112, a
mianowicie wptywu poziomu biatka CTCF na jego funkcje izolacyjng. Czy jest/byla ona niejasna (jak
napisano w pkt. 1, str. 43), czy tez ,,zmiany w ekspresji CTCF moga wptywac¢ na jego funkcj¢ izolacyjng”,

jak napisano w otwarciu pkt. 2 (str. 43)?

Rozdziaty ,,Materialy” (21 stron) i ,,Metodyka” (30 stron), to tgcznie ponad 50 stron opisu i list
zastosowanych narzedzi, metod, odczynnikow, itp. Na podkreslenie 1 wyrdznienie zastuguje fakt
zastosowania w pracy nowoczesnych i zaawansowanych technologicznie narz¢dzi i metod, w tym linii
komorkowych z systemem degronowym, sekwencjonowania RNA, metody ATAC-seq i ChIP-seq czy
CRISPR-Sirius. Istotnym mankamentem w jest brak opisu metod statystycznych zastosowanych do analizy
wynikow w pracy, tym bardziej, ze opisy Rycin w rozdziale ,,Wyniki” rowniez bardzo czesto nie
przestawiajg informacji na temat zastosowanych testow statystycznych 1 opisu, co oznaczajg stupki btedow

i gwiazdki istotnos$ci statystycznej na wykresach (np. na Rycinie 18 czy Rycinie 22).

W podrozdziale 3.2.2. (klonowanie sgRNA) Doktorantka zwarta informacje, ze plazmid px458 stosowany

przez nig do edycji genomu i tworzenia mutantow delecyjnych w linii komoérek ES zawiera sekwencje¢



kodujaca dCas9, co jest informacja niepoprawna. W plazmidzie px458 zawarta jest sekwencja

funkcjonalnej nukleazy Cas9, a zastosowanie dCas9 (ang. dead Cas9) uniemozliwiatoby edycje genomu.

,»Wyniki” (tacznie 38 stron) zostaty podzielone na 3 czgéci, ktore odpowiadajg trzem celom szczegdélowym

przedstawionym wczesniej w rozdziale ,,Cel Pracy”. Sg to Czes$¢ I — ,,Analiza wpltywu CTCF w regulacji

ekspresji genéw roznicowania”, Czes$¢ 11 — ,,Identyfikacja ncRNA istotnych w toipologii chromatyny”

(domyslam sie, ze jest tu literowka w stowie topologia), oraz Czes¢ Il — ,,Przyzyciowa analiza kinetyki

petli CTCF w komorkach ES i1 NS”. Rozdzialy ,,Dyskusja” oraz ,,Podsumowanie i wnioski” to facznie 13

syntetycznego omowienia wynikéw uzyskanych w trakcie realizacji pracy doktorskiej oraz ciekawa proba

nakre$lenia Kierunkow przysztych badan.

Uwagi i pytania szczegbétowe do rozdziatow ,,Wyniki”, ,,Dyskusja” oraz ,,Podsumowanie i wnioski’:

1.

Brak informacji ile byto replikatow/powtorzen prob, ktore uzyto do przygotowania bibliotek RNA-
seq, ATAC-seq i ChIP-seq. Prosba o wyjasnienie.

W otwarciu podrozdziatu 1.3 “Wynikow” pt. ,,Utrata pluripotencji komoérki wzmacnia role¢ CTCF
jako izolatora” Doktorantka pisze, ze w dalszej czgéci pracy bedzie skupiac si¢ na analizie genow
ulegajacych represji po utracie biatka CTCF wytacznie w komorkach NS. Natomiast w nastepne;j
kolejnosci przechodzi do analizy genu Aldhla3, ktdrego poziom ekspresji wzrasta w komorkach
NS po utracie CTCF (jak przestawiono na Rycinie 20b). Z czego wynika ta rozbiezno$¢ w opisie?
Czy tytut Ryciny 21 jest adekwatny do jej zwarto$ci?

Jeden z fragmentow pracy, ktory mnie szczegélnie zaciekawit dotyczy analizy miejsc wigzania
CTCF w locus Aldhla3. Wyniki eksperymentow Doktorantki pokazuja, ze jedno z trzech miejsc
wigzania CTCF w locus Aldhla3 petni funkcje izolacyjna w komdrkach NS. Zaciekawito mnie
stwierdzenie z ,,Dyskusji”, ze delecja wtasnie tego konkretnego miejsca wigzania CTCF skutkowata
istotnym wzrostem ekspresji genu Aldhla3, a obszar ten wykazywat cechy strukturalne typowe dla
miejsc architektonicznych. (str. 137-138). Co Doktorantka ma na mysli piszac ,,cechy strukturalne
typowe dla miejsc architektonicznych”? Dodatkowo, jako, ze Rycina 21 pokazuje locus Aldhla3 w
malym powigkszeniu i w szerszym kontekscie genomowym, czy Doktorantka moglaby lepiej
objasni¢ na wigkszym powiekszeniu, Ktore trzy miejsca wigzania CTCF byly analizowane, oraz
wskazata miejsca i rozmiary delecji tych rejonow w mutantach typu knockout? Nie jest dla mnie
jasne gdzie znajduje si¢ mutacja i region, ktorego delecja skutkowata wzrostem ekspresji genu po
réznicowaniu do NS.

Wiele sposrod IncRNA charakteryzuje si¢ tkankowo-specyficzng ekspresja. Co widomo w tym

temacie w odniesieniu do Pantrl? Czy dostepne dane typu scRNA-seq z mozgu cztowieka mowig



cos na temat ekspresji tego IncRNA w réznych typach i podtypach dojrzatych neuronéw i komorek
glejowych?

6. Czy znana jest lokalizacja subkomorkowa INcRNA Pantrl w komdrkach NS (np. z eksperymentow
wizualizujgcych ten RNA w zastosowanym przez Panig uktadzie biologicznym) i/lub komodrkach
mozgu? Czy ten IncRNA jest zakonserwowany ewolucyjnie u ssakéw? Oraz jaka jest ekspresja
Pantrl w komoérkach NS w przeliczeniu na ilo$¢ kopii na komorke? Czy walidowata Pani ten
IncRNA pod tym katem?

7. Czy znana jest dynamika ekspresji CTCF podczas rozwoju moézgu cztowieka fazie ptodowej i
neonatlanej?

8. Jednym z aspektdw, ktory Doktorantka brata pod uwage przy projektowaniu narzedzia do
wizualizacji petli CTCF-CTCF przyzyciowo w komorkach byt wybor odpowiedniego fragmentu
genomu, a jednym z kryteriow ,,odpowiednia” dlugos¢ petli. Czy Doktorantka mogtaby
doprecyzowac co to znaczy ,,odpowiednia” wielko$¢ petli? Jakie petle uwazane sg za duze, a jakie
petle mozna uznaé za mate? Jaki jest zakres wielkosci/dtugosci petli w genomie cztowieka?

9. Czy sformutowanie w ,,Podsumowaniu i wnioskach” zawarte w punkcie 4 jest poprawne? Cytat:
»CTCF wraz z bialkami wigzacymi RNA i IncRNA wspiera utrzymanie represji genow
neuronalnych w komorkach NS”. Ktore geny neuronalne hamowane w NS wskutek aktywnosci
CTCF w kompleksie z RBP i IncRNA Doktorantka ma na mysli? Do ktérego wyniku (badz

wynikow) odnosi si¢ ten punkt podsumowania?

Pozostate uwagi:

e Nomenklatura - tekst rozprawy zawiera niefortunne sformutowania, ktore czgsto sg ttumaczeniem
,»wprost” z jezyka angielskiego. Sugeruje bardziej precyzyjne dobieranie stownictwa polskiego, tam
gdzie jest to mozliwe, zwlaszcza w formalnych rozprawach naukowych. Przyktady: aminokwasy
nieesencjalne (ang. non-essential amino acids, NEAA w Wykazie skrotow str. 14 oraz w
Materiatach), ,,wspol-pierwszy autor” (str. 100), ,,geny dotknigte utrata CTCF” (str. 100), ,,kilo pary
zasad” (str. 105), ,,system degronowy na C-koncu genu CTCF” (str. 127) — geny nie maja C konca
(1, ,.integracja dCas9 z genomem” (str. 134) — to biatko nie integruje z genomem w zadnym
wypadku (1), ,,denaturujace puryfikacje po UV-crosslinkigu” (str. 145) w odniesieniu do metody
CLAP (ang. covalent linkage and affinity purification) jest wyjatkowo nieszczgsliwg wersja
opisowego przetlumaczenia angielskiej nazwy tej metody, itp.

e Edycja tekstu — wiclokrotnie powtarzajace si¢ litrowki, niedokonczone zdania, brak znakow
interpunkcyjnych (przecinkoéw, kropek na koncach zdan), niepoprawna deklinacja rzeczownikow —
wszystko to sprawia wrazenie, ze praca zostata przygotowana w pospiechu i niestarannie. Rzutuje

to niekorzystnie na odbidr i interpretacje wynikow. Jest to wielka szkoda, poniewaz rozprawa



doktorska to jednak zwienczenie wieloletniej cigzkiej pracy, jak i w tym przypadku wnioskujac po

zawartos$ci merytorycznej doktoratu.

Whioski koncowe

Podsumowujac, praca doktorska mgr inz. Matgorzaty Milewskiej-Puchaty zawiera wiele elementow
nowatorskich, zar6wno w kontekscie dostarczenia nowej wiedzy, jak i w aspekcie technologicznym, tzn.
zastosowania zaawansowanych narze¢dzi biologii molekularnej i ich optymalizacji oraz integracji do
tworzenia nowych metod np. wizualizacji dynamiki pe¢tli CTCF-CTCF przyzyciowo w komdrkach.
Eksperymenty zostaly starannie i elegancko zaplanowane, a praca jest zrobiona z duzym rozmachem pod
wzgledem wykorzystania roéznorodnych linii komoérkowych oraz metod. Dodatkowo, uwazam, ze
eksperymenty sg dobrze kontrolowane, np. przy analizie mutantow delecyjnych, Doktorantka kazdorazowo
izolowata i analizowata 2-3 homozygotyczne linie klonalne. Praca dostarcza kilku nowych odkry¢, w tym
za najbardziej cenne uznaj¢ integracje badan multiomicznych w celu zrozumienia roznorodnosci i
plastycznos$ci funkcjonalnej CTCF w trakcie roznicowania komorek embrionalnych do komoérek uktadu
nerwowego oraz okreslenie udziatu niekodujacego RNA Pantrl i biatek RBP w modulowaniu funkcji
CTCF w komérkach NS. Ponadto, przedstawione wyniki oraz opracowywana przed Doktorantke metodyka
otwierajg wiele interesujagcych kierunkow badawczych, w tym w kontekScie zrozumienia funkcji
kompleksow CTCF w odzialywaniach z RBP i IncRNA w regulacji struktury chromatyny i swoisto$ci tych
procesow i odziatywan w zaleznosci od typu komorki czy etapu zrdéznicowania.

Doktorantka jest rownorzedna pierwszg autorkg pracy eksperymentalnej opisujacej cz¢$¢ wynikow
wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej. Praca ta zostata opublikowana w 2025 roku w bardzo dobrym
czasopismie naukowym Nature Cell Biology. Doktorantka jest rowniez wspotautorkg artykulu
przegladowego na temat funkcji biatka CTCF w kontrolowaniu ekspresji genbw w rozwoju i chorobie,
ktory zostat opublikowany w EMBO Reports w 2022 roku i jest on cytowany ponad 100 razy od tego czasu.
Ponadto w dorobku naukowym Doktorantki znajduja si¢ 2 inne opublikowane pozycje, ktore
wspottworzyla: praca przegladowa dot. zmian w chromatynie w chorobach neurologicznych opublikowana
w czasopismie Pharmaceuticals (2021 rok) oraz praca badawcza dot. odziatywan patogen-gospodarz w
zakazeniach glista psia opublikowana w czasopi$mie Pathogenes (2021 rok).

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 7 poz.
zm.). W zwiazku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN 0
dopuszczenie mgr inz. Malgorzaty Milewskiej-Puchaly do dalszych etapow postgpowania o nadanie

stopnia naukowego doktora.

Dr hab. Monika Piwecka, prof. ICHB PAN

SMopnla Puee
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Matgorzaty Milewskiej-Puchaly pt.
»Wpltyw biatka CTCF na strukture genomu ssakéw i jego rola w utrzymaniu spéjnosci
ekspresji genow”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Matgorzaty Milewskiej-Puchaty zostata wykonana
pod kierunkiem, prof. Instytutu Nenckiego PAN Aleksandry Pekowskiej w Instytucie Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie.

Ocena wartosci naukowej:

Rola czynnika CTCF w regulacji ekspresji genéw jest przedmiotem intensywnych badan od wielu lat.
Dyskusja nad znaczeniem tego biatka nabrata szczegdlnej intensywnosci po odkryciu, ze stanowi ono
istotny element organizacji chromatyny — w pewnych warunkach ogranicza ekstruzje chromatyny (ang.
loop extrusion) przez pierscien kohezynowy, wyznaczajgc miejsca zakotwiczenia petli. Wptyw CTCF, a
takze samych petli chromatynowych, na aktywnos¢ genéw zalezy od wielu czynnikdéw, m.in. orientac;ji
sekwencji wigzacej, lokalnego otoczenia epigenetycznego, aktywnosci okolicznych elementow
regulatorowych oraz dostepnosci czynnikdw transkrypcyjnych. Praca mgr inz. Matgorzaty Milewskiej-
Puchaly w istotnym stopniu pogtebia nasz rozumienie w jaki sposéb CTCF wptywa na ekspresje genéw
i ksztattuje tréjwymiarowg organizacje genomu.

Cel pracy:
Celem pracy byto zbadanie, w jakim stopniu biatko CTCF wplywa na poziom ekspresji genéw w mysich

komadrkach macierzystych embrionalnych (mESC) oraz reguluje jego zmiany w trakcie réznicowania do
komorek pnia nerwowego (NS), a takze okreslenie, w jakim stopniu odpowiada za organizacje
trojwymiarowej struktury chromatyny oraz jej zmiany podczas réznicowania.

Cele szczegétowe: 1.) opisanie wptywu CTCF na ekspresje gendw podczas wczesnego rozwoju ukiadu
nerwowego 2.) zidentyfikowanie INncRNA kluczowych dla regulacji aktywnos$ci CTCF we wczesnym
rozwoju uktadu nerwowego ssakéw 3.) opracowanie metody pozwalajgcej na wizualizacje w czasie
rzeczywistym dynamiki interakcji pomiedzy miejscami wigzania CTCF, stanowigcymi konce petli
chromatynowych. Tematyka pracy jest wazna, poniewaz mimo, iz wiadomo, ze CTCF jest waznym
biatkiem regulatorowym, regulacja ekspresji genéw przez CTCF w trakcie réznicowania sie
komérek i rozwoju jest w dalszym ciggu nie w pelni zrozumiana.

P ul. Uniwersytetu Poznanskiego 10, 61-614 Poznan
tel. +48 61 829 19 02

I‘ r *J-! Michal.gdula@amu.edu.pl
UEIE[NIH
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Metody badawcze:

Wykonanie pracy badawczej wymagato opanowania i zastosowania réznorodnych metod.
Eksperymenty opieraly sie na kilku typach modyfikowanych genetycznie linii mysich komodrek
macierzystych embrionalnych, w tym komoérkach z degronem CTCF: CTCF byt znakowany
fluorescencyjnym tagiem GFP oraz tagiem AID, ktéry kierowat biatko do degradacji. Komorki z
degronem réznicowano do stadium progenitoréw neuronalnych. Wybrane miejsca wigzania CTCF,
zlokalizowane na koncach petli chromatynowych, usunieto za pomocg metodologii CRISPR/Cas9.
Wykonano serie eksperymentéw genomowych badajgcych dostepnos$¢ chromatyny (ATAC-seq),
wzbogacenie wybranych modyfikacji histonéw (ChlP-seq z przeciwciatami przeciw H3K27ac,
H3K4me3) oraz CTCF, oraz analize transkryptomu (mRNA-seq). Analiza bioinformatyczna zostata
wykonana przez innych cztonkdéw zespotu i nie jest opisana w pracy. Zaprojektowano rowniez system
przyzyciowej wizualizacji dwdch loci genomowych w czasie rzeczywistym, oparty na technologii
CRISPR-Sirius oraz strategii klonowania CARGO, umozliwiajgcej dodatkowe wzmocnienie sygnatu
poprzez celowanie w jedno locus dziesiecioma sgRNA zlokalizowanymi tuz obok siebie. Komorki z tak
oznakowanymi koncami jednej z petli chromatynowych obrazowano za pomocg mikroskopu
konfokalnego, a lokalizacje dwukolorowych sygnatéw, odzwierciedlajgcych konce petli, analizowano na
podstawie trojwymiarowych stoséw (stackoéw) obrazéw z wykorzystaniem oprogramowania Fiji. Bardzo
wysoko oceniam jakosé wykonanych eksperymentéw, adekwatnos¢ doboru metod oraz ich
réznorodnosé. Ich wykonanie $wiadczy o opanowaniu warsztatu metodologicznego
wymagajgcego duzego stopnia niezaleznosci.

Uzyskane wyniki:

W cze$ci pierwszej wynikbw opisano analize zmian ekspresji gendéw w mysich komérkach
embrionalnych w stanie pluripotentnym (ES) oraz po zr6znicowaniu do progenitoréw neuronalnych (NS)
po usunieciu CTCF metodg indukcji degronu. Analiza porownawcza ES/NS potwierdzita tozsamos¢ obu
typdw komorek. tacznie zidentyfikowano 1250 gendw o istotnie zmienionej ekspresiji, co jest wynikiem
wysokim wzgledem literatury i moze wynika¢ z dtuzszej inkubacji z IAA. Co istotne, tylko 81 genow
zmieniato ekspresje zarowno w ES, jak i w NS. Analizy ATAC-seq, ChlP-seq H3K27ac oraz
rozmieszczenia CTCF sugerujg, ze CTCF nie wptywa znaczgco na ogolng aktywnos¢ elementow
regulatorowych. Interpretacja ta jest zasadna, cho¢ diagramy Venna wskazujg, ze komorki CTCF +/-
réznig sie wystepowaniem nawet ~20% specyficznych wzbogacen (,pikéw”). Usuniecie CTCF w ES
prowadzito gtéwnie do spadku ekspresji, natomiast w NS czesciej obserwowano jej wzrost; warto jednak
podkreslic, ze w obu typach komérek deregulowane sg zasadniczo rézne zestawy gendw.
Bioinformatycznie wykazano, ze geny o podwyzszonej transkrypcji w NS lezg blizej siebie oraz
najblizszych aktywnych enhanceréw, co wspiera hipoteze wzrostu ekspresji na skutek lokalnej utraty
izolacji od sgsiednich elementéw regulatorowych. Wniosek ten wzmacnia poréwnanie z opublikowanymi
danymi Hi-C: geny o podwyzszonej ekspresji czesto znajdujg sie w petlach sasiadujgcych z wiekszg
liczbg aktywnych enhanceréw. Dalsza analiza skupita sie na NS oraz genie dehydrogenazy
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aldehydowej Aldh1a3, waznym w rozwoju ukfadu nerwowego. Za pomocg CRISPR/Cas9 usunieto trzy
miejsca wigzania CTCF znajdujgce sie w rejonie tego genu. Ich usuniecie nie wywotato zmian w
pluripotentnych ES, natomiast delecja jednego z tych miejsc, zlokalizowanego przy koncu 3,
spowodowata znaczny wzrost ekspresji w progenitorach neuronalnych NS. Co sugeruje, ze miejsce to
petni funkcje izolatora interakcji. Podsumowujac doktorantka wykazata, ze CTCF jako izolator jest
waznym czynnikiem ograniczajacym ekspresje genéw neuronalnych w komérkach
macierzystych. Eksperymenty zostaty dobrze zaplanowane, a wyniki jasno przedstawione w
logicznej sekwencji, w ktorej wnioski z poprzedniego eksperymentu uzasadniajg wykonanie
nastepnego. Uzyskano nowy, ciekawy wglad w mechanizmy dzialania CTCF, a takze biologie
komoérek nerwowych.

Czes¢ druga wynikéw: wezesniejsze badania grupy Prof. Pekowskiej wykazaly, ze biatka wigzgce RNA
wplywajg na aktywnosé regulatorowg CTCF i jest to odziatywanie zalezne od obecnosci RNA.
Doktorantka przetestowata hipoteze, ze IncRNA Pantr1, ulegajgce ekspresji u neuronalnych
progenitoréw, uczestniczy w regulacji ekspresji gendw poprzez oddziatywanie z CTCF. Eksperymenty,
wykonane we wspotpracy z wspét-pierwszg autorka manuskryptu publikujgcego opisywane
dane, wykazaly, ze u komoérki pozbawionych Pantr1 CTCF stabiej interaguje z Ddx5 oaz FUS, a
takze interakcje petli CTCF-CTCF s3 ostabione. Obserwacje te, pokazujg po raz pierwszy, ze
niektére IncRNA jak Pantr1 wptywaja na interakcje chromatyny poprzez modulacje oddzialywan
CTCF a tym samym na regulacje genow.

Czes¢ trzecia wynikow opisuje, opracowanie systemu przyzyciowej wizualizacji wybranych loci oparty
o CRISPR-Sirius, pozwalajgcy $ledzi¢ interakcje elementoéw regulatorowych i potencjalne petle CTCF-
CTCF. Opracowanie systemu wymagato ukonczenia z sukcesem wielu etapéw i swiadczy o
talencie oraz doswiadczeniu doktorantki. Powstale narzedzie wyglada bardzo obiecujaco.
Wyniki poddane zostaty wnikliwej, wyczerpujgcej dyskusji z bogatymi odniesieniami do literatury,
doktorantka zaproponowata rowniez model dziatania Pantr1. Zabrakio jednak nawigzania do
wczesniejszych analiz ekspresji genéw w komdérkach z degronem CTCF, w ktérych wykazano duzo
mniejsze roznice w ekspresji. Poréwnanie tych wynikow, linii komoérkowych oraz warunkéw indukowania
degronu bytoby cennym uzupetnieniem pracy.

Zastosowanie uzyskanych wynikéw badan.

Wyniki otrzymane przez mgr inz. Milewskg Puchate zostaty juz opublikowane w jednym z najbardziej
prestizowych czasopism naukowych i jestem przekonany, ze spotkajg sie z duzym zainteresowaniem
spotecznosci naukowej, a takze bedg punktem wyjscia do kolejnych badah. Uzyskane dane
bioinformatyczne bedg mogty by¢ re-analizowane przez inne grupy badawcze, a stworzone linie
komoérkowe, plazmidy, oligonukleotydy przyczynig sie do dalszych badan nad rolg CTCF i
trojwymiarowej organizacji genomu w regulacji ekspresji gendéw.

strona 3z 5

P ul. Uniwersytetu Poznanskiego 10, 61-614 Poznan
tel. +48 61 829 19 02

I‘ r *J-z Michal.gdula@amu.edu.pl
UBZE[NIR




UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii/Centrum Zaawansowanych Technologii
uAM Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii

Ocena formalnej strony pracy:

Rozprawa doktorska ma klasyczny uktad, tzn. catos¢ stanowi obszerny, jednolity i autonomiczny tekst
opracowany przez doktorantke, opisujgcy wszystkie elementy niezbedne do jej zrozumienia. Czes¢
przedwstepna obejmuje strone tytutowa, informacje o finansowaniu, streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, a takze spis tresci oraz wykaz skrétéw. Wprowadzenie (wstep) liczy niespetna 30 stron i
omawia epigenetyczng regulacje ekspresji genéw, mechanizm dziatania oraz znaczenie biatka CTCF
dla regulacji proceséw komorkowych. Czes¢ ta konczy sie przeglagdem metod stosowanych w badaniu
funkcji CTCF oraz analizie tréjwymiarowej organizacji genomu. Materialy wykorzystane w badaniach
opisano bardzo szczego6towo, wraz ze wskazaniem producentéw i numerdow katalogowych. Réwniez
metody przedstawiono w sposéb wyczerpujgcy, czesto z uzasadnieniem przyjetej strategii analizy.
Rozdziaty ,Materialy i metody” stanowig okoto 30% objetosci pracy i umozliwiajg dogtebne
przesledzenie, w jaki sposob doktorantka uzyskata zaprezentowane nastepnie wyniki. Rozdziat ,Wyniki”
podzielono na trzy czesci odpowiadajgce celom szczegdtowym pracy; kazda z nich konczy sie
podsumowaniem. Wyniki przedstawiono jasno i przejrzyscie oraz bogato zilustrowano rycinami, do
ktérych tekst konsekwentnie sie odnosi. Zaprezentowane rezultaty i wnioski zostaty krytycznie
omodwione w rozdziale ,Dyskusja”, taczacym ustalenia z catej rozprawy z danymi opublikowanymi przez
innych badaczy. Na koncu tej czesci przedstawiono podsumowanie pracy. Bibliografia obejmuje 183
pozycje, zaréwno artykuly przeglgdowe, jak i oryginalne prace badawcze. Dobdér literatury jest trafny, a
cytowane publikacje pochodza z cenionych czasopism naukowych. Rozprawe zamyka lista publikacji
doktorantki. Uktad pracy jest przejrzysty i ulatwia nawigacje pomiedzy poszczegdlnymi
czesciami. Tresé w sposob wyczerpujacy przedstawia prowadzone badania: podaje kluczowe
informacje stanowigce podstawe rozwazan, szczego6towo opisuje materialy i metody, a nastepnie
jasno prezentuje wyniki oraz poddaje je krytycznej dyskusji. Tekst czesto odwoluje sie do
literatury ujetej w bibliografii i jest uzupelniony wysokiej jakosci rycinami.

Pytania i uwagi krytyczne:

Pytania:

- dlaczego analizowano progenitory neuronalne, a nie bardziej zréznicowane neurony kortykalne jak w
cytowanej publikacji Bonev et al. Cell 20177?

- dlaczego wybrano inkubacje z IAA przez 24 godziny? prosze o pordwnanie z innymi badaniami
analizujgcymi réznice w ekspresji u degronéw CTCF mESCs

Uwagi krytyczne niewymagajgce odniesienia:

- analiza bioinformatyczna powinna zosta¢ w pracy opisana, choéby skrétowo; jest ona dostepna w
opublikowanym artykule, ale nie jest on oficjalnie cze$cig rozprawy doktorskiej

- opis analizy obrazu w czesci metodologicznej jest skapy

- brak informaciji o liczbie replikatow RNA-seq
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- w czesci opisujgcej materiaty odniesienia do literatury powinny pojawiac sie czesciej; np. na s. 81,
we wprowadzeniu do systemu CRISPR-Sirius, brakuje referenciji; podobnie brak zrédta na s. 106:
"opdznienie rozwojowe przy utracie jednego allelu CTCF"

- niekonsekwencja w wymienianiu wektorow: px458 nie figuruje wsréd materiatow.

- referencja literaturowa dotyczaca konstrukciji wektorow CARGO jest btedna lub jej brakuje: powinno
by¢ Gu et al., Science 2018** (grupa Joanny Wysockiej), a podano Gu et al., Briefings in
Bioinformatics 2018.

- Ryc. 17a: w opisie osi brakuje wartosci procentowych — trzeba sie ich domyslac.

- Niewyjasniona warto$¢: ,znormalizowana odlegtos¢ fizyczna”.

- 5. 104: analiza bioinformatyczna "petli" wprowadzane bez wigkszych wyjasnien, jedynie w legendzie
ryciny.

- mato referencji, np. s. 106: "opdznienie rozwojowe przy utracie jednego allelu CTCF"

- s. 110: btedna numeracja odwotan do rycin — na dole strony powinno by¢ Ryc. 21, jest Ryc. 20.

- brak odniesienia w tekscie do Ryc. 24c.

Podsumowanie:

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Celem pracy
byto zbadanie, w jakim stopniu biatko CTCF wptywa na poziom ekspresji gendw w mysich komérkach
macierzystych embrionalnych (mESC) oraz reguluje jego zmiany w trakcie réznicowania do komérek
pnia nerwowego (NS). Zaplanowano kompleksowe badania - unikalny zbiér skomplikowanych
eksperymentow, ktére w satysfakcjonujgcy sposoéb zrealizowaty postawiony cel. Dowodzi to
umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez magistrantke. Uwazam ponadto, ze
poprawne przeprowadzenie tych ztozonych badan przez doktoranta swiadczy o jego wysokim poziomie
wiedzy ogolnej z dziedziny nauki biologiczne.

Podsumowujgc uwazam, ze praca doktorska mgr inz. Matgorzaty Milewskiej-Puchaty spetnia warunki
okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018
poz. 1668 z pdzn. Zmianami). Wnioskuje za tym z pelnym przekonaniem do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenia mgr inz. Malgorzate Milewska-Puchate do
dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Dodatkowo, z uwagi na wysokg wartos¢ zaprezentowanych badan, potwierdzong m.in. przez akceptacje
wynikow w prestizowym czasopismie Nature Cell Biology, réznorodnos¢ i innowacyjnos¢ uzytych
technik, $wiadczgcych o niezaleznosci naukowej i wysokim poziomie merytorycznym doktoranta
sugeruje oficjalne wyroznienie pracy mgr inz. Milewskiej-Puchaly.

Dr hab. Michat Gdula
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Wptyw biatka CTCF na strukture genomu ssakow i jego rola
w utrzymaniu spdjnosci ekspresji genow
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Przestrzenna (3D) organizacja genomu stanowi jeden z kluczowych
poziomow regulacji ekspresji gendw w komoédrkach ssakéw. W ujeciu
hierarchicznym — od terytoriow chromosomowych, poprzez domeny TAD, az do
petli chromatynowych — architektura ta umozliwia i ogranicza kontakty
pomiedzy promotorami oraz wzmacniaczami, a jej zaburzenia (np. na poziomie
granic TAD lub funkcji CTCF) wigzane sg z deregulacja transkrypcji oraz
fenotypami chorobowymi.

W tym kontekscie biatko CTCF jest jednym z centralnych ,,organizatorow”
architektury chromatyny: uczestniczy w definiowaniu granic domen oraz w
stabilizacji petli CTCF-CTCF w mechanizmie wyttaczania petli (loop extrusion),
wspotdziatajac z kompleksem kohezyny.

Rozprawa mgr inz. Matgorzaty Milewskiej-Puchaty podejmuje problem
aktualny i istotny: jak — przy relatywnie stabilnym krajobrazie miejsc wigzania
CTCF — zmienia sie funkcja regulacyjna CTCF podczas réznicowania, i w jaki
sposéb moze to przektadac sie na stabilnos¢ tozsamosci komdrkowej oraz
spojnosé ekspresji gendw. Juz streszczenie/abstrakt rozprawy jasno formutuje
teze o kontekstowej (zaleznej od typu komaérki) dynamice funkcji transkrypcyjne;j
CTCF, mimo stabilnej lokalizacji miejsc wigzania.

Przedmiotem oceny, jest to czy rozprawa doktorska, w moim przekonaniu,
w petni spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2004 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2014 r., poz. 665 ze zm.). Dodatkowo oceniam czy rozprawa
prezentuje oryginalnos¢ rozwigzanego problemu naukowego, ogélng wiedze
teoretyczng i praktyczne/techniczne umiejetnosci kandydata w dziedzinie
informatyki, a takze umiejetnosé prowadzenia pracy naukowe;.

Rozprawa doktorska mgr inz. Matgorzaty Milewskiej-Puchaty zostata
ukonczona w Pracowni Biologii Chromatyny i Epigenomiki Instytutu Biologii
Doswiadczalnejim. M. Nenckiego PAN, pod opiekg promotor dr hab. Aleksandry
Pekowskiej, prof. Instytutu Nenckiego PAN.

Autorka sformutowata w swojej rozprawie cel gtéwny: okreslenie roli CTCF
w regulacji ekspresji gendw podczas rdoznicowania (w modelu ES - NS), a
nastepnie rozwineta go w trzy cele szczegétowe:
e okreslenie roli CTCF w regulacji ekspresji gendw podczas wczesnego
rozwoju ukfadu nerwowego,



e identyfikacja IncRNA kluczowych dla regulacji aktywnosci CTCF we
wczesnym rozwoju nerwowym ssakow,

e konstrukcja narzedzia wizualizacji do badania dynamiki interakcji
pomiedzy kotwicami petli CTCF-CTCF.

Rozprawa ma przejrzystg strukture: zawiera wstep, materiaty i metody, a
nastepnie cze$¢ wynikowga podzielong na trzy logiczne czesci (I: funkcja CTCF w
regulacji ekspresji, Il: rola ncRNA/IncRNA w topologii chromatyny, Ill: podejscie
mikroskopowe — kinetyka petli w zywych komodrkach), po czym nastepujg
dyskusja oraz podsumowanie i wnioski.

Taki ukfad jest spdjny z przyjetym celem: od (i) fenotypu transkrypcyjnego
po wyciszeniu CTCF, przez (ii) hipoteze o roli RNA/partneréw biatkowych w
»dojrzewaniu” architektury chromatyny, az po (iii) prébe wytworzenia narzedzia
umozliwiajgcego bezposredni wglagd w dynamike zjawiska w czasie
rzeczywistym.

Trzon pracy stanowi wykorzystanie systemu degronowego CTCF
pozwalajgcego na indukowalng, precyzyjng deplecje biatka, a nastepnie
profilowanie transkryptomu i ,,regulomu” w dwdch stanach komérkowych (ES i
NS).

Na szczegdlne podkreslenie zastuguje szeroki i adekwatny zestaw metod:

e RNA-seq (NovaSeq, paired-end), ATAC-seq, ChlIP-seq (m.in.

H3K27ac, H3K4me3 oraz CTCF) — jako spojny pakiet do rownolegtej
oceny zmian ekspresji i aktywnosci elementéw regulatorowych,

e inzynieria genomu (CRISPR-Cas9) do funkcjonalnego testowania
wybranych miejsc wigzania CTCF w konkretnym locus (Aldh1a3),

e elementy analizy struktury chromatyny (w pracy przywotano i
wykorzystano dane/wnioski z Hi-C, a w czesci dotyczacej Pantrl
omawiane sg mapy Hi-C dla efektu delecji),

e testy interakcji biatko—biatko/biatko—RNA (m.in. watek PLA dla
interakcji CTCF z Ddx5/FUS w kontekscie Pantrl),

e budowa narzedzia obrazowania opartego o CRISPR-Sirius/SunTag i
wielosgRNA (CARGO), dla analizy loci w zywych komérkach.

W opisie metodyki Autorka uczciwie zaznacza podziat pracy (np.
bioinformatyczne analizy wykonywane przez cztonkéw zespotu specjalizujgcych
sie w bioinformatyce), co jest standardem w interdyscyplinarnych projektach
multi-omics.



Oryginalnos$é rozprawy polega nie tylko na implementacji powyzszego
zestawu technik, ale na ich konsekwentnym powigzaniu: deplecja CTCF - efekt
transkrypcyjny i brak bezposredniego efektu na aktywno$¢ CRE - test
mechanizmu na locus Aldhla3 - poszukiwanie czynnika modulujgcego
(RNA/IncRNA) = prdba uzyskania narzedzia do obserwacji dynamiki. W mojej
ocenie jest to dobrze uzasadniona ,sciezka przyczynowa” projektu.

Wyniki pracy doktorskiej zostaty opublikowane w pieciu artykutach:

1. Dehingia B., Milewska-Puchata M., Janowski M., Rafiee MR., Abbas M.,
Piotrowska A., Senge J., Blaut P., Walsh D., Severino J., Chaudhury D., Igbal
S., Montiel-Manriquez R., Jankowska S., Zare P., Huber W., Xu J., Casellas
R., Zimmermann T., Diotko P., Krijgsveld J., Pekowska A. RNA binding
proteins mediate the maturation of chromatin topology during
differentiation. Nature Cell Biology 2025

2. Dehingia B., Milewska M., Janowski M. & Pekowska A. CTCF shapes
chromatin structure and gene expression in health and disease. EMBO
Reports (2022), e55146; https://doi.org/10.15252/embr.202255146.

3. Janowski M., Milewska M., Zare P., & Pekowska A., Chromatin Alterations
in Neurological Disorders and Strategies of (Epi) Genome Rescue.
Pharmaceuticals 2021, 14(8), 765.

4. Dtugorz E., Milewska M., Bgska P., Pathogens, 2021, vol. 10, no. 8, pp. 1-
15, Article number 949

Doktorantka wykazuje aktywnos¢ publikacyjng obejmujgcg zaréwno prace
oryginalne, jak i przegladowe. Wsrdd publikacji znajduje sie m.in. praca
dotyczaca dojrzewania topologii chromatyny w réznicowaniu (Nature Cell
Biology, 2025) oraz artykut przeglagdowy dotyczacy roli CTCF w zdrowiu i
chorobie (EMBO Reports, 2022).

Dodatkowo na uwage zastuguje fakt, ze Autorka swiadomie wykorzystuje
elementy dorobku przeglagdowego w rozprawie (np. schematy/ilustracje
dotyczace mechanizmu wyttaczania petli, z zachowaniem informacji o
zrodle i wktadzie).

Na poziomie merytorycznym dorobek ten potwierdza, ze Doktorantka
porusza sie swobodnie zarédwno w obszarze badan mechanistycznych
(genomika funkcjonalna/epigenomika/3D genom), jak i w syntezie
koncepcyjnej tematu.



Ponizej postaram sie w skrocie podsumowac kluczowe osiggniecia
badawcze doktorantki, ktore zostaty przedstawione przez autora i recenzenta.

Czesc¢ |- CTCF a ekspresja genow i aktywnosc¢ elementow regulatorowych

Jednym z najbardziej nosnych wnioskéw pracy jest obserwacja, ze utrata
CTCF zmienia ekspresje gendw, ale bez bezposredniego wptywu na aktywnos¢
elementéow regulatorowych (w sensie globalnie mierzonej dostepnosci
chromatyny/aktywacji enhancerow).

Co wazne, Autorka nie poprzestaje na opisie ,listy DEG”, ale proponuje
model funkcjonalny:

e geny obnizone po deplecji CTCF byty wczesniej silnie eksprymowane i
posiadaty wigzanie CTCF w promotorze;

e geny podwyzszone charakteryzowaty sie niskg ekspresjg bazowgq i
brakiem CTCF w promotorze;

e w konsekwencji CTCF w promotorach moze wspieraé¢ transkrypcje
przez posredniczenie w kontaktach z odlegtymi wzmacniaczami,
natomiast w regionach miedzygenowych dziataé izolatorowo.

Na poziomie fenotypu w dwéch stanach komodrkowych kluczowa jest
konkluzja o komdrkowo-specyficznym kierunku deregulacji: w ES dominujg geny
o obnizonej ekspresji, podczas gdy w NS czesciej obserwuje sie geny o
zwiekszonej ekspresiji.

Wynik ten jest istotny biologicznie — wskazuje, ze przejscie réznicowania
nie tylko ,utrwala” architekture, ale moze przeprogramowywac role CTCF w
rownowadze miedzy aktywacjg a represjg programow genowych (w tym
neuronalnych). Autorka omawia réwniez grupy genéw deregulowanych w obu
typach komérek (m.in. zwigzane z mitochondriami, wigzaniem jonéw, adhezjg,
cytoszkieletem), co wspiera teze o niebanalnym, systemowym wymiarze
efektoéw utraty CTCF.

Funkcjonalny test locus Aldh1a3



W mojej ocenie mocng strong rozprawy jest przejscie od analizy globalne;j
do testu mechanistycznego na konkretnym przyktadzie. Autorka wykonata
delecje trzech miejsc wigzania CTCF w obrebie locus Aldh1a3 (CRISPR-Cas9) i w
spos6b uporzgdkowany zweryfikowata ich znaczenie.

Najwazniejszy rezultat: w komodrkach NS delecja jednego, specyficznego
miejsca (#1) prowadzi do ~2,4-krotnego wzrostu ekspresji Aldh1a3, podczas gdy
w ES analogiczny efekt nie wystepuje.

Autorka interpretuje to w kategoriach izolatorowej funkcji CTCF: miejsce
to blokuje kontakt promotora z potencjalnymi wzmacniaczami aktywnymi w NS,
a orientacja motywu sprzyja modelowi zaleznemu od kohezyny.

Ten fragment pracy dobrze realizuje kryterium ,,oryginalnego rozwigzania
problemu naukowego”: pokazuje, ze nawet przy stabilnym wigzaniu CTCF w
genomie, funkcja danego miejsca (i jego konsekwencje transkrypcyjne) moze
ujawniaé sie dopiero w okreslonym kontekscie epigenetycznym i rozwojowym.

Czesc Il - IncRNA jako modulatory funkcji CTCF (Pantrl vs Neatl1)

Watek RNA jest przedstawiony jako hipoteza wynikajgca z obserwacji
zwiekszonej asocjacji CTCF z biatkami wigzgcymi RNA (np. Ddx5, FUS) w trakcie
przejscia ES = NS, oraz zaleznosci tych asocjacji od obecnosci RNA.

Autorka opisuje racjonalng strategie identyfikacji IncRNA potencjalnie
zaangazowanych w ten proces oraz wyboér Pantrl jako kandydata o rosnacej
ekspresji w komérkach nerwowych i nasilonej interakcji z CTCF.

Szczegdlnie wazine sg przedstawione dane funkcjonalne: testy PLA
wykazaty, ze delecja Pantrl obniza poziom interakcji CTCF-Ddx5 oraz CTCF-FUS,
a ponadto — na mapach Hi-C — obserwowano ostabienie petli CTCF-CTCF (w
opisie pracy zaznaczono wktad eksperymentalny wspodtautorki/projektu w
wykonaniu czesci analiz).

Zaletg tej czesci jest tez préba rozstrzygniecia ,specyficznosci”
mechanizmu: Autorka wskazuje, ze inne IncRNA obecne w NS (np. Neatl) nie
kompensujg efektu i w jej analizach delecja Neatl nie wptywata na interakcje
CTCF z badanymi RBP, co wzmacnia teze o wyspecjalizowanej roli Pantrl.



tacznie, cze$é Il buduje przekonujgcg narracje, ze IncRNA mogg dziata¢ nie
tylko jako regulatory transkrypcji ,,w klasycznym sensie”, ale rowniez jako
czynniki wptywajgce na stabilnos¢ komplekséw biatkowych i — posrednio lub
bezposrednio — na architekture 3D genomu.

Czes¢é Il — narzedzie do obserwacji kinetyki petli w Zywych komorkach

Trzecia cze$¢ ma charakter bardziej ,,technologiczno-wdrozeniowy” i — co
wazne — Autorka jasno przedstawia zaréwno osiggniecia, jak i ograniczenia. Z
jednej strony, zaprojektowano system wizualizacji oparty o CRISPR-Sirius,
pozwalajacy (w zatozeniu) na jednoczesne monitorowanie dwéch miejsc w
obrebie tego samego locus, z wykorzystaniem stabilnych linii komérkowych oraz
modutéw PCP/MS2 itp.

Autorka opisuje tez uzycie metody CARGO do konstrukcji wielosgRNA i
integracje z systemem CRISPR-Sirius, co jest podejsciem racjonalnym do
wzmochienia sygnatu i zwiekszenia prawdopodobienstwa detekgc;ji.

Z drugiej strony, w praktyce pojawiajg sie ograniczenia: docelowo
planowano jednoczesne oznaczenie obu kotwic (5’ i 3’), ale tylko jedna kotwica
data sygnat o wystarczajgcej intensywnosci i stabilnosci do wiarygodnej analizy;
dodatkowo weryfikacja konstruktu ujawnita rozbieznosci (8 sgRNA, z czego 4
unikatowe).

Moim zdaniem, mimo tych ograniczen, czes¢ Ill ma wartosé: (i) pokazuje
samodzielno$¢ Autorki w projektowaniu i optymalizacji rozwigzania, (ii)
ustanawia fundament pod real-time pomiary architektury chromatyny, ktérych
brak jest istotng barierg w badaniach dynamiki petli. Zresztg Autorka wprost
wskazuje, ze implementacja w stabilnych liniach zwieksza powtarzalnosc i
umozliwia dtugoterminowe obserwacje, przewyiszajgc klasyczne podejscia
wymagajgce utrwalania.

Rozdziat , Podsumowanie i wnioski” jest bardzo syntetyczny, ale
merytorycznie trafny.

Autorka porzgdkuje wyniki w czterech tezach:
e komodrkowo-specyficzny efekt utraty CTCF na ekspresje gendow (ES vs
NS),



e izolatorowa rola CTCF w locus Aldh1a3 w NS,

e mozliwo$¢ wzmacniania funkcji CTCF przez IncRNA i RBP podczas
réznicowania (Pantrl / Ddx5 / FUS),

e rola CTCF (wraz z RBP i IncRNA) w utrzymaniu represji gendéw
neuronalnych i stabilizacji tozsamosci NS przez konsolidacje TAD/petli.

Z punktu widzenia recenzji doktorskiej sg to wnioski, ktére:

e 53 logicznie powigzane z danymi przedstawionymi w czesciach I-lll,

e majg walor ogdlny (wykraczajacy poza jeden locus),

e budujg spdjng hipoteze o ,, dojrzewaniu” architektury chromatyny jako
procesie modulowanym przez kompleksy biatko—RNA.

Uwagi krytyczne

Uwagi, ktore formutuje, majg charakter porzadkujgcy i nie wptywajg na
ogolnie wysoka ocene pracy:

Czes¢ lll — z perspektywy celdw rozprawy — ma charakter etapu
rozwojowego. Autorka jasno wskazuje ograniczenia (m.in. stabilnos¢ sygnatu
tylko dla jednej kotwicy, problemy konstrukcyjne wektora). Warto, aby w trakcie
obrony Doktorantka doprecyzowata plan walidacji/ulepszen systemu, tak aby w
petni umozliwiat ilosciowy pomiar dynamiki petli CTCF-CTCF.

W tekscie i spisie tresci pojawiajg sie drobne literdwki (np. ,toipologii”
zamiast ,,topologii”), ktore warto skorygowaé w wersji archiwalnej rozprawy.

Poniewaz cze$¢ analiz bioinformatycznych wykonywali specjalisci zespotu,
zasadne bytoby (o ile nie wynika to juz z petnej wersji manuskryptu/publikacji)
krétkie, bardziej ,autorskie” podsumowanie najwazniejszych decyzji
analitycznych w rozprawie (np. w formie tabeli/ramki: zbiory danych, pipeline,
kluczcowe parametry), aby ufatwi¢ czytelnikowi szybkie odtworzenie logiki
analizy.

Pytania do Doktorantki
CTCF jako promotorowy ,facylitator” vs izolator: Jakie czynniki —w swietle

Pani danych — najbardziej determinujg, czy dane miejsce wigzania CTCF bedzie
dziatato  ,pro-transkrypcyjnie”  (kontakt promotor—wzmacniacz), czy



izolatorowo? Czy kluczowy jest stan epigenetyczny (np. H3K27ac/otwartosc), czy
raczej sktad komplekséw (RBP/IncRNA)?

Locus Aldh1a3: Jak interpretuje Pani brak efektu delecji miejsca CTCF w ES
przy jednoczesnym silnym efekcie w NS? Ktére eksperymenty (np. CRISPRi
wzmacniaczy, Capture-C/4C, testy reporterowe) bytyby Pani zdaniem najbardziej
rozstrzygajace dla identyfikacji funkcjonalnych enhancerdw dziatajgcych w NS w
tym locus?

Mechanizm Pantrl: Czy uwaza Pani, ze Pantrl dziata przede wszystkim
jako (a) ,pomost” stabilizujgcy interakcje CTCF-RBP, (b) element wptywajacy na
lokalng strukture kwaséw nukleinowych (np. R-loop/G-quadrupleks), czy (c)
regulator rekrutacji kohezyny? Jakie podejscie eksperymentalne pozwolitoby na
rozrdznienie tych scenariuszy?

Specyficznosé Pantrl vs Neatl: Jakie cechy (sekwencja, lokalizacja
subjadrowa, dynamika ekspresji, powinowactwo do RBP) mogg ttumaczy¢ to, ze
Neatl nie kompensuje efektu Pantrl w kontekscie interakcji CTCF-RBP?

System obrazowania: Jakie kryteria walidacji przyjetaby Pani, aby
jednoznacznie potwierdzié, ze obserwowany sygnat odpowiada konkretnemu
locus (a nie np. agregacji kompleksu dCas9-RNA)? Jak planowataby Pani
doprowadzi¢ system do stabilnej, dwukanatowej detekcji obu kotwic petli?

Whioski koncowe

Rozprawa mgr inz. Matgorzaty Milewskiej-Puchaty stanowi spdjne,
merytorycznie dojrzate opracowanie problemu badawczego o wysokiej
aktualnosci w epigenomice i biologii 3D genomu.

Praca:

e prezentuje logicznie zaprojektowane badania,

e wnosi oryginalny wktad poznawczy (kontekstowos¢ funkcji CTCF;
mechanistyczny test locus; rola IncRNA/RBP),

e potwierdza kompetencje Doktorantki do samodzielnego prowadzenia
badan z wykorzystaniem zaawansowanych metod genomiki
funkcjonalnej i biologii molekularnej.



Rozprawa doktorska spetnia zgodnie z powyzszym warunki okreslone w
Art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). Ponadto uwazam, Ze rozprawa ta w petni
realizuje powszechne i ustawowe wymagania stawiane rozprawom doktorskim,
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje ogdlng wiedze
informatyczng kandydata w zakresie biologii molekularnej i technik
trojwymiarowej genomiki, oraz demonstruje zdolno$¢ do samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej.

W zwigzku z powyzszym, mam przyjemnos¢ przedfozy¢ Radzie Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN mojg recenzje dotyczacyg dopuszczenia
Panig mgr inz. Matgorzate Milewskg-Puchate do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora.

Ponadto, ze wzgledu na wysoki poziom merytoryczny pracy, jej aktualnosé¢
oraz powigzanie z dorobkiem publikacyjnym w bardzo dobrych czasopismach,
jak réwniez klarownos$¢ rozprawy, jej staranne przygotowanie oraz czytelny
sposoéb prezentacji tematyki badawczej, metodyki i wynikdw, wnioskuje o
wyrdznienie rozprawy.
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