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Recenzja osiggniecia naukowego i aktywnosci naukowej dr inz. Patryka Krzemirnskiego

Dr inz. Patryk Krzeminski jest absolwentem jednolitych studiow magisterskich
Miedzywydziatowego Studium Biotechnologii, Szkoty Gtowne] Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie. W 2008 r., na podstawie rozprawy: “Wystepowanie i aktywnos$¢ wybranych
receptorow nukleotydowych w nowotworowych liniach komdrkowych pochodzenia
glejowego”, uzyskat tytut doktora nauk biologicznych w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im
M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk. Po obronie doktoratu dr inz. Krzeminski przez rok
pracowat w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w zespole profesora
Krzysztofa Zabtockiego. Nastepnie, w latach 2009 - 2020, odbyt staz podoktorski w Salamance
w Hiszpanii, gdzie zajmowat sie badaniami nad patogeneza molekularng szpiczaka
plazmocytowego. Badania te byty prowadzone poczatkowo w Centrum Badan nad Rakiem w
Salamance (Cancer Research Center, Salamanca, Spain), a nastepnie we wspotpracy z
Wydziatem Hematologii Szpitala Uniwersyteckiego w Salamance (University Hospital of
Salamanca, Spain). W obu przypadkach badania byty prowadzone w ramach renomowanego
zespotu kierowanego przez profesora Jestsa San Miguela. Podczas pobytu w Hiszpani d inz.
Krzeminski ukonczyt réwniez kursy dotyczgce zarzadzania zespotem, metod metaanalizy
statystycznej oraz standardéw Dobrej Praktyki Klinicznej. Od 2020 r pracuje na stanowisku
adiunkta w Katedrze Nanobiotechnologii, Instytutu Biologii, Szkoty Gtdwnej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie.




Ocena osiggniecia naukowego pt. ,Wplyw wybranych zmian genetycznych i
epigenetycznych na patogenezg szpiczaka plazmocytowego”

Na osiagniecie naukowe dr inz. Patryka Krzeminskiego skfada sig cykl 5 prac opublikowanych
w latach 2015-2020, w tym cztery artykuty eksperymentalne i jedna praca przegladowa.
taczny wskaznik wptywu (IF) dla w/w cyklu prac wynosi 23.81, a catkowita liczba punktow
MNiSW na rok publikacji 240.

Szpiczak plazmocytowy (ang. Myeloma Multiple, MM) jest rozrostem klonalnym
wywodzgcym sie z komorki plazmatycznej i nalezy do najczestszych nowotworow
hematologicznych cztowieka. Znaczny postep, jaki dokonat sig w ostatnich dekadach w
rozumieniu patobiologii MM, a takze wprowadzenie do terapii wielu nowych lekow,
spowodowaty znaczng poprawe rokowania MM. Jednak, pomimo istotnego wydtuzenia czasu
7ycia chorych, u wiekszoéci z nich nie udaje sie uzyska¢ wyleczenia. Fakt ten jest ttumaczony
jest m.in. ztozonoscia i heterogennoscia zaburzen genetycznych u poszczegdlnych pacjentow
z MM, co prowadzi do selekcji klondw komdrek opornych podczas chemioterapii.

U chorych na MM stwierdza sig wystepowanie wielu zaburzen genetycznych, gtéwnie
na poziomie struktury i liczby chromosomow, ale takze mutacji punktowych. Uzasadnia to
potrzebe prowadzenia badan podstawowych, ktére mogtyby doprowadzi¢ do identyfikacji
nowych celéw terapeutycznych i rozwoju optymalnych metod diagnostycznych. Do
obiecujacych kierunkéw badawczych w tym zakresie nalezg epigenetyczne (np. metylacja
DNA) oraz zwigzane z mikroRNA mechanizmy regulacji ekspresji genow zidentyfikowanych
jako istotne w biologii MM.

W pracy przegladowej pt. ,Factors regulating microRNA expression and function in
multiple myeloma” dr inz. Krzemifski opisat mechanizmy regulacji ekspresji mikroRNA oraz
przedstawit dane przemawiajace za powigzaniem pomiedzy modyfikacjami epigenetycznymi,
lekoopornoscig i apoptoza w komdrkach MM. Zgodnie z opinig Autora pracy, z ktora
niewatpliwie nalezy sie zgodzi¢, stanowi to uzasadnienie dla prowadzenia badan faczacych
informacje epigenetyczne z genetycznymi w celu lepszego poznania choroby i sprawniejszego
diagnozowania. Stan wiedzy przedstawiony w powyzszej publikacji umozliwit postawienie
hipotezy badawczej, wedtug ktérej modyfikacje epigenetyczne wraz ze zmianami
genetycznymi wptywaja na rozwoj MM.

W publikacji oryginalnej “Insights into epigenetic regulation of microRNA-155
expression in multiple myeloma.” dr inz. Krzeminski zbadat mechanizmy wplywajace na
ekspresje mikroRNA155, w tym przede wszystkim potencjalng role metylacji DNA. Poczatkowo
autor ocenit ekspresje mikroRNA155 w 11 liniach komérkowych MM o szerokim wachlarzu
aberracji genetycznych wykazujac brak korelacji miedzy translokacjami chromosomowymi,

a wysokim poziom ekspresji tego mikroRNA. Jednoczesnie, w celu potwierdzenia
wczeéniejszych danych zmierzyt poziom ekspresji mikroRNA155 w prébkach wyizolowanych
od ponad 90 pacjentéw chorych na MM stwierdzajgc u wigkszosci niska ekspresjg. Nastepnie
Autor wykazat, poréwnujac odpowiednie probki materiatu biologicznego, ze u wigkszosci
pacjentéw po zdiagnozowaniu nawrotu dochodzi do obnizenia ekspresji mikroRNA155. Wyniki



analizy przezycia pokazaty, ze wyiszy poziom mikroRNA155 jest dobrym czynnikiem
prognostycznym tgczacym sie z dtuzszym czasem catkowitego przezycia. Otrzymane wyniki
badan byty punktem wyjscia do poszukiwania mechanizméw mogacych regulowac ekspresje
mikroRNA155 w komdrkach MM. Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity zademonstrowac
wzajemne oddziatywania roznych mechanizmow epigenetycznych w regulacji poziomu
ekspresji mikroRNA155. Za pomocg oznaczenia metylacji DNA promotora genu kodujgcego
mikroRNA155 w probkach uzyskanych od chorych na MM wykryto udziat metylacji DNA w
regulacji ekspresji mikroRNA155. Dr inz. Krzeminski wykazat rowniez, ze farmakologiczne
hamowanie metylacji za pomocg decytabiny moze podnies¢ poziom ekspresji mikroRNA155.
Nastepnie, za pomocg eksperymentéw porownujacych wartosci luminescencji komérek
transfekowanymi zmetylowanym i niezmetylowanym konstruktem powstatym z fragmentu
promotora genu gospodarza mikroRNA155 i wektora plazmidowego kodujgcego gen
reporterowi lucyferazy Autor potwierdzit udziat metylacji w regulacji ekspresji mikroRNA155
w komérkach MM. Dalszym potwierdzeniem epigenetycznego mechanizmu regulacji ekspresji
mikroRNA155 byto spowodowanie metylacji w obrebie genu gospodarza mikroRNA155
bezposrednio w komdrkach MM linii JJN3, wykorzystujgc mechanizm RNA zaleznej metylacji
DNA - RDDM (ang. RNA directed DNA methylation). Dodatkowo, dr inz. Krzeminski
przeprowadzit doswiadczenia EMSA (ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay), ktérego wyniki
dostarczyty danych wskazujgcych na regulacje sekwencji E-Box przez metylacje DNA. Na
kolejnym etapie badan Autor dokonat stymulacji wybranych linii komodrek szpiczaka,
endotoksynalipopolisacharydem bakteryjnym- (ang. Lipopolisacharide, LPS).

Najwazniejszym, wynikiem przeprowadzonych badan byto zaobserwowanie
mozliwosci zmiany metylacji DNA za pomoca odpowiednio zaprojektowanych sekwencji RNA
wykorzystujgc mechanizm (ang. RDDMRNA directed DNA methylation). Przeprowadzone
badania pokazaty réwniez, ze metylacja DNA gendéw kodujgcych mikroRNA jest trwatym
mechanizmem wyciszania ekspresji i moze by¢ rozwazana jako potencjalny wskaznik
prognostyczny.

W badaniach opisanych w pracy oryginalnej ‘Integrative analysis of DNA copy number,
DNA methylation and gene expression in multiple myeloma reveals alterations related to
relapse” dr inz. Krzeminski przeanalizowat zaleinosci miedzy zmianami genetycznymi,
ekspresjg genow i metylacjg DNA na dwdch etapach rozwoju MM, tj. w momencie rozpoznania
oraz pierwszego nawrotu choroby. Na podstawie zebranych informacji klinicznych oraz bazy
danych biobanku uniwersyteckiego szpitala klinicznego w Salamance Autor zidentyfikowat
grupe sparowanych prébek materiatu biologicznego od 20 pacjentow z MM wyizolowanych w
momencie diagnozy szpiczaka oraz pierwszej wznowy choroby. W tym materiale zbadano
uzywajac trzech réznych typéw mikromacierzy profil ekspresji gendw, profil metylacji DNA i
profil zmian genetycznych. Najwazniejszym wynikiem przeprowadzonego badania byto
zaobserwowanie korelacji miedzy metylacjg DNA a ekspresjg dla dwoch gendw GLTD1 i SORLI.
Biorgc pod uwage roznice w charakterystyce badanych pacjentéw (rozne translokacje, wiek,
pte¢, schemat terapii i czas do wznowy), wykryte geny mogg wskazywac na nowe, nieznane w
szpiczaku szlaki sygnatowe istotne z punktu widzenia badania progresji choroby.



W pracy ,,Zebularine-induced myeloma cell death is accompanied by decreased c-Myc
expression” celem badan dr inz. Krzemiriskego byto sprawdzenie wptywu zebularyny na
7ywotnos¢ komorek MM oraz préba zdefiniowania kluczowych mechanizméw molekularnych
dziatania tego zwiazku w komdrkach MM. Zebularyna to czynnik hipometylujacy drugie;
generacji, ktéry hamuje metylacje DNA, a dodatkowo hamuje réwniez aktywnos¢ deaminazy
cytydyny (ang. Cytidine deaminase - CDA), enzymu odpowiedzialnego za opornos¢ komdrek
nowotworowych na leki bedace analogami nukleozydéw. Najwazniejszym wynikiem
przeprowadzonych badar byto zaobserwowanie efektu cytotoksycznego zebularyny pomimo
braku indukcji uszkodzeri DNA w szpiczakowych liniach komérkowy MM1s i KMS12PE. Ten
wynik w odniesieniu do pozostatych wskazuje na wielotorowe dziatanie badanego zwigzku
wykraczajace poza hamowanie metylacji i powodowanie uszkodzert DNA. Otrzymane wyniki
moga stanowi¢ podstawe badari majacych na celu opracowanie nowych strategii
terapeutycznych MM wykorzystujacych modyfikacje metylacji DNA.

Celem badar opisanych w pracy “Quantitative expression of lkaros, IRF4, and PSMD10
proteins predicts survival in VRD treated patients with multiple myeloma” byta identyfikacja
nowych biatkowych biomarkeréw rozwoju MM niezaleznych od zmian genetycznych. Autor
przeprowadzit badania za pomocg innowacyjnej metody CNIA (ang. capillary
nanoimmunoassay), ktéra pozwala na analize kilkudziesieciu biatek w jednej probce. W
przeprowadzonych badaniach okreslono ilo$ciowo poziom biatek regulujacych dziatanie lekow
przeciwszpiczakowych w 174 prébkach od chorych na MM. Wykazano, ze pacjenci z wysokim
poziomem biatek lIkaros, Aiolos, PSMD1, PSMD4, PSMD10 i niskim poziomem Cereblon i IRF4
charakteryzowali sie krétszym czasem przezycia. W ramach tych badar dr inz. Krzeminski
zaproponowat ocene ilosci biatek biorgcych udziat w mechanizmie dziatania gluokortykoidow,
ktore sa jednymi z kluczowych lekéw w terapii MM. Wykonano oznaczenia dwoch biatek -
receptora dla gluokortykoidéw (GCR) i biatka XPO1 z rodziny eksportyn. Najwazniejszym
wynikiem tej pracy badania byto wykrycie potencjalnego biomarkera zwigzanego z dziataniem
glukokortykoidéw, ktdrym moze by¢ stosunek ilosci GCR i XPO1 (biatka transportujgce GCR) z
uwagi na zaobserwowany zwigzek tej wartosci z czasem przezycia wolnego od progresji MM.

Ocena dziatalnosci naukowej

O duzej aktywnosci naukowej dr ini. Patryka Krzemifskiego swiadczy dorobek
publikacyjny o sumarycznym czynniku wptywu IF 77,38, oraz liczba cytowani 271 i wskaznik
Hirsha 11. Dr inz. Patryk Krzemiriski po obronie doktoratu przez rok pracowat w Instytucie
Biologii Doswiadczalnej im. M Nenckiego w Warszawie w zespole profesora Krzysztofa
Zabtockiego, w ktéorym brat udziat w badaniach zwigzanych z pomiarem poziomu jonow
wapnia oraz optymalizacja elektroforezy 2D. Nastepnie wyjechat na staz podoktorski do
Salamanki (Hiszpania), gdzie miat mozliwos¢ zdobywac doswiadczenia naukowe w najlepszych
laboratoriach zajmujacych sie badaniami nad MM, poczatkowo w Centrum Badan nad Rakiem
w Salamance (Cancer Research Center, Salamanca, Spain), nastepnie w ramach wspotpracy z
Wydziatem Hematologii Szpitala Uniwersyteckiego w Salamance (University Hospital of
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Salamanca, Spain). Praca w tych osrodkach naukowych umozliwita mu praktyczne zapoznanie
z najnowszymi technikami biologii molekularnej we wspotpracy z zespotem naukowcow i
lekarzy kierowanych przez prof. Jesisa San Miguela, jednego z kluczowych ekspertow
klinicznych i naukowych w dziedzinie MM. Nalezy podkresli¢, ze ten osrodek w dziedzinie
badan nad MM nalezy do wiodgcych na swiecie.

Poza cyklem prac bedacych podstawa habilitacji, dr inz. Patryk Krzeminski prowadzit
rowniez badania nad rolg metylacji DNA w regulacji ekspresji mikroRNA214 i Cykliny D2.
Stwierdzono, Ze zastosowanie inhibitora metylacji DNA powodowato wzrost ekspresji
mikroRNA214, co wskazuje na mozliwos¢ epigenetycznej regulacji ekspresji tego mikroRNA.
W kolejnym projekcie dr inz. Krzeminski badat przyczyny nasilonej ekspresji Cykliny D2 w MM.
Zaobserwowano, ze wyspa CpG w regionie regulatorowym genu Cykliny D2 byta
silniemetylowana tylko w liniach komérkowych MM z t(11:14), co sugeruje udziat tej
modyfikacji epigenetycznej w regulacji ekspresji. Efektem tej wspotpracy byty dwie publikacje
(Misiewicz-Krzeminska et al., 2013, 2016). Oprocz badan zwigzanych z metylacjg DNA dr inz.
Patryk Krzeminski brat udziat w projektach majacych na celu lepsze poznanie roli biatka SDC1
(CD138) w komérkach MM. Wyniki doswiadczen opisano w pracy (Paino et al.,, 2014).

Kolejnym projektem, w ktory brat udziat dr inz. Patryk Krzeminski byto badanie
wariantu receptora androgenowego ARV7 w komodrkach raka prostaty. Efektem tej
wspotpracy byta publikacja (Garcia et al., 2017)

Tematyka badan zwigzanych z MM pozostawata w obszarze gtownych zainteresowan
naukowych dr inz. Patryka Krzemiriskiego, co wigze sie, miedzy innymi, z kontynuacjg badan
majacych na celu wyjasnienie molekularnych mechanizmow dziatania nowego inhibitora
biatka c-Myc. Udziat w tym projekcie zaowocowat szeregiem doniesier konferencyjnych oraz
zgtoszeniem patentowym: W02019048679.

Po powrocie do Polski dr inz. Patryka Krzeminski nawigzat wspétprace naukowa z Dr.
Sarg Lopez-Gomollon, pracujgcg w RNA Silencing and Disease Resistance Group, Department
of Plant Sciences, University of Cambridge w Wielkiej Brytanii. Celem wspdlnych badan jest
opracowanie sondy typu BiFC (Blmolecular Fluorescence Complementation) pozwalajgcej na
pomiar i monitorowanie metylacji DNA.

Ocena dziatalnosci dydaktycznej, organizacyjnej i popularyzatorskiej

Dr inz. Patryka Krzeminski ma bogate doswiadczenie w zakresie dziatalnosci
dydaktycznej. Przed wyjazdem na staz podoktorski prowadzit zajecia z biochemii dla
studentéw Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Bedac na stazu podoktorskim w
Hiszpanii zdobyta wiedze z zakresu epigenetyki upowszechniat poprzez prowadzenie zaje¢ w
ramach studiow podyplomowych organizowanych przez Centrum Badan nad Rakiem w
Salamance. Po powrocie do Polski w 2020r. dr inz. Krzeminski podjat prace na stanowisku
Adiunkta w Katedrze Nanobiotechnologii Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie, gdzie prowadzi zajecia dla studentéw miedzy innymi z zakresu biologii komorki
nowotworowej i macierzystej, metabolomiki, kancerogenezy i cytofizjologii. |
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Istotna czes¢ dotychczasowej dziatalnosci dydaktycznej dr inz. Patryka Krzeminskiego
stanowita opiekia nad rozwojem naukowym mtodych badaczy. W trakcie stazu podoktorskiego
w Hiszpanii byt on opiekunem naukowym dwdch doktorantéw tamtejszego uniwersytetu, a
takze sprawowat opieke naukowa nad doktorantka z Instytutu Biologii Doswiadczalnej im M
Nenckiego, ktdéra odbywata staz naukowy w laboratorium w Centrum Badan nad Rakiem w
Salamance (Centro de Investigacion del Cancer Salamanca) w ramach programu Erasmus plus
Ponadto, dr inz. Patryka Krzeminski petnit role promotora pomocniczego pracy doktorskiej
mgr Wiktorii Fraczek pt. ,, Wptyw nanoczastek diamentu na szlak kinaz tyrozynowych w glejaku
wielopostaciowym”, ktdrej promotorem jest dr hab. Marta Grodzik prof. SGGW, Instytut
Biologii, SGGW

Dr inz. Patryka Krzeminski ma rowniez osiggniecia na polu dziatalnosci organizacyjnej.
W latach 2006-2007 brat dziat w organizacji Tygodnia Nauki odbywajgcego sie w ramach
Festiwalu Nauki. W 2009 r wspdtuczestniczyt w organizacji laboratorium Hematologii w
Centrum Badari nad Rakiem w Salamance. Natomiast, w 2012r brat udziat w organizacji
Krajowego Kongresu Hiszpariskiego Towarzystwa Hematologii i Hemoterapii (LIV Reunion
Nacional SEHH / XXVIIl Congreso SETH -Salamanca 18-20, Octubre 2012).

W ocenie roli popularyzujacej nauke w dziatalnosci dr inz. Patryka Krzeminskiego
nalezy wyrdzni¢ udziat w dwdch edycjach Festiwalu Nauki (2006-2007) oraz
wspotredagowanie w latach 2007-2008 wewnetrznego, popularnonaukowego biuletynu
Instytutu im. M. Nenckiego o nazwie BRAINs, w ktérym byty zamieszane najwazniejsze
doniesienia naukowe z obszaru neurobiologii i biezgce informacje z zycia naukowego

jednostki.
Podsumowanie i wnioski

Przedstawione mi do oceny osiggniecie naukowe dr inz. Patryka Krzeminskiego spetnia
kryteria okreslone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U, z 2018 r, poz. 1668 ze zm.) stawiane kandydatom do stopnia doktora habilitowanego.

Oceniany cykl publikacji jest spojnym i istotnym wkiadem intelektualnym
poszerzajgcym naszg wiedze na temat roli zmian genetycznych i epigenetycznych w biologii
szpiczaka plazmocytowego, w tym, w szczegdlnosci, w procesach prowadzacych do nawrotu
choroby i nabywania opornosci na leki. Badania nad epigenetycznymi mechanizmami regulacji
ekspresji mikroRNA155 wykazaty wartos¢ prognostyczng oraz konsekwencje wyciszenia
ekspresji tego mikroRNA na drodze metylacji DNA. W kolejnej pracy scharakteryzowano
czesciowo wptyw zmian genetycznych i epigenetycznych na ekspresje genéw w procesie
nawrotu szpiczaka. Ponadto, przeprowadzono doswiadczenia, w ktorych wyjasniono
wielotorowy mechanizm dziatania mato znanego inhibitora metylacji DNA — zebularyny.
Wyniki eksperymentéw oceniajgcych jednoczasowo ilos¢ wielu biatek w komorkach chorych
na szpiczaka plazmocytowego wskazaty nie tylko na prognostyczna funkcje okreslonych czesci
sktadowych proteasomu, ale réwniez udowodnity, ze stosunek ilosci poszczegdlnych biatek



moze miec¢ znaczenie prognostyczne. Uzupetnieniem cyklu publikacji byta praca przeglagdowa
systematyzujgca informacje na temat znaczenia zmian genetycznych i epigenetycznych w
regulacji ekspresji mikroRNA w szpiczaku plazmocytowym. W mojej opinii wyniki
przedstawionych do oceny prac nie tylko dostarczajg nowych informacji na temat biologii
szpiczaka plazmocytowego, ale moga przyczyni¢ sie do opracowania lepszych metod
prognostycznych i skuteczniejszych terapii tego wcigz nieuleczalnego nowotworu.

Jako recenzent komisji habilitacyjnej popieram wniosek Rady Dyscypliny Nauki
Biologiczne Szkoty Gtdéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o przeprowadzenie
postepowania habilitacyjnego dr inz. Patryka Krzeminskiego i wnosze o nadanie wyzej
wymienionemu stopnia doktora habilitowanego w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w

dyscyplinie Nauki Biologiczne.
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