UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KATEDRA BIOTECHNOLOGII MEDYCZNE]
ZAKLAD IMMUNOLOGII NOWOTWOROW

ul. ROKIETNICKA 8 tel. 061 885-06-65
60-806 POZNAN fax 061 852-85-02

Poznan, 05.12.2023

Hanna Dams-Koztowska, prof. dr hab.
Katedra Biotechnologii Medyczne;j
Zaktad Immunologii Nowotworéw

w migjscu

Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Marka Kazimierczyka
pt. "Charakterystyka i funkcja niekodujgcych RNA uczestniczacych w

rozwoju komorek nerek oraz ich karcinogenezie."

Zgodnie z uchwata Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN z dnia 27
wrzesnia 2023 roku wykonalam recenzje rozprawy doktorskiej mgr inz. Marka
Kazimierczyka. Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostala przygotowana pod
kierunkiem dr hab. Jana Wrzesinskiego, prof. ICHB PAN. Praca jest z Dziedziny nauki ciste
i przyrodnicze oraz Dyscypliny nauki biologiczne. Rozprawa w gldwnej mierze dotyczy
oceny wystepowania jednego typu niekodujgcego RNA tzw. czasteczek tRF w dwéch
modelach biologicznych tj. w narzadach $wini domowej (Sus scrofa) oraz w
zaproponowanym modelu rozwoju ludzkiej nerki. Dodatkowo wykonano analize
bioinformatycza w celu wskazania potencjalnej funkcji zidentyfikowanych tRF.

Zasadnicza cze$¢ rozprawy doktorskiej stanowig dwa artykuly oryginalne
opublikowane w dobrze rozpoznawalnych czasopismach z dziedziny biochemia i biologia
molekularna znajdujacych si¢ w bazie Web of Science Core Collection. Aktualne
wspolczynniki oddzialywania (Impact Factor) tych czasopism wynosza 3,1 (Biochemical and
Biophysical Research Communications) i 5.6 (International Journal of Molecular Sciences).
Ponadto do cyklu publikacji stanowigcych rozprawe doktorskg zalgczono dwie publikacje o
charakterze przegladowym, obie opublikowane w International Journal of Molecular
Sciences. Prace te przedstawiajg najnowsze doniesienia opisujace interakcje i modyfikacje
epigenetyczne innej frakcji niekodujacych RNA tj. dlugich niekodujgcych RNA (IncRNA) z
uwzglednieniem ich roli w réznicowaniu komoérek i karcynogenezie. Prace wymieniono
ponizej.
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Ponadto w sktad rozprawy doktorskiej wchodzg (i) streszczenie, (ii) wstep, (iii) cel
pracy, (iv) skrotowy opis publikacji, (v) bibliografia, (vi) prace wchodzace w sklad rozprawy
doktorskiej, (vii) zyciorys naukowy oraz (vii) oswiadczenia autora i autora korespondujgcego.
Na szczegdlng uwage zastuguje wstep, w ktorym doktorant w bardzo przystgpny sposob
przedstawia rézne formy niekodujacych RNA, co niewatpliwie wprowadza w tematyke pracy.
Niestety brakuje materiatéw uzupelniajacych, ktore powinny by¢ dotagczone do publikacji
pierwszej (doi: 10.1016/j.bbrc.2019.10.062.). W opinii recenzenta brakuje takze bardzo
waznego rozdzialu, w ktorym doktorant mogilby przedstawi¢ wnioski wynikajace z
przeprowadzonych badan. Bardzo prosze, aby mgr inz. Marek Kazimierczyk ustosunkowat
sie do tej uwagi i przedstawil wnioski podczas obrony pracy doktorskie;j.

Praca doktorska stanowi kontynuacje badan prowadzonych w Zakladzie Biochemii
RNA, ICHB PAN pod kierownictwem dr hab. Jana Wrzesinskiego, ktére dotycza
charakterystyki niekodujgcych RNA w modelu $wini domowej. Wczesniejsze badania
wysokoprzepustowego sekwencjonowania i analizy bioinformatycznej biblioteki matych
niekodujacych RNA (sncRNA) wykazaly wystepowanie trzech frakcji takich jak piRNA,
miRNA i tRF w gonadach zenskich i meskich organizmu modelowego. Wykrycie frakcji tRF
stanowito inspiracje do dalszych badan. W publikacji pierwszej zatytulowanej ,,tRNA-derived
fragments from the Sus scrofa tissues provide evidence of their conserved role in mammalian
development,” mgr inz. Marek Kazimierczyk kontynuowal badania i potwierdzit
eksperymentalnie wyniki analiz bioinformatycznych. Stosujac metode Northern blot wykazal,
ze 5’tRFGly(GCC), 5’tRFVal(CAC) i 5’tRFHis(GUG) byly najczesciej wystgpujgcymi tRF w
jajnikach $§wini domowej. Nastepnie zadal pytanie czy zidentyfikowane tRF sa obecne takze
w innych tkankach $wini. Analiza bioinformatyczna oraz eksperymentalna przy uzyciu
metody Northen Blot materialu pochodzacego z zotadka, watroby, serca, pluc, nerek, mdzgu i
mie$ni wykazata, ze podobny do jajnikéw profil tRF byt tylko w nerkach. Dwa tRF
wywodzace sie z dojrzatych tRNAVal(CAC) i tRNAGIly(GCC) zostaly wykryte w duzych
ilosciach w obu narzadach. Zjawisko to nie zostato wyjasnione, ale zasugerowano, ze moze to
by¢ zwiazane z przechodzeniem wspdlnej Sciezki rozwojowej. Oba narzady wywodza si¢ z
mezodermy posredniej. Ponadto w czasie rozwoju embrionalnego gonady i nerki sa potozone
obok siebie oraz korzystaja z tego samego przewodu prowadzacego. Dodatkowo w pracy tej
analizowano interakcje czgsteczki tRFVal(CAC) z domeng PAZ biatka PIWIL4. W pierwsze]
kolejnosci wyprodukowano domene PAZ w bakteryjnym systemie ekspresyjnym,



0cZyszczono jg, a nastgpnie wykorzystano do analizy wigzania tRF. Wyniki uzyskane za
pomocg metody EMSA, wykazaly, ze domena PAZ efektywnie wigze tRFVal(CAC). Jako ze,
w przypadku komérek ludzkiego raka piersi MDA-MB-231 wykazano udzial kompleksow
S’tRFGly(GCC)/PIWIL4 i 5’tRFVal(CAC)/PIWIL4 w regulacji translacji, wykazanie
podobnego wigzania w ocenianej pracy moze wskazywaé na znaczenie funkcjonalne
badanego tRF. Jednak wymaga to dalszych badan. Uzyskane wyniki byly podstawa do
prowadzenia bardziej szczegétowych badan nad znaczeniem tRF w komérkach nerki.

W drugiej publikacji zatytulowanej “Characteristics of Transfer RNA-Derived
Fragments Expressed during Human Renal Cell Development: The Role of Dicer in tRF
Biogenesis” analizowano wystgpowanie czasteczek tRF w roznych etapach rozwoju komérek
nerek oraz prowadzono analizy w celu poznania ich potencjalnej funkcji. W pracy
zaproponowano bardzo uproszczony komdérkowy model rozwoju nerki ludzkiej, na ktéry
skladaly sig¢ cztery linie komérkowe majgce reprezentowaé rézne etapy rozwoju nerki. Model
zawieral komorki: hESC (komoérki macierzyste), HEK293T (kom6rki embrionalne nerkowe),
HK-2 (komorki kompletnie wyksztatconej nerki) oraz A-498 (komorki nowotworowe nerki).
W pracy wykonano sekwencjonowanie bibliotek matych niekodujgcych RNA pochodzacych z
kazdej linii komoérkowej oraz analiz¢ bioinformatyczng uzyskanych wynikéw. Najwiccej
zidentyfikowanych czasteczek tRF wykazano swoistych dla komorek hESC (421) i A498
(393), najmniej dla komérek HK-2 (11), a wszystkie typy komorek wykazywaty 286
wspolnych tRF. Najwigksza grupe wspolnych czasteczek tRF wykazano dla komérek hESC,
HEK293T 1 A498 (575 wspdlnych tRF), a druga grupg pod wzgledem liczby wspdlnych tRF
stanowily komérki hESC 1 A498 (368 wspélnych tRF). Wyniki analiz bioinformatycznych
wskazaly, ze w calym modelu najliczniej wystepowaty czasteczki tRF pochodzace z tRNA:
Gly(CCC), Val(AAC), Arg(CCU). Dane zostaly zweryfikowane za pomocg metody Northern
blot wykorzystujac sondy pozwalajace na pdzniejszg identyfikacje sekwencji i
identyfikatoréw poszczegélnych tRF w bazie tRFdb. Uzyskane informacje postuzyly do
wyszukania potencjalnych celow tj. sekwencji mRNA w bazie danych tRFTars. Wsrod
sekwencji moggcych oddzialywaé z zidentyfikowanymi tRF byly mRNA kodujgce bialka
zwigzane z biologig komérek nerki u cztowieka. Dodatkowo, analizujgc metoda Northern blot
material pozyskany z komoérek HEK293T z i bez ekspresji genu kodujacego bialko DICER,
mgr inz. Marek Kazimierczyk potwierdzily znaczenie tego biatka w powstawaniu czasteczek
tRF.

Kolejne dwie publikacje to prace przegladowe. Praca zatytulowana “Human Long
Noncoding RNA Interactome: Detection, Characterization and Function” dotyczy innej klasy
niekodujgcych RNA tj. IncRNA i opisuje ich interaktom wraz z technikami pozwalajacymi na
badania interakcji IncRNA z biologicznymi molekutami. Natomiast publikacja zatytulowana
“Long Non-Coding RNA Epigenetics” dotyczy modyfikacji epigenetycznych IncRNA. W
pracach tych takze zwarto watki zwigzane ze znaczeniem badanych zjawisk w kontekscie
funkcji danego IncRNA =z uwzglednieniem ich roli w réznicowaniu komoérek i
karcynogenezie.

We wszystkich pracach mgr inz. Marek Kazimierczyk jest pierwszym autorem, a
promotor dr hab. Jan Wrzesinski jest ostatnim (ang. senior author) i korespondencyjnym
autorem. Pozycja jako pierwszy autor wskazuje na wiodaca role doktoranta w powstaniu




publikacji. Dodatkowo do wniosku zataczono o$wiadczenia doktoranta i promotora (autor
korespondujgcy), ktére potwierdzajg znaczacy udzial mgr inz. Marka Kazimierczyka w
prowadzonych badaniach i powstawaniu manuskryptow. Obie publikacje oryginalne sa
tematycznie spojne i uzupelniajg si¢ wzajemnie i w opinii recenzenta s3 wystarczajgce do
ubiegania si¢ o stopiefi doktora. Przedstawione dwie prace przegladowe mozna traktowad
jako warto$é dodang do doktoratu. Prace te dotycza niekodujacych RNA (ncRNA) i zawierajg
watki zwigzane z funkcjg ncRNA w roznicowaniu komorek i karcynogenezie. Jednakze
dotycza innej klasy ncRNA niz ta, nad ktérg prowadzono badania w pracach oryginalnych, a
takze nie nawigzujg do rozwoju komorek nerek oraz ich karcynogenezy.

Oceniana rozprawa doktorska dotyczy bardzo aktualnego tematu zwigzanego z funkcjg
niekodujacych RNA. Biorgc pod uwagg, ,,ze 80% genomu ulega transkrypcji, a jednak tylko
2% koduje biatka,” pozostata cze$¢ transkryptomu zapewne nie jest nieistotna. W pracy
poglebiono wiedze gltéwnie w zakresie wystgpowania tRF w réznych tkankach $wini
domowej ze wskazaniem na podobny profil tRF w gonadach i nerkach. W zwigzku z tym, iz
gonady i nerki wywodzg sie ze wspolnej sciezki rozwojowej, zaproponowano, ze podobny
profil tRF moze by¢ z tym zwigzany. Jednak zaznaczono, ze wymaga to dalszych badan z
czym recenzent zdecydowanie sie zgadza. Dodatkowo wplyw tRF na procesy réznicowania i
karcynogenezy badano w modelu komérkowym rozwoju ludzkiej nerki i w komoérkach raka
nerki. Szkoda, ze w modelu zastosowano tylko po jednej linii komoérkowej reprezentujgce]
poszczegblne ,etapy” rozwoju. Chociaz zaproponowany model jest bardzo uproszczony,
otrzymane wyniki wskazuja, ze tRFGly(CCC) and tRFVal(AAC) potencjalnie mogg
oddziatywa¢ z mRNA kodujacych biatka odgrywajace role w biologii komodrek nerki.
Osiagniecie stanowi bardzo istotny punkt wyjsciowy do dalszych badan. Celem
prowadzonych badan ,byla charakterystyka wystgpowania czasteczek tRF w
zaproponowanym modelu komérkowym rozwoju nerki i wskazanie ich potencjalnej funkcji,”
co zostalo osiagniete. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, ze otrzymane wyniki sg bardzo czesto
cytowane przez Srodowisko naukowe. Artykul mgr inz. Marka Kazimierczyka
przedstawiajgcy powyzsze wyniki zostat opublikowany w marcu 2022. Jak dotad praca byla
cytowana juz 10 razy (bez autocytowan). Ponadto duza warto$¢ stanowi takze publikacja
przegladowa opisujaca IncRNA interaktom opublikowana w lutym 2020 roku. Chociaz w
opinii recenzenta praca ta stanowi warto$¢ dodang do pracy doktorskiej, nalezy takze
podkresli¢ wage tej publikacji. Jak dotad artykut ten byt cytowany 105 razy. Niewatpliwie
$wiadczy to o duzej wadze podejmowanych tematdéw badawczych.

Mgr inz. Marek Kazimierczyk w publikacji zatytutowanej “Characteristics of Transfer
RNA-Derived Fragments Expressed during Human Renal Cell Development: The Role of
Dicer in tRF Biogenesis™ okreslit fakt wystepowania najwigkszej wspdlnej grupy czasteczek
tRF dla komoérek hESC, HEK293T i A498 (575 wspdlnych tRF) jako interesujace. Jak juz
wspomnialam powyzej, druga duzg grupe stanowily tRF wspolne dla komdrek hESC 1 A498
(368 wspolnych tRF). Bardzo prosze o rozwiniecie tego watku podczas obrony pracy
doktorskiej z uwzglednieniem cech charakterystycznych dla komorek nowotworowych
(Hallmarks of Cancer), ktorych zestaw zostaly rozszerzony w 2022 roku.



Na podstawie przediozonej do oceny Rozprawy stwierdzam, ze Doktorant osiggnat
poziom dojrzalosci naukowej, ktory pozwala mu na ubieganie sie o stopien doktora.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w Ustawie z dnia
20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze
zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w Sposobie postgpowania w
sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu
(uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.) i
wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie mgr inz.
Marka Kazimierczyka do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora.

Z powazaniem,

Hanna Dams-Koztowska
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