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Ocena
dorobku naukowego i rozprawy habilitacyjnej
dr n. biol. Marcina M. Ratajewskiego,

pracownika naukowego Instytutu Biologii Medycznej PAN w todzi

O HABILITANCIE

Ubiegajacy sie o tytut doktora habilitowanego, doktor nauk biologicznych Marcin Marek
Ratajewski z Instytutu Biologii Medycznej PAN w todzi, jest zatrudniony od 2004 r., poczatkowo na
etacie asystenta, a obecnie adiunkta, w Pracowni Regulacji Transkrypcyjnej, w ktérej prowadzi sie
badania nad regulacja transkrypcji gendw ludzkich w odpowiedzi na szkodliwe czynniki Srodowiskowe.
Habilitant ukoniczyt studia magisterskie, a nastepnie czteroletnie Stacjonarne Studia Doktoranckie na
Uniwersytecie tédzkim na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska (poprzednia nazwa: Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi) (2004-2008).
Promotorem pracy magisterskiej obronionej w 2004 r., a nastgpnie rozprawy doktorskiej, obronionej
w 2009 r., byt znany biofizyk prof. dr hab. Grzegorz Bartosz. Praca magisterska nosita tytut
~Identyfikacja, analiza i klonowanie promotora ludzkiego genu MRP6 (ABCC6)”, a kolejne prace, jakie
wykonano w ramach kontynuacji badan, ztozyly sie na rozprawe doktorska pt.: ~Charakterystyka
promotora genu ABCC6 zwigzanego z choroba pseudoxanthoma elasticum”.
Mtody, madry i naukowo prezny, byt dr M. Ratajewski stypendystg instytucji krajowych,
sponsorujacych uzdolnionych badaczy: Ministra Edukacji Narodowej i Sportu (2002-2004); Fundacji
na rzecz Nauki Polskiej (stypendium Start, 2010), a ostatnio Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyiszego (stypendium dla mtodych, wybitnych naukowcéw, 2015-2018).
Habilitant jest cztonkiem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Kilkakrotnie przebywat na krétkich
stazach naukowych w laboratorium prof. Varadi w Budapeszcie, w Institute of Enzymology, Hungarian
Academy of Sciences.
Za osiggniecia naukowe w latach 2014-2015 otrzymat nagrode IBM PAN | stopnia. Jest posiadaczem
medalu Veritas et Libertas (2004). Jest takze cenionym recenzentem, zapraszanym przez redaktoréw

czasopism miedzynarodowych i krajowych do oceny nadesta nych prac.

OCENA DOROBKU NAUKOWEGO
Dorobek naukowy Habilitanta obejmuje 23 oryginalne prace naukowe, opublikowane w

recenzowanych czasopismach anglojezycznych, dla ktérych taczna liczba punktéw MNISW wynosi
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659,0 pkt., a wskaznik oddziatywania IF 82,027 pkt. Przed uzyskaniem stopnia doktora ukazato sie 5
prac, a ich punktacja wyniosta odpowiednio 112 pkt. MNiSW i 21,617 pkt IF.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze Habilitant jest pierwszym autorem w 12, a drugim w 4 publikacjach.
Co istotne, prace z udziatem Habilitanta Cytowane byty dotad 257 razy - wg bazy Web od Science, a
293 razy wg Scopus. Indeks Hirscha wg wymienionych baz jest réwny, odpowiednio, 10 11. Swiadczy
to, ze badania dr. Ratajewskiego s wazne i wpisuja sie doskonale w nurt wspotczesnie ,goracych
tematow”.

Duza aktywnos¢ naukowa byta mozliwa dzigki udziatowi w realizacji projektow podejmowanych przez
Pracownig Regulacji Transkrypcyjnej i przez samego Habilitanta, pasjonata wiedzy.

Prace badawcze prowadzone byty w ramach: i/ 2 projektow miedzynarodowych: Polsko-Wegierskiego
(wspétpraca miedzy PAN i Wegierska Akademig Nauk) oraz European Economic Area (EEA); w tych
projektach Habilitant byt wykonawcgy,

i/ 7 projektow badawczych krajowych, subwencjonowanych przez MNiSW (4) oraz NCN (3); w5 z
nich byt kierownikiem projektu.

Trzeba dodac, ze dr M. Ratajewski byt takze jednym z wykonawcéw realizujacych badania w ramach
Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka (POIG) nt. Badania mechanizméw molekularnych

na styku organizm ludzki — patogen — czynniki sSrodowiskowe.

Dorobek Habilitanta jest zwarty i dotyczy mechanizméw regulujacych transkrypcje genetyczng w
komérkach eukariotycznych. Wéréd tematéw pracy badawczej habilitanta znajdujg sie prace
dotyczace regulacji ekspresji genéw zwigzanych z lekoopornoscig w komérkach czerniaka, regulacji
ekspresji genu HIF1A kodujacego gtéwny komérkowy sensor tlenu i regulacji gendw kodujacych biatka
mitochondrialne. Sze$¢ publikacji dotyczy badan nad regulacja promotora genu ABCC6, zwigzanego z
rzadka chorobg tkanki tacznej, o polskiej nazwie: , kepki z6tte rzekome” - pseudoxanthoma elasticum
(PXE), dziedziczna choroba wielonarzadowa, w ktérej dochodzi do zmian strukturalnych witdkien
elastycznych zwigzanych z ich zwapnieniem w skdrze, w siatkéwce oka, w ukladzie krazenia i w
uktadzie pokarmowym. Wiadomo, ze istotnym elementem patogenetycznym w tej chorobie s
mutacje genu ABCC6. Prace habilitanta nad tym zagadnieniem przeprowadzone czesciowo przy
wspotpracy z kolegami z Instytutu Enzymologii Wegierskiej Akademii Nauk doprowadzity do szeregu
istotnych obserwacji. Ustalono, 7e jednym z mechanizméw tkankowo swoistej ekspresji ABCC6 jest
metylacja DNA w obszarze promotorowym. W dalszych badaniach stwierdzono, ze receptor jadrowy
RXR reguluje zaleing od retinoiddw ekspresje tego genu w watrobie, a gléwnym czynnikiem
transkrypcyjnym odpowiedzialnym za ekspresje ABCC6 w tym narzadzie jest czynnik HNF4aq., Wreszcie,

co z punktu widzenia mechanizméw patogenezy choroby PXE wydaje mi sie by¢ najbardziej



Recenzent: Prof. dr hab. Wiestawa Agnieszka Fogel un

interesujgce, powigzano polimorfizm genetyczny nadreprezentowany u pacjentow z PXE z zaleznym

od czynnikdw PLAG uposledzeniem ekspresji ABCC6 w hepatocytach.

OCENA OSIAGNIECIA NAUKOWEGO DR M. RATAJEWSKIEGO

O ile pseudoxanthoma elasticum wystepuje u 1 na 25 tys. oséb lub 1 na 100 tys., choroby
autoimmunologiczne, a jest ich ok. 80, dotykaja ok. 5% populacji w krajach rozwinietych. Najczescigj
spotykane: reumatoidalne zapalenie stawow, toczeri rumieniowaty, stwardnienie rozsiane, choroba
Gravesa-Basedowa, tuszczyca, zapalenie ktebuszkowe nerek, nieswoiste za palenie jelit, czy biataczka,
sg chorobami przewlektymi i pozostajg nieuleczalne. W poszukiwaniu nowych, bardziej skutecznych
metod terapii zwrécono w piémiennictwie uwage na mozliwos¢ hamowania nadmiernej odpowiedzi
odpornosciowej poprzez modulacje funkcji limfocytéw Thi17, wydzielajgcych niszczace tkanki
prozapalne cytokiny, interleukiny 17A i 17F (IL17A i IL17F), limfocytéw, ktére normalnie odgrywaja
kluczowg role w obronie gospodarza przeciwko drobnoustrojom Bacillus anthracis, Staphylococcus
aureus i Candida albicans. Dr Ratajewski podzielit poglad, iz szanse takiej regulacji da oddziatywanie
na aktywnosc i /lub ekspresje czynnika transkrypcyjnego RORYT/RORC2 (petna nazwa: retinoic acid
receptor-related orphan receptor gamma - Jjgdrowy sierocy receptor gamma zwiqzany z receptorem
kwasu retinowego), odpowiadajacego za réznicowanie komérek CD4+ naiwnych do Th 17. Podjat
zatem trud zidentyfikowania i scharakteryzowania mechanizméw wplywajacych na proces ekspres;ji
ludzkiego genu RORyT/RORC2 oraz oceny znaczenia tych mechanizméw w procesie réznicowania
komorek Th17.

Efektem jego dziatalnosci na tym polu sg 4 oryginalne prace opatrzone wspolnym tytutem
»Molekularne mechanizmy regulacji ekspresji genu RORyT” przedstawione jako rozprawa
habilitacyjna.

Ukazaty sig one drukiem w latach 2012-2017, w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation
Reports. Ich taczny IF wynosi 17,156 i odpowiednio, 135 pkt. MNiSW,

W pracach zastosowano cata palete adekwatnych dla dziedziny, wspotczesnych metod badawczych,
przy czym na podkreslenie zastuguje tu réznorodnoéé materiatu biologicznego, wykorzystanego do
poszukiwania molekularnych mechanizméw regulacji ekspresji genu RORyT. Habilitant rozpoczat
badania na poziomie in silico - od precyzyjnego zaplanowania czgsci eksperymentalnej in vitro, tg zas
przeprowadzit na hodowlach komérkowych linii Jurkat (human T cell lymphoblast-like), Hela (cervix
carcinoma), HepG2 (hepatocellular carcinoma) oraz na komdérkach T pozyskiwanych od zdrowych,
anonimowych dawcéw. Z kolei w ocenie czestosci wystepowania w populacji polskiej czterech
polimorfizméw SNP w sekwencji nukleotydéw promotora genu RORYT, Habilitant skorzystat z kolekcji

"POPULOUS" - DNA ekstrahowanego ze $liny, zbankowanego w Laboratorium BioBank na Wydziale
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Biofizyki Molekularnej Uniwersytetu tddzkiego, w ramach realizacji projektu TESTOPLEK z udziatem
5130 uczestnikow, deklarujacych sie jako osoby zdrowe.

Analiza molekularna komérek byta prowadzona na poziomie DNA, RNA i biatka. Badania DNA
obejmowaly poszukiwanie zdefiniowanych polimorfizméw i mutacji oraz stopnia metylacji DNA.
Mutageneze prowadzono bezposrednio na plazmidach (pUC18) zawierajacych zdefiniowane
sekwencje promotora RORyT . Natomiast wyciszanie ekspresji genu Habilitant prowadzit metoda
nukleofekcji za pomoca docelowego dupleksu siRNA. Indukcje nadekspresji genu prowadzit metoda
transfekcji konstruktéw DNA ludzkiego promotora RORyT. Wydajnosci prowadzonych modyfikacji
oceniat metodg amplifikacji kwaséw nukleinowych, testéw zmiany ruchliwoéci elektroforetycznej
czasteczek, EMSA - (ang. electrophoretic mobility Shift assay) oraz immunoprecypitacji chromatyny.

Badania na poziomie biatka byly prowadzone metodg Elisa lub Western Blot; specyficzne prazki
wizualizowano za pomoca chemiluminescencji z zastosowaniem substratu chemiluminescencyjnego
SuperSignal West Pico (Thermo Fisher Scientific).

Podsumowujgc, poszukiwania mechanizméw regulacji ekspresji genu kodujacego RORgT byty
prowadzone réznymi metodami czesto walidujgcymi sie wzajemnie, a takze potwierdzajacymi wyniki
badan bioinformatycznych prowadzonych in silico, co znacznie podnosi warto$¢ najwazniejszych
osiggnigc dr. Marcina Ratajewskiego.

Mozna gratulowac Autorowi doskonale opa nowanego warsztatu pracy i tego, ze - jak na prawdziwego
badacza przystato, jest dociekliwy i konsekwentny.

A najbardziej istotne, wartoéciowe wyniki tej serii prac to, w mojej opinii, zide ntyfikowanie, nieznanej
dotad, sekwencji promotorowej ludzkiego genu RORyT, okreslenie sekwencji odpowiadajacych za
tkankowo-swoistg specyficzng dla limfocytéw aktywno$é¢ promotora genu RORyT, zidentyfikowanie
biatek USF-1i USF-2 jako potencjalnych aktywatoréw, idalej, wskazanie sposrod 4 miejsc typu E-box,
rozpoznawanych przez biatka USF, E-box 2 i E-box 1 jako istotnych dla indukowalnosci badanego
promotora. W tym miejscu warto podkreélié, ze odkryte powiazanie RORyT i czynnikéw USF, ktore
wplywajg na ekspresje szeregu genow zaangazowanych w utrzymywanie homeostazy energetyczne;
ustroju, jest oryginalng obserwacjg dr. Ratajewskiego i wsp., wskazujgca na mozliwe powigzanie
proceséw metabolizmu weglowodandw z réznicowaniem limfocytdw CD4+ w kierunku Th17. Jest to
bardzo interesujace ze wzgledu na znane juz powigzania wywolywanego przez Th17 stanu zapalnego
z zaburzeniami metabolicznymi takimi jak otylosé.

Inna oryginalna i wazna obserwacja dotyczy réznic w tkankowo swoistej ekspresji izoform RORy i
RORyT; Habilitant pokazat, ze u cztowieka, inaczej niz u myszy w limfocytach Th17 nie dochodzi do

ekspresji obydwu izoform tego genu ale do wytgcznej ekspresji RORyT.
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Kolejne istotne osiggniecie to zidentyfikowanie specyficznego dla naczelnych miejsca wigzania
czynnikow transkrypcyjnych z rodziny Sp. | tak, stwierdzono, ze sposrod biatek Sp sekwencja DNA
zawierajgca GC-BOX1 specyficznie wigze biatko Sp2, natomiast sekwencja zawierajaca GC-BOX2 wiaze
dwa biatka: Sp2 jak i Sp1. Uzyskano dowody, ze i GC-BOX1i GC-BOX2 s istotne dla aktywnosci RORyT,
przy czym jako kluczowego regulatora ekspresji RORYT w limfocytach ludzkich wskazano Sp2.
Zasugerowano, ze blokowanie tego czynnika moze byé punktem docelowym w terapii choréb
autoimmunologicznych.

Dr Ratajewski wykazat tez mozliwos¢ wystapienia 4 polimorfizméw w miejscu GC-BOX2, ktdre
potencjalnie mogg wptywaé negatywnie na ekspresje genu RORyT i w ten sposéb ostabiac odpowied?
immunologiczng/odpornosciowy (polimorfizm rs201107751) lub zmniejsza¢ podatnoéé¢ na choroby
autoimmunologiczne (polimorfizmy rs774872314, rs116171003, rs200231898). Kolejnym waznym z
punktu widzenia terapii nowotworéw i/lub choréb autoimmunologicznych byto odkrycie, ze inhibitory
deacetylazy histonowej moga wywotaé nie tylko supresje ale i nasilenie ekspresji genu RORyT i ze
rodzaj odpowiedzi zwigzany jest ze stopniem zrdznicowania komdrek Th17. W tym miejscu warto
wspomniec, ze jak dotad cztery zwigzki bedace inhibitorami deacetylazy histonowej, zostaty
zatwierdzone przez FDA jako leki w przypadku chioniakdw.

W mojej opinii, osiggniecie naukowe dr. Marcina Ratajewskiego, dotyczace modulacji funkcji
limfocytéw Th 17 poprzez wplyw na aktywnosé czynnika transkrypcyjnego RORyT, wpisuje sie w
aktualng tematyke badawcza, a wyniki wykonanych badari, uzyskane przy pomocy arsenatu
$rodkéw i wiarygodnych metod, maja duzy potencjat aplikacyjny.

Osiagnigcie to spetnia wszystkie kryteria stawiane rozprawie habilitacyjnej.

DOROBEK DYDAKTYCZNY | POPULARYZATORSKI

Dr M. Ratajewski w referacie pt. ,Znaczenie epigenetycznej regulacji ekspres;ji genu HIF1A w
komorkach krwi” wygtoszonym na Zjesdzie Polskiego Towarzystwa Immunologii Doswiadczalnej i
Klinicznej w Gdansku (2011) przyblizyt uczestnikom mistrza transkrypcyjnej odpowiedzi adaptacyjnej
na warunki niedotlenienia, Hypoxia-inducible factor 1-alpha (czynnik ten aktywuje ponad 40 gendw) i
swoje dokonania w zakresie regulacji ekspresji tegoz. Wyniki badan prezentowat Habilitant takse na
7 konferencjach miedzynarodowych (w formie plakatdw), uzyskujac wyrdznienie za prace nt. “Liver
specific site in the proximal promoter of ABCC6 gene - involvement of PLAG and HNF4 transcription
factors” na 3rd FEBS Special Meeting — ATP-Binding Cassette (ABC) Proteins: From Multidrug

Resistance to Genetic Diseases, Innsbruck 2010.



Recenzent: Prof. dr hab. Wiestawa Agnieszka Fogel lm

Warto odnotowad, ze udziat w konferencjach zapewnity dr. M. Ratajewskiemu stypendia przyznane
w drodze konkursu przez takie organizacje, jak: Gordon Research Conferences (1), PXE International
(2), FEBS (1), czy Polska Sie¢ Biologii Komérkowej i Molekularnej UNESCO/PAN (1).

Wreszcie, jest wspétautorem ksigzki, taczacej dziatalnos¢ dydaktyczna z popularyzatorska, pt. ,Wiem,
ze umiesz Biologia - repetytorium dla maturzystow i kandydatéw na wyisze uczelnie” wydane;j
w 2005 r. przez Wydawnictwo Szkolne i Pedagogiczne, autorstwa A. Balcerczyk i inni.

Bedac pracownikiem PAN Habilitant nie prowadzi regularnych zaje¢ dydaktycznych. Aktywnos¢ w tym
zakresie realizuje poprzez koordynacje dziatania i opieke nad magistrantami, wykonujacymi w
Pracowni Regulacji Transkrypcyjnej swoje prace magisterskie oraz studentami tddzkich uczelni
(Uniwersytetu tédzkiego, Uniwersytetu Medycznego w todzi i Politechniki todzkiej), ktérzy odbywaija
tam krétkoterminowe staze lub praktyki la boratoryjne.

Po dogtebnym zapoznaniu sie z przedstawionym mi do oceny materiatem dokumentujgcym
dokonania Habilitanta, stwierdzam z catg stanowczoscia, ze Pan dr Marcin Ratajewski jest badaczem
kreatywnym, ma wspaniale Opanowany warsztat pracy, jest dojrzaty i samodzielny; umie stawiac
pytania i dostosowywac strategie badawcze do rozwigzania probleméw naukowych.

Wspiera mtodziez w jej pierwszych badaniach naukowych.

A zatem, konkludujgc - wniosek dr. Marcina Ratajewskiego o przeprowadzenie postepowania
habilitacyjnego w dziedzinie nauki medyczne, dyscyplinie biologia medyczna, uwazam za catkowicie
zasadny.

Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydziatu Nauk o Zdrowiu z Oddziatem Pielggniarstwa i Potoznictwa,
Uniwersytetu Medycznego w todzi, o dopuszczenie dr. Ratajewskiego do dalszych etapéw tego

postepowania.
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