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Mgr Karolina Rassek jest absolwentkg studiow magisterskich na Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu
(Wydziat Farmacji, kierunek Analityka Medyczna, 2018).

W 2018 roku rozpoczeta prace w ramach studiow doktoranckich w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN w
Poznaniu realizujac temat badawczy ,,"Elucidating the function of the transmembrane protein TMEMZ244 and its
role in the development of lymphoid malignancies”. Magister Karolina Rassek odbyta dwa staze zagraniczne:
University of Edinburgh, Scotland (05.2022-07.2022), The ERASMUS+ scholar (Subject of the internship:
Study of RNA-protein interactions of the TMEM?244 gene) oraz University Medical Center Groningen,
Netherlands (05.09.2022-09.09.2022), NEXT_LEVEL scholar (Subject of the study visit “Familiarization with
the technique of AGO2 protein immunoprecipitation”).

W okresie studiow doktoranckich byta wspotwykonawca 1 grantu naukowego (“The role of class Il histone
deacetylases: HDAC9 and HDACI10 in Sézary syndrome”; Grant of the National Science Center “SONATA15”,
head Katarzyna Izykowska Ph.D.). Czynnie uczestniczyta takze w zjazdach naukowych (European Hematology
Association, EHA) prezentujac wyniki swoich prac badawczych. Byta kilkukrotnie nagrodzona/wyrozniona za
prowadzone badania naukowe ERASMUS+, NEXT_LEVEL, PROM, the Scientific Committee of the EHA).

Recenzja pracy na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu

Przedstawiona do recenzji praca doktorska jest podsumowaniem wynikow eksperymentalnych opublikowanych
w 3 pracach oryginalnych. Przedstawiong do oceny prace uzupetnia 1 artykut pogladowy (sumaryczny Impact
Factor prac bedacych podstawg rozprawy to 24.582 punktow, wg bazy Web of Science Core Collection).
Prezentacje wynikow uzyskanych badan poprzedzono interesujgcym wstepem (strony 7-15) przedstawiajgcym:

1. charakterystyke skornych postaci chtoniakow T-komérkowych (CTLC),

2. patogenezg TCLC

3. charakterystyke rodziny biatek TMEM

4. omoéwienie dotychczasowych wynikow badan nad identyfikacja nowych markerow przydatnych w

rozpoznawaniu chtoniakéw T-komorkowych

W kolejnych czeséciach przedstawionej do recenzji pracy na stopien doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu
Doktorantka przedstawita wyniki badan szczegdtowych dotyczacych funkcji biologicznej genu TMEM?244,
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zawierajacego Sekwencje nukleotydows diugiego nie kodujacego RNA. Omoéwienie wynikéw badan
szczegotowych poprzedzono w kazdym przypadku wstepem (prace 1-3), omowieniem uzyskanych wynikow i
wnioskami z przeprowadzonych badan (prace 1-3). Dopetnieniem rozprawy doktorskiej jest praca pogladowa
poswigcona ocenie heterogennosci koméorek nowotworowych u chorych na skérne chtoniaki T-komoérkowe w
oparciu o analiz¢ pojedynczych komorek technika RNA-seq. Pomimo przegladowego charakteru pracy takze ta
publikacja potwierdza duza wiedz¢ Doktorantki w zakresie patogenezy skornych chtoniakéw T-komorkowych
oraz ewolucyjnego i subklonalnego charakteru ich wzrostu.

Calo$¢ pracy wraz z zalagczonymi wersjami publikacji naukowych bedacych przedmiotem rozprawy wraz z
oswiadczeniami wspotautorow prac 0 ich wktadzie w przeprowadzone badania naukowe przedstawiono na
stronach 1-112.

Recenzja szczegolowa

Praca 1: Izykowska K, Rassek K, Zurawek M, Nowicka K, Paczkowska J, Ziotkowska-Suchanek I,
Podralska M, Dzikiewicz-Krawczyk A, Joks M, Olek-Hrab K, Giefing M, Przybylski GK.
Hypomethylation of the promoter region drives ectopic expression of TMEM244 in Sézary cells. J Cell
Mol Med. 2020 Sep;24(18):10970-10977. doi: 10.1111/jcmm.15729.

Praca jest dobrze zaplanowanym i zrealizowanym projektem badawczym dotyczacym analizy zwiazku pomiedzy
stopniem metylacji genu TMEM244 a jego ekspresja u chorych na mycosis fungoides (MF) oraz zesp6t Sezarego
(SS). W pracy wykorzystano nowoczesne narzedzia badawcze, w tym gRT-PCR, ocene stopnia metylacji
dinukleotydow CpG w obrebie regionu promotorowego genu TMEMZ244 technikg pyrosekwencjonowania,
bezposrednia demetylacje wybranych obszaréw genowych za pomoca systemu CRISPR-dCas9-TET1 w
komorkach roznych chtoniakow i biataczek T- i B-komorkowych.

Gtownym wynikiem przeprowadzonych badan jest stwierdzenie, ze kluczowym mechanizmem regulujacym
ekspresje TMEM?244 jest stopien metylacji obszaru promotorowego genu, a zaklocenie tego procesu

(hypometylacja) moze leze¢ u podtoza patogenezy nowotworéw wywodzacych sie z linii limfocytéw T.

Uwagi:

1. W pracy wykazano wystgpowanie roznic W ekspresji TMEM244 na komorkach MF pozyskanych z krwi
obwodowej oraz szpiku. Jaki jest prawdopodobny powdd odmiennej ekspresji TMEM244 na komérkach
nowotworowych w réznych srodowiskach biologicznych? Podobne zastrzezenie dotyczy duzych réznic
w ekspresji TMEM244 na komdrkach SS u poszczegélnych pacjentéw poddanych ocenie

2. 2. Czy stopien metylacji promotora genu TMEM244 jest jedynym czynnikiem regulujgcym, ekspresje
tego genu? Czy badano sekwencje promotora genu TMEM244 w indywidualnych przypadkach?

Praca 2: Rassek K, Izykowska K, Zurawek M, Pieniawska M, Nowicka K, Zhao X, Przybylski GK.

TMEMZ244 1Is a Long Non-Coding RNA Necessary for CTCL Cell Growth. Int J Mol Sci. 2023 Feb
9;24(4):3531. doi: 10.3390/ijms24043531

str. 2



Praca jest kontynuacja uprzednio podjetych badan zmierzajacych do okreslenia znaczenia biologicznego
ekspresji TMEM244 u chorych na chioniaki T-komoérkowe. W badaniach podjeto probe identyfikacji biatka
TMEM244 stosujac oceng ekspresji specyficznego mRNA technika gRT-PCR w roznych typach skoérnych
chtoniakéw T-komorkowych (CTCL) oraz liniach komoérkowych nie-CTCL, jednocze$nie dokonujac oceny
ekspresji biatka TMEM244 metoda Western Blot. Wynikiem przeprowadzonych badan bylo wykazanie
nickodujgcego charakteru mRNA TMEM244. Bardzo niskie prawdopodobiefnstwo kodujacego charakteru
badanej sekwencji nukleotydowej potwierdzono w eksperymentach in silico z zastosowaniem narzedzia CPAT.
W kolejnym etapie badan stosujac predykcje bioinformatyczng dla Inc mRNA oraz subkomoérkowe
frakcjonowanie materialu z nastgpowa ocena qRT-PCR a takze FISH potwierdzono gtownie cytoplazmatyczna
lokalizacj¢ transkryptu TMEM244. Innym godnym podkreslenia wynikiem przeprowadzonych badan bylo
wykazanie, ze ekspresja TMEM244 jest niezbedna dla procesu wzrostu komérek CTCL (eksperymenty z
wyciszaniem ekspresji poprzez zastosowanie shRNAs nakierowanych na transkrypt TMEM244) oraz ze
ekspresji w komorkach CTCL podlegaja takze dwie inne, dotychczas nie opisane, niekodujace i 0 nie znanej
funkcji biologicznej formy splicingowe transkryptu TMEMZ244 (metoda RACE).

Pytanie:
1. Kodujgcy charakter genéw rodziny TMEM potwierdzono jedynie w czesci przypadkéw. Czy inne geny
tej rodziny, podobnie jak TMEM244 majq charakter genéw nie-kodujgcych biatko (INCRNA)?

Praca 3: Rassek K, Izykowska K, Zurawek M, Nowicka K, Joks M, Olek-Hrab K, Olszewska B,
Sokolowska-Wojdylo M, Biernat W, Nowicki RJ, Przybylski GK. TMEM?244 Gene Expression as a
Potential Blood Diagnostic Marker Distinguishing Sézary Syndrome from Mycosis Fungoides and Benign
Erythroderma. J Invest Dermatol. 2023 Feb;143(2):344-347.e3. doi: 10.1016/j.jid.2022.08.046

Praca jest kolejng analiza dotyczaca ekspresji TMEM244 w nowotworowych komorkach T pozyskanych od
chorych na SS, MF, erytrodermie oraz osdb zdrowych. Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie
przydatno$ci diagnostycznej pomiaru ekspresji TMEM244 w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej
(PBMC) oraz limfocytach T CD4+ pozyskanych odpowiednio za pomocg wirowania na gradiencie gestosci oraz
negatywnej selekcji immunomagnetycznej w diagnostyce réznicowej SS. Pomiaru ekspresji TMEM?244
dokonano metoda RT-gPCR stosujac jako geny referencyjne B2M oraz GAPDH. Badania te pozwolity
jednoznacznie stwierdzi¢ ze mediana ekspresji TMEM244 w PBMC jest istotnie wyzsza u chorych z SS w
porownaniu do ekspresji TMEM?244 u chorych na MF i erytrodermig, a takze 0sob zdrowych. Podobne réznice
obserwowano w przypadku oceny ekspresji TMEM244 w subpopulacji limfocytow CD4+. Podobne badania
przeprowadzono takze na innych subpopulacjach komérkowych krwi obwodowej (CD4+, CD8+, CD45RO+,
CD45RA+, CD31+, CD56+, CD14+ i CD19+. Badania te potwierdzity, ze wysoka ekspresja TMEM244 dotyczy
subpopulacji limfocytow T CD4+ i CD8+. Warte podkreslenie jest fakt podjgcia przez Doktorantke dalszych
badan w celu ustalenia w ktorej z subpopulacji limfocytow pamigci T CD45RO+ (komorki T naive czy tez
komorki T naive CD31+) ma miejsce wzrost ekspresji TMEM244. W ich wyniku potwierdzita, ze do wzrostu

TMEM244 dochodzi w komérkach pamigci T po ich aktywacji. W podsumowaniu, wyniki ocenianej pracy maja
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duze znaczenie praktyczne w diagnostyce roznicowej SS. Potwierdzajg takze sens rutynowej oceny ekspresji

TMEM244 u chorych na SS jako czynnika powiazanego z rokowaniem w tej grupie pacjentow.

Pytanie:
1. Dane dotyczgce ekspresji CD31 (PECAM-1) na subpopulacjach limfocytow T CD4+ i CD8+ sq
rozbiezne. Na jakiej podstawie wyciggnigto wniosek ze ekspresia TMEM244 dotyczy limfocytow T po
aktywacji? (doi: 10.1002/JLB.2H10617-229RRR)

Praca 4: Rassek K, Izykowska K. Single-Cell Heterogeneity of Cutaneous T-Cell Lymphomas Revealed
Using RNA-Seq Technologies. Cancers (Basel). 2020 Jul 31;12(8):2129. doi: 10.3390/cancers12082129

Praca jest podsumowaniem wiedzy na temat réznorodno$ci zmian molekularnych u chorych na chtoniaki skorne
T komorkowe. Umozliwia tym samym lepsze zrozumienie tematyki przeprowadzonych badan
eksperymentalnych. Na szczegolne wyrdznienie zastuguje proba analizy dotychczas opublikowanych wynikow
badan innych autorow w kontekscie oceny zmian w pojedynczych komodrkach CTCL (r6znorodnos$é zmian
immunofenotypowych, zmian identyfikowanych w RNA-seq w subpopulacjach limfocytow T, czy tez
komorkach SS). Taka charakterystyka komorek CTCL umozliwia lepsze zrozumienie zjawisk towarzyszacych
rozwojowi zmian nowotworowych na réznych etapach onkogenezy, a takze zwigzku pomiedzy manifestacja

kliniczng choroby a odpowiedzia na zastosowane leczenie.

Podsumowanie

W wyniku przeprowadzonych analiz Doktorantka sformutowata 6 wnioskow. Wszystkie z nich znajduja peine
uzasadnienie w wynikach wykonanych badan. Rezultaty tych badan wnosza istotny wkilad w poznanie
etiopatogenezy CTCL. Mogg by¢ tez przestanka do opracowania nowych metod terapii celowanej w CTCL,
ktorych aktualne mozliwosci Doktorantka przedstawita w pracy nie bedacej cze$cig cyklu bedgcego
przedmiotem oceny (Izykowska K, Rassek K, Korsak D, Przybylski GK. Novel targeted therapies of T cell
lymphomas. J Hematol Oncol. 2020 Dec 31;13(1):176. doi: 10.1186/s13045-020-01006-w).

Wartym podkreslenia jak fakt mozliwego ich praktycznego zastosowania w diagnostyce réznicowej CTCL,
szczegodlnie w przypadkach podejrzenia zespotu Sezarego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska spelnia wszystkie obowiazujace strukturalne, metodologiczne i
merytoryczne wymogi ustawowe o stopniach naukowych i o tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki. Tym samym prosze wysoka Rade Naukowa Instytutu Genetyki Cztowieka PAN o dalsze procedowanie
pracy doktorskiej Pani magister Karoliny Rassek zgodnie z obowiazujacym przepisami. Jednoczesnie wnioskuje

0 wyrdznienie przedstawionej do recenzji pracy.

Z wyrazami szacunku i powazania

prof. dr hab. med. Krzysztof Lewandowski

Specjalista choréb wewnetrznych

Specjalista hematolog

Specjalista transplantologii klinicznej
Poznan, 05 kwietnia 2023 roku

str. 4



duze znaczenie praktyczne w diagnostyce roznicowej SS. Potwierdzaja takze sens rutynowej oceny ekspresji

TMEM244 u chorych na SS jako czynnika powiazanego z rokowaniem w tej grupie pacjentow.

Pytanie:
1. Dane dotyczgce ekspresji CD31 (PECAM-1) na subpopulacjach limfocytow T CD4+ i CD8+ sq
rozhiezne. Na jakiej podstawie wyciggnieto wniosek ze ekspresja TMEM244 dotyczy limfocytéw T po
aktywacji? (doi: 10.1002/JLB.2HI0617-229RRR)

Praca 4: Rassek K, Izykowska K. Single-Cell Heterogeneity of Cutaneous T-Cell Lymphomas Revealed
Using RNA-Seq Technologies. Cancers (Basel). 2020 Jul 31;12(8):2129. doi: 10.3390/cancers12082129

Praca jest podsumowaniem wiedzy na temat réznorodno$ci zmian molekularnych u chorych na chfoniaki skorne
T komoérkowe. Umozliwia tym samym lepsze zrozumienie tematyki przeprowadzonych badan
eksperymentalnych. Na szczegdlne wyrdznienie zastuguje proba analizy dotychczas opublikowanych wynikow
badan innych autoréw w kontekscie oceny zmian w pojedynczych komoérkach CTCL (réznorodnos¢ zmian
immunofenotypowych, zmian identyfikowanych w RNA-seq w subpopulacjach limfocytow T, czy tez
komorkach SS). Taka charakterystyka komorek CTCL umozliwia lepsze zrozumienie zjawisk towarzyszacych
rozwojowi zmian nowotworowych na réznych etapach onkogenezy, a takze zwiazku pomiedzy manifestacja

kliniczna choroby a odpowiedzia na zastosowane leczenie.

Podsumowanie

W wyniku przeprowadzonych analiz Doktorantka sformutowata 6 wnioskow. Wszystkie z nich znajdujg pefne
uzasadnienie w wynikach wykonanych badan. Rezultaty tych badan wnosza istotny wkiad w poznanie
etiopatogenezy CTCL. Moga by¢ tez przestanka do opracowania nowych metod terapii celowanej w CTCL,
ktérych aktualne mozliwosci Doktorantka przedstawita w pracy nie bedacej cze$cia cyklu bedacego
przedmiotem oceny (Izykowska K, Rassek K, Korsak D, Przybylski GK. Novel targeted therapies of T cell
lymphomas. J Hematol Oncol. 2020 Dec 31;13(1):176. doi: 10.1186/s13045-020-01006-w).

Wartym podkreslenia jak fakt mozliwego ich praktycznego zastosowania w diagnostyce réznicowej CTCL,
szczegolnie w przypadkach podejrzenia zespotu Sezarego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska spelnia wszystkie obowiazujace strukturalne, metodologiczne i
merytoryczne wymogi ustawowe o stopniach naukowych i o tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki. Tym samym prosze wysoka Rade Naukowa Instytutu Genetyki Czlowieka PAN o dalsze procedowanie
pracy doktorskiej Pani magister Karoliny Rassek zgodnie z obowiazujacym przepisami. Jednoczesnie wnioskuje

o wyrdznienie przedstawionej do recenzji pracy.

Z wyrazami szacunku i powazania

(Nt or
prof. dr hab. med. Krzysztof Lewandowski
Specjalista choréb wewnetrznych
Specjalista hematolog
Specjalista transplantologii klinicznej
Poznan, 05 kwietnia 2023 roku

str. 4



