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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Marka Kazimierczyka
zatytulowanej

""Charakterystyka i funkcja niekodujacych RNA uczestniczacych w rozwoju
komorek nerek oraz ich karcinogenezie'

Praca doktorska Pana mgr inz. Marka Kazimierczyka zostata wykonana pod opieka Pana
Prof. IChB dr hab. Jana Wrzesinskiego w Zaktadzie Biochemii RNA Instytutu Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Temat rozprawy doktorskiej jest
SciSle zwigzany z zainteresowaniami naukowymi promotora pracy, ktore dotycza
struktury 1 funkcji czasteczek kwasow rybonukleinowych, w tym m.in. czasteczek

transferowych RNA.

Gléwnym tematem badan wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej jest
identyfikacja, charakterystyka i porownanie wystgpowania fragmentéw tRNA (tRF) w
tkankach Sus scrofa oraz w czterech liniach komorkowych wybranych jako model
rozwoju nerek cztowieka, jak réwniez zaproponowanie funkcji biologicznych tych tRF.
Rozprawe stanowi zbidr czterech publikacji, z ktdrych dwie to prace eksperymentalne.
Badania nad wystepowaniem fragmentow tRNA w tkankach S. strofa oraz ich
oddziatywaniami z domeng PAZ bialka PIWI zostaly opublikowane w czasopismie
Biochemical and Biophysical Research Communications (2019). Natomiast badania nad
wystepowaniem fragmentow tRNA w liniach komorkowych odpowiadajacych stadiom
rozwojowym nerek zostaty opublikowane w International Journal of Molecular Sciences
(2022). Ponadto w sktad rozprawy wchodza dwie prace przegladowe dotyczace
wlasciwosci dlugich niekodujacych RNA, ich funkcji biologicznych oraz roli w
procesach chorobotworczych, ktore rowniez zostaly opublikowane w International
Journal of Molecular Sciences (2020, 2021). Oswiadczenia promotora pracy precyzuja

udziat Doktoranta w tych publikacjach.

Tematem pierwszej z prac wchodzacych w sklad rozprawy jest analiza
wystepowania fragmentow tRNA w tkankach S. scrofa, w oparciu o dane
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sekwencjonowania otrzymane uprzednio w zespole macierzystym Doktoranta. Doktorant
wykonat analize wystepowania oraz dtugosci fragmentow tRNAVY¥(CAC) przy pomocy
metody Northern blot z zastosowaniem oligonukleotydéw komplementarnych do 5’
koncowej albo 3’ koncowej czgsci tRNA. Sposrod badanych tkanek S. scrofa
najsilniejszy sygnat dla tego tRNA stwierdzono w nerkach. Doktorant oszacowal rozmiar
fragmentow 5'-koncowych na 34 i 35 nt, a fragmentéw 3’-koncowych na 43 i 44 nt, co
sugeruje miejsca przecigcia w petli antykodonowej tego tRNA. Oszacowanie wielkosci
fragmentéw byto wykonane poprzez poréwnanie ich migracji w zelu poliakrylamidowym
do migracji sktadnikéw komercyjnie dostepnego markera mas RNA. Chciatbym zapytac
Doktoranta, czy jego zdaniem lepsza metodg nie byloby poréwnanie do migracji
produktéw degradacji w warunkach alkalicznych tego samego tRNA jak badane oraz
produktéw hydrolizy tego tRNA RNaza T1 dla oznaczenia wielkosci fragmentow? Czy
Doktorant poréwnal dokladno$¢ oznaczania wielkosci fragmentow tRNA przy
zastosowaniu odczynnika komercyjnego i przy zastosowaniu produktéw degradacji
badanej czasteczki tRNA?

W nastepnym etapie prac Doktorant wykonal analize bioinformatyczna, ktorej
celem bylo poréwnanie obecnosci tRF w jajnikach oraz nerkach S. scrofa, po czym
okreslit metoda Northern blot zawartos¢ tRF wzgledem tRNA pelnej dlugosci dla
tRFY3(CAC), tRF9Y(GCC), tRFXS(CUU), oraz tRFS"(UUC) w o$miu tkankach S. scrofa.
Doktorant zaobserwowat znacznie wyzsza zawartos¢ analizowanych tRF w nerkach niz
w pozostatych badanych tkankach.

Poniewaz w poprzednich badaniach stwierdzono oddziatywanie tRF
pochodzacych z ludzkich linii komdrkowych z biatkiem PIWIL4 Doktorant podjat si¢
sprawdzenia czy oddzialywania takie moga by¢ tez cechg tRF z S. scrofa. W tym celu
Doktorant przygotowat konstrukty do nadekspresji biatek PIWIL1, PIWIL2 i PIWILA4.
Otrzymanie petnej dtugosci bialek okazato si¢ jednak niemozliwe. Natomiast sukcesem
zostaly uwienczone prace majace na celu uzyskanie samej izolowanej 140-
aminokwasowej domeny PAZ z biatka PIWIL4. Doktorant zbadatl wigzanie tej domeny
do RNA reprezentujacych klasy piRNA, miRNA oraz tRF, ktorymi byly piRNA 6/92,
miRNA 106 oraz tRFY¥(CAC), za pomoca metody réznicowej migracji w polu
elektrycznym. Wyniki tych badan pokazaty, ze zaréwno badana czasteczka piRNA jak i
tRF byly wiazane przez izolowang domen¢ PAZ z oszacowang wartoscig rOwnowagowe;j
statej dysocjacji (Kq) w zakresie mikromolowym. Fakt, ze miRNA 106 stabiej wiagzato
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domen¢ PAZ w badanym zakresie stezen bialka potwierdza specyficznos¢ oddziatywan
piRNA 6/92 oraz tRFY¥(CAC). Poniewaz jednak w publikacji nie opisano w jaki sposob
analizowano dane wigzania oraz jak obliczono wartos¢ Kg chciatlbym poprosié
Doktoranta o wyjasnienie tego podczas obrony. Szczegdlnie interesuje mnie w jaki
sposob uwzgledniono rézne kompleksy powstajace podczas wigzania w obliczaniu
wartosci Kg, oraz jak interpretowano co reprezentuja te kompleksy? Ponadto obrazy zeli
w publikacji (Ryc. 3 w publikacji oraz Ryc. 5 we wprowadzeniu o rozprawy) nie
zawierajg oznaczen okreslajacych zakres stezen biatka, co utrudnia ich interpretacje.

W drugiej z prac eksperymentalnych Doktorant badat wystepowanie tRF w
czterech liniach komdrkowych pochodzacych z komorek nerek cziowieka. Doktorant
zidentyfikowat fragmenty tRNA wystepujace w tych czterech typach komorek i
stwierdzil, ze wzor wystepowania czasteczek tRF w dojrzalych komorkach nerek réznit
si¢ od wzorow wystepowania tRF w liniach komérkowych pochodzacych z wezesnych
stadiow rozwojowych oraz z komorek nowotworowych. Nie rozumiem jednak z czego
wynika wniosek zawarty w publikacji, ze najwieksza liczba fragmentow tRNA wystepuje
w komorkach HK-2 (strona 4 publikacji w odniesieniu do ryc. 1)? We wprowadzeniu do
rozprawy (str. 23) jest jednak inny wniosek w tej kwestii. Doktorant stwierdzil ponadto,
ze w badanych komérkach najczesciej wystepuja fragmenty tRFSY, tRFV# i tRFA®, Aby
okresli¢ miejsca przecinania tRNA Doktorant zastosowal metode Northern blot do
analizy fragmentow tRFOY(CCC), tRFY¥(AAC), oraz tRFA¥(CCU). Wzory przecinan
réznily si¢ zaleznie od rodzaju tRNA oraz typu linii komoérkowej. W dodatkowych
badaniach Doktorant stwierdzil, ze wzor przecinania tRNA zmienia si¢ w komodrkach
pozbawionych genu kodujacego enzym Dicer. Na podstawie braku w tych komoérkach
fragmentow pochodzacych z przecinania tRNA w petli D zaproponowal, ze Dicer
uczestniczy w biogenezie czasteczek tRF. Ponadto Doktorant zaproponowal funkcje
biologiczne zidentyfikowanych fragmentow tRNA na podstawie ich analizy za pomocg
oprogramowania tRFTars. Chcialbym poprosi¢ o wyjasnienie podczas obrony pracy w
jaki sposOb zastosowane oprogramowanie przypisuje fragmentom tRF funkcje
biologiczne? Czy identyfikacja regionéw komplementarnych uwzglednia tylko
sekwencje powstatych tRF, czy takze ich przewidywang strukture drugorzedowa, ktéra

moze determinowac dostgpnos¢ sekwencji dla wigzania komplementarnych RNA?
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W skiad rozprawy wchodza takze dwie prace przegladowe. W pierwszej z nich

Doktorant oméwit pochodzenie i funkcje biologiczne diugich niekodujagcych RNA
(IncRNA), a w drugiej przedstawit stan wiedzy na temat modyfikacji potranskrypcyjnych
wprowadzanych do IncRNA. Prace te w przystgpny sposéb wprowadzajg czytelnika w
zagadnienia zwigzane ze strukturg i funkcja tej waznej grupy regulatorowych RNA.

Rozprawa doktorska jest takze zaopatrzona we wprowadzenie literaturowe oraz
krotkie omowienia najwazniejszych wynikéw publikacji wchodzacych w jej sktad.
Wprowadzenie przystepnie przedstawia stan wiedzy na temat niekodujgcych RNA u
eukariontow, w tym na temat ich biogenezy. Szczegdlnie doktadnie przedstawione sg
pochodzenie, struktura 1 funkcje czasteczek tRF. Ponadto, Doktorant omowit
najwazniejsze wnioski prac wchodzacych w sktad rozprawy. Jezyk pracy jest jasny i
logiczny, jednak zdarza si¢ stosowanie zargonu, np. ,tRFy” (str. 16), ,,wyrazanie
czasteczek tRF” (str. 22). Ponadto, ryciny pracy sa okreslane przy uzyciu stowa ,,Figura”
(podpisy pod rycinami oraz w tekscie na str. 22). W opisie koncow 5’ i 3' czgsciej jest
stosowany apostrof niz symbol prim. Wystepuja tez nieliczne bledy stylistyczne, np.
,Uzyskane wyniki prazki pogrupowatem” (str. 23).

Podsumowujac, w swojej pracy Doktorant przeprowadzil analize wystepowania
fragmentow tRNA w tkankach S. scrofa oraz ludzkich liniach komorkowych, co
doprowadzilo go do uzyskania wnioskéw pozwalajacych na lepsze poznanie ich
struktury, wystepowania oraz biogenezy, co jest wazne dla zrozumienia mechanizmow

regulacji ekspresji genéw w komdrkach eukariotycznych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speinia 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 i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.) oraz w
Sposobie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu (uchwala Rady Naukowej ICHB PAN nr
56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.) i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie Pana mgr inz. Marka Kazimierczyka do
dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i

przyrodniczych, w dyscyplinie nauk biologicznych.
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