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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Marka Kazimierczyka
,Charakterystyka i funkcja niekodujacych RNA
uczestniczacych w rozwoju komoérek nerek oraz ich karcinogenezie”,

przygotowanej pod kierunkiem naukowym dr hab. Jana Wrzesinskiego, prof. ICHB PAN.

Recenzje sporzadzono w oparciu o decyzje Rady Naukowej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN z dnia 27 wrzesnia 2023 r roku oraz przepisy:
1. Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 roku, poz. 1789),
2. Ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 roku, poz. 1669) oraz
3. Rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie
szczegotowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w
postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz. U. z 2018

roku, poz. 261).

Opinia ogdlna
Przediozona mi do recenzji rozprawa doktorska przygotowana przez Pana magistra
Marka Kazimierczyka jest opracowaniem, ktére nalezy oceni¢ bardzo pozytywnie. Podjgty
przez Doktoranta temat jest aktualny i istotny dla rozwoju wiedzy o niekodujgcych
czasteczkach RNA i ich udziale w molekularnych mechanizmach rozwoju i onkogenezy.
Rozwijajgce sie w ostatnich dekadach techniki badan molekularnych pozwolity na
dokonanie przetomu — poznanie sekwencji genomu ludzkiego, co wigze sie z wieloma

odkryciami i spektakularng zmiang paradygmatéw genetyki. Dotyczy to nie tylko znacznie



mniejszej niz sgdzono liczby genéw kodujgcych biatka, a przede wszystkim rozmiaru genomu
zaangazowanego w powstawanie tak zwanych niekodujacych czasteczek RNA. Kolejne
badania pokazaty, ze do grupy funkcjonalnych RNA poza mRNA nalezy olbrzymia liczba
molekut réznigcych sie biogeneza, wielkoscig czasteczki i funkcja. Odkrycie komérkowych
miRNA i ich roli w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genéw byto zaledwie wierzchotkiem
gory lodowej i poczatkiem listy, do ktorej dopisywano kolejno miRNA kraigce, miRNA
cyrkularne, siRNA, diugie, niekodujgce RNA (IncRNAs), piRNA czy tez mate RNA wywodzace sie
z transferowego RNA (tRFs i tiRNAs). Istotny udziat tych czagsteczek we wszystkich procesach
zachodzacych w komoérce sprawia, ze majg one kluczowe znaczenie dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu, a ich zaburzenia przektadajg sie na zmiany patologiczne. Badania
matych, niekodujgcych RNA majg wiec nie tylko znaczenie poznawcze, przyczyniaja sie takze
do odkrycia nowych czynnikéw diagnostycznych, prognostycznych oraz moiliwych celéw
nowoczesnych terapii.

Gtéwnym celem ocenianej rozprawy doktorskiej byto poznanie wptywu niekodujacych
RNA na rozwdj nerek. Cel ten Doktorant realizowat analizujac profil wystepowania czgsteczek
tRF w réznych organach zwierzecia modelowego jakim byt Sus scrofa oraz badajac mozliwos¢
interakcji czasteczki tRF z biatkami Piwi. Kolejnym etapem byfa charakterystyka wystepowania
czgsteczek tRF w zaproponowanym modelu komérkowym rozwoju nerki oraz poznanie ich
potencjalnej funkcji. Ostatnig czedcig badan byto zgromadzenie aktualnych informaciji
dotyczacych interaktomu IncRNA oraz charakterystyka modyfikacji epigenetycznych IncRNA i
analiza zebranych informacji w kontekscie réznicowania i rozwoju komaérki.

Wchodzacy w sktad rozprawy cykl prac wraz z ich omoéwieniem stanowi dowdd
szerokiej znajomosci najnowszej literatury przedmiotu i biegtosci Autora w projektowaniu i
prowadzeniu badan, obserwacji i analizie danych. Cato$¢ pracy jest przemyélana i

przedstawiona w sposéb uporzadkowany, co pokazuje dojrzato$é naukowa Doktoranta.

Ocena szczegdtowa

Na dysertacje sktadajg sie cztery publikacje o tacznym wspétczynniku wptywu IF
20.717. Wsrdd nich znajduja sie dwie prace oryginalne — pierwsza z nich, tRNA-derived
fragments from the Sus scrofa tissues provide evidence of their conserved role in mammalian
development, zostata opublikowana w Biochemical and Biophysical Research

Communications. Praca druga, Characteristics of Transfer RNA-Derived Fragments Expressed



during Human Renal Cell Development: The Role of Dicer in tRF Biogenesis, podobnie jak dwie
prace przegladowe Human Long Noncoding RNA Interactome: Detection, Characterization and
Function, oraz Long Non-Coding RNA Epigenetics zostaty opublikowane w International
Journal of Molecular Sciences. Warto zwroci¢ uwage, ze Doktorant jest pierwszym autorem
wszystkich publikacji.

Rozprawa liczy 119 stron i ma typowy uktad rozdziatéw: Spis tresci, Wykaz prac
wchodzacych w sktad pracy doktorskiej, Streszczenie po polsku i po angielsku, Wstep, Cel
naukowy, Skrétowy opis przedstawionych prac, Bibliografia, Publikacje wchodzgce w sktad
rozprawy, Zyciorys naukowy i Oswiadczenia Autora oraz Oswiadczenia autora
korespondencyjnego.

We Wstepie Doktorant przedstawia krotka historie odkrywania niekodujacych RNA i
ogdlny ich podziat, nastepnie charakteryzuje bardziej szczegétowo grupe sncRNA z
uwzglednieniem siRNA, miRNA, piRNA oraz tsRNA. Omdwiona jest biogeneza, struktura i
funkcja tych czasteczek, ich wptyw na réznorodne procesy komérkowe i proby wykorzystania
mechanizmu interferencji RNA w terapii. Duza swoboda, z jaka prezentowane s3 informacje
dwiadczy o dobrej orientacji Doktoranta w rozlegtej (110 cytowanych pozycji) literaturze
przedmiotu. Ten rozdziat moze z powodzeniem by¢ opublikowany jako praca przegigdowa,
dotyczaca niekodujgcych RNA, zwtaszcza, ze niewiele takich publikacji dostepnych jest w
jezyku polskim. Warto bytoby tylko poprawi¢ kilka btedéw edytorskich, ktére znalazty sie w
tekscie. Opis uzupetniajg kolorowe ryciny, niektére zapozyczone bezposrednio z cytowanych
artykutow (na przyktad Figura 1 i 2) — by¢ moze ich autorzy wyrazili zgode na taki przedruk —
nie znalaztam w tekscie informacji na ten temat.

Cel naukowy pracy, jakim jest poznanie wptywu niekodujgcych RNA na rozwdj nerek,
byt realizowany w kilku etapach. Kazdy z nich przedstawiony jest we wiaczonej w cykl
publikacji, ktére Autor krotko streszcza w swoim omowieniu. Oczywistym jest, ze kazda z
publikacji stanowi autonomiczng cato$é, a prace oryginalne zawierajg dyskusje i wnioski, mnie
brakuje jednak w dysertacji krétkiego podsumowania i odniesienia catosci uzyskanych —
bardzo ciekawych - wynikéw do zamierzonego celu badawczego.

Pierwsza z prac, tRNA-derived fragments from the Sus scrofa tissues provide evidence
of their conserved role in mammalian development, przedstawia wyniki profilowania ekspresji
czgsteczek tRF w tkankach Sus Scrofa. Metodg Northern blottingu z sondami znakowanymi

izotopowo potwierdzono ich obecno$¢ w komoérkach zotadka, watroby, serca, ptuc, nerek,



mézgu i migsni. Podobny profil ekspresji tRF stwierdzono w gonadach i nerkach.
Wykorzystujac metode analizy opdznienia tempa migracji komplekséw nukleoproteidowych
w zelu poliakrylamidowym (EMSA) udowodniono takze wystepowanie interakcji pomiedzy
domeng PAZ biatka Piwil4 i tRFVal(CAC), co moze mie¢ istotne znaczenie dla funkcji tych
ostatnich czgsteczek.

Druga publikacja, Differential expression of transfer RNA-derived fragments (tRF)
during renal cell development. The role of Dicer in tRF biogenesis, to efekty badan
prowadzonych na modelu nerki ludzkiej, skomponowanym z czterech réznych linii
komérkowych, reprezentujacych poszczegélne etapy jej rozwoju. Byly to komorki hESC
(komdrki macierzyste), HEK293T (komérki embrionalne nerkowe), HK-2 (komdrki kompletnie
wyksztatconej nerki) oraz A-498 (komorki nowotworowe nerki). Przeprowadzono
sekwencjonowanie specjalnie przygotowanych bibliotek matych RNA pochodzacych z kazdej
linii komoérkowej, a nastepnie analizg bioinformatyczng wynikéw ze szczegblnym
uwzglednieniem czasteczek tRF. Wyniki tej analizy potwierdzono metodg Northern blotting.
Najwyzszy poziom ekspresji w badanym modelu opisano dla tRFGly, tRFVal i tRFArg. Ciekawa
obserwacja dotyczyfa czasteczek tRF wspélnych dla poszczegélnych linii komérkowych — byta
ona najwyzsza dla linii komérek macierzystych i nowotworowych. W kolejnym etapie, z
pomocg narzedzi bioinformatycznych oraz przegladu literaturowego opracowano tabele
potencjalnie mozliwych oddziatywan zidentyfikowanych czasteczek tRF na transkrypty biatek
zaangazowanych w rozw¢j i réznicowanie komdrek nerek u cztowieka. Dodatkowo,
wykorzystujac komérki HEH293T pozbawione genu dla biatka Dicer udowodniono jego role w
powstawaniu czasteczek tRF z petli D tRNA.

Kolejna praca, Long Noncoding RNA Interactome: Detection, Characterization and
Function, to publikacja przegladowa, w ktérej zebrano dostepng wiedze na temat IncRNA. W
pracy przedstawiono pojecie "interaktomu IncRNA" oraz zaproponowano techniki badawcze
do badania tych interakcji. Rozwijajac koncepcje interaktomu IncRNA, uwzgledniono rdzne
klasy RNA, zaréwno kodujace, jak i niekodujace, DNA, biatka, zwiazki niskoczgsteczkowe oraz
krotkie peptydy. W kontekscie oddziatywan IncRNA z RNA, szczegélng uwage poswiecono
interakcjom z miRNA i mRNA.

Cykl zamyka publikacja zatytutowana Long Non-Coding RNA Epigenetics. Przedstawia
ona obecny stan wiedzy o modyfikacjach epigenetycznych IncRNA. Autorzy wskazuja, iz

modyfikacje nukleotydéw angazujg 3 typy biatek. Wprowadzanie zmian epigenetycznych



nastepuje za posrednictwem enzymow zwanych writers. Zmiany wprowadzone do sekwencji
odczytywane s przez biatka zwane readers, a usuwane byé moga za posrednictwem enzymow
zwanych erasers. Wéréd modyfikacji najczesciej wystepujg cztery: 6-metyloadenozyna (m°®A),
5- metylocytydana (m>C), pseudourydyna (W) oraz inozyna (I). Opisane sg metody
wykorzystywane do badania takich modyfikacji — od historycznej chromatografii bibutowej do
nowoczesnej chromatografii cieczowej potaczonej ze spektrometria mas, czy tez
sekwencjonowania NGS. Autorzy zwracaja uwage na fakt, iz modyfikacje epigenetyczne
IncRNA moga w istotny sposdb wptywac na ich funkcje, co ma istotne znaczenie w wielu

procesach, takich jak réznicowanie komoérek czy proces onkogenezy.

W podsumowaniu moge stwierdzi¢, ze praca doktorska Pana mgr Marka Kazimierczyka
jest nowatorska, ciekawa i wartosciowa z merytorycznego punktu widzenia. Obserwacje,
ktérych dokonat Doktorant, s3 cenne poznawczo. Moze to przyczynic sig do dalszych studiow

nad rolg niekodujgcych RNA w mechanizmach rozwoju i karcynogenezy.

Konkluzja

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia 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 wprowadzajgce 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 (uchwata Rady Naukowej ICHB PAN nr 56/2023/Internet z dnia 29 marca 2023 r.}.
Whioskuje zatem do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN o dopuszczenie
Pana mgr Marka Kazimierczyka do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora

w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne.

Jednoczeénie, majac na wzgledzie nowatorski charakter badan, naktad pracy
konieczny do ich przeprowadzenia oraz znaczenie poznawcze dysertacji wnioskuje o jej

wyréznienie.
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