Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Marcina Leszczyriskiego pt. ,,Analiza zmian poziomu ekspresji
podjednostek kompleksu remodelujacego chromatyne typu SWI/SNF w jasnokomérkowym raku
nerki. Wptyw na metabolizm”.

Praca doktorska mgr Marcina Leszczyriskiego pt. ,Analiza zmian poziomu ekspresji
podjednostek kompleksu remodelujgcego chromatyne typu SWI/SNF w jasnokomoérkowym raku
nerki. Wptyw na metabolizm” dziata na wyobraznig klinicysty, poniewaz wpisuje si¢ w podstawowe
zagadnienie wspdtczesnej medycyny — czy rak bedzie uleczalny? Postgpy w farmakoterapii
nowotwordw ztodliwych ostatnich lat, szczegélnie wyraine w odniesieniu do raka jasnokomérkowego
nerki, wynikaja wprost z badan, ktérych charakter ilustruje oceniana praca. Ten fakt czyni temat
pracy niezwykle interesujgcym i niesie z sobg potencjat watkich odkry¢ naukowych w drodze do
poznania mechanizméw nowotworzenia oraz poszukiwania skutecznych sposobow hamowania
procesu chorobowego.

Rozprawa doktorska pt . ,,Analiza zmian poziomu ekspresji podjednostek kompleksu remodelujacego
chromatyne typu SWI/SNF w jasnokomérkowym raku nerki. Wptyw na metabolizm” ,” dotyczy
badan podstawowych z dziedziny biologii molekularnej i opiera si¢ na wielokierunkowej analizie
zjawisk dotyczacych proceséw regulacji kompleksu SWI/SNF  na materiale tkankowym raka
jasnokomérkowego nerki uzyskanym po wycieciu nerki z powodu nowotworu (n=50). Praca dotyczy
aktualnych zagadnie onkologii urologicznej, a przez potaczenie patomorfologii w zakresie badan
immunohistochemicznych i zaawansowanych technik biologii molekularnej ma charakter
wielodyscyplinarny, co czyni rozprawe interesujacg dla szerokiego grona odbiorcéw, mimo, iz w swej
zasadniczej czesci odnosi sie do zagadnieri wysoce specjalistycznych na polu biologii molekularnej i
genetyki.

Kompleks remodelujgcy chromatyne SWI/SNF dziata jako supresor procesu nowotworzenia. W ok.
40% przypadkoéw raka jasnokomérkowego nerki wystepuja mutacje w genie PBRM1, ktory koduje
podjednostke BAF180 kompleksu SWI/SNF. Obnizenie ekspresji PBRM1 wigze sie z gorszym
rokowaniem. Wykazanie zaleznosci pomiedzy kompleksem remodelujgcym chromatyne typu
SWI/SNF, a kinaza mTOR, ktéra ogrywa istotng role w rozwoju raka jasnokomoérkowego nerki jest
nowym odkryciem o potencjalnie duzym znaczeniu klinicznym. Obecnie w leczeniu zaawansowanego
ccRCC stosuje sie m.in. inhibitory mTOR np. ewerolimus/temsyrolimus, co pozwala na dtuisze
przezycie pacjentéw z rozsianym rakiem jasnokomérkowym nerki. Kompleksy SWI/SNF sg niezwykle
wazne w regulacji ekspresji genéw, s rowniei regulatorami epigenetycznymi. Dlatego
zidentyfikowanie i opisanie interakcji pomiedzy jadrowg frakcja kinazy mTOR i kompleksem SWI/SNF
w kontekscie regulacji genu FBP1, kodujgcego wazny enzym metabolizmu glukozy, moze by¢ istotne
dla pacjentéw 2z tym typem raka nerki. Obecnie szeroko testowane sg nowe leki
przeciwnowotworowe tzw. epidrugs, czyli leki modulujace aktywno$¢ regulatoréw epigenetycznych.
Kompleks SWI/SNF nalezy do takich regulatorow. W zwigzku z tym, nie jest wykluczone, ze w
przysztoéci bedq stosowane terapie oparte na badanych zaleznoéciach w zaawansowanym ccRCC, w
monoterapii lub w potaczeniu z inhibitorami mTOR. By¢ moze pozwoli to, na precyzyjne regulowanie
ekspresji genéw m.in. genéw zwigzanych z metabolizmem glukozy, poniewaz wiasnie w raku
jasnokomérkowym nerki nastepuje tzw. przeprogramowanie metaboliczne. W $wietle tych informaciji




wybdr tematu dysertacji wydaje si@ zasadny i oparty na przestankach naukowych wynikajqcych 2
aktualnego stanu wiedzy opartej na wspétczesnej literaturze tematu.

Nie sposdb zgodzi¢ sie ze stwierdzeniem zawartym w streszczeniu, ze rak jasnokomérkowy nerki jest
nowotworem nerki najgorzej rokujgcym (str.3), gdyz za najgorzej rokujacy uznawany jest rak
wywodzacy sie z kanalikéw zbiorczych nerki (ang. collecting duct carcinoma Bellini) lub posta¢
sarkomatoidalna raka nerki, czy tez rak rdzeniasty. Autor podaje ponadto, ze rocznie stwierdza sie w
Polsce ok. 4600 nowych zachorowan. Wydaje sie, ze ta liczba jest zanizona. W publikacji pt.
~Nowotwory Zioéliwe w Polsce na podstawie KRN w 2017 roku” pochodzacej z macierzystego
oérodka Autora w tabeli zachorowania na nowotwory zto$liwe z rozpoznaniem C64 znajduje sie liczba
3144 u meiczyzn i 2088 u kobiet (Tabela 6.7 i 6.9 onkologia.org.pl), co pozwala uzna¢ liczbe 5232 za
wiasciwa w tej materii w roku 2017. Uwzgledniwszy trendy rozpoznawalnosci i zachorowalnosci na
raka nerki w Polsce mozna zatozyé, ze rocznie rozpoznaje sie obecnie ok. 6000 przypadkéw raka
nerki, z czego wiekszoé¢ stanowi rak jasnokomérkowy. Warto zaznaczy¢, ze zasadniczym sposobem
leczenia tego nowotworu jest leczenie chirurgiczne o charakterze radykalnym, stosowane u
zdecydowanej wiekszosci chorych. Przeiycia S5-letnie w tej grupie siegaja ok. 60% (OS). W
przypadkach uogdlnienia procesu nowotworowego stosowane jest leczenie systemowe o charakterze
paliatywnym.

Wstep rozprawy zawiera sie na 21 stronach i wprowadza w temat rozprawy taczac wiedzg o
charakterze podstawowym z watkami naukowymi odnoszacymi sie do zasadniczej tresci pracy jakim
sq mechanizmy regulujace biologie komérek raka jasnokomdrkowego nerki . Czytelnik dowiaduje sie
zeh najwazniejszych informacji tyczacych sie m.in. mutacji i zaburzerh molekularnych w raku nerki,
metabolizmu komérek raka nerki, znaczenia kinazy mTOR oraz roli kompleksu remodelujgcego
chromatyne SWI/SNF w procesach komérkowych raka jasnokomérkowego nerki. W sposéb
przejrzysty Autor przedstawia uwarunkowania genetyczne i metaboliczne w raku jasnokomorkowym
nerki skutkujace nasileniem angiogenezy i ostabieniem apoptozy, co w efekcie stwarza warunki do
ekspansji nowotworu. Szczegélne miejsce Autor przeznaczyt dla roli kinazy mTOR w procesie
nowotworzenia, co lezy u podstaw skutecznosci klinicznej inhibitoréw tej kinazy (everolimus i
temsyrolimus). Kontynuujac te rozwazania Autor przedstawia znaczenie kompleksu remodelujacego
chromatyne typu SWI/SNF, podkreslajac jego role w procesie nowotworzenia. Nalezy zatem uznag, ze
wstep pracy wprowadza w zagadnienie bedace przedmiotem rozprawy w sposéb merytorycznie
zasadny, jasno okreélajac przestanki pozwalajace na sformutowanie celu pracy.

Cele pracy Autor sformutowat jasno (str.26) i w dalszej czgsci rozprawy konsekwentnie zmierza do
ich realizacji. Celem pierwszorzedowym pracy byta analiza ekspres;ji podjednostek kompleksu
SWI/SNF w prébkach klinicznych uzyskanych od pacjentéw z rozpoznanym jasnokomérkowym rakiem
nerki. Celami drugorzedowymi analizy byly: ocena wptywu kompleksu SWI/SNF na zmiany
metaboliczne w jasnokomérkowym raku nerki oraz identyfikacja regulacji ekspresji genu FPB1 w
jasnokomérkowym raku nerki.

Rozdziat ,Materiat i metody” zawiera sie na kolejnych 20 stronach. Autor przedstawia w nim sposob
przeprowadzenia analizy na materiale pochodzacym z linii komérkowych HelA i A498 oraz na
tkankach pochodzacych od 50 pacjentéw z rozpoznanym rakiem jasnokomérkowym nerki poddanych
nefrektomii w macierzystym oérodku. Zwraca uwage fakt (co w 2adnej mierze nie dotyczy oceny
merytorycznej rozprawy), ze 53% materiatu stanowili chorzy (n=26) poddani nefrektomii w stadium




pT1 raka nerki, podczas gdy standardem leczenia w tym stadium jest operacja nerkooszczedzajaca.
Kwestia wskazai do wyciecia nerki z powodu guza z catg pewnoscia wykracza poza warstwe
merytoryczng rozprawy, niemniej wigze sie w sposdéb istotny z oceng procesu leczenia chorych na
raka nerki. W dalszej czeéci rozprawy wyczerpujaco podano zestawy uiytych odczynnikéw,
metodologie przeprowadzonych doswiadczeri oraz wykorzystany w tych doswiadczeniach sprzet, a
takze niezwykle szczegétowo opisano techniczng strone analiz (odczynniki | procesy laboratoryjne),
co jest typowe dla technik biologii molekularnej zastosowanych w pracy. Wybér tych metod i sposéb
ich przeprowadzenia nie budzg zastrzezern merytorycznych. Stosowano standardowe procedury
izolacji RNA, odwrotnej transkrypcji, real time gPCR, a takie barwienia immunohistochemiczne i
analize Western blot, badanie immunoprecypitacji chromatyny oraz analize pozycjonowania
nukleosomow i in. SposGb przeprowadzenia wymienionych analiz zostat przedstawiony
wyczerpujgco i 2godnie 2z obowigzujgcymi w tej materii zasadami.  Analize statystyczng
przeprowadzono za pomocg oprogramowania MedCalc i GraphPad Prism 5.0 z zastosowaniem testu
normalnoéci Shapiro-Wilka, sparowanego testu t-Studenta oraz testu Manna-Whitneya dla prébek
niezaleznych i regresji wielokrotnej. Wartos$¢ P <0,05 uznano za istotng statystycznie. Do oszacowania
zalezno$ci miedzy ekspresjg genu a wskaZnikiem przezycia przy uzyciu platformy SurvExpress (a takze
danych uzyskanych z bazy danych GEO GSE3538, zawierajgcej dodatkowe informacje kliniczne takie
jak stopien, stan sprawnodéci, pteé, wiek i stadium choroby) zastosowano model Coxa. Dwie grupy
ryzyka wygenerowano przy uzyciu mediany wskaZnika prognostycznego. Test log-rank zostat uzyty do
oceny rownosci krzywych przezycia.

Whyniki pracy znajdujg sie na kolejnych 19 stronach i podane sa w sposéb czytelny i przejrzysty.
Wykazano spadek ekspresji genéw kodujacych podjednostki rdzeniowe: BRM, BRG1, BAF155 i INI1
zwigzanych z kompleksem SWI/SNF w komérkach raka jasnokomérkowego. w przypadku genu
SMARCA2, kodujacego podjednostke BRM najwigkszy spadek ekspresji obserwowany byt w
zaawansowanym stadium choroby. Analiza iloéci poszczegélnych podjednostek metodq
immunohistochemii i Western blot wykazata, ze w komérkach ccRCC znajduje sig ich znacznie mniej
w poréwnaniu ze zdrowa tkanka. Wyjatek stanowi podjednostka BAF170, ktérej ilos¢ nie byta
zmieniona w sposéb istotny statystycznie. Wyniki uzyskane i przedstawione w tej pracy wskazujq na
to, ze kompleks SWI/SNF bezposrednio oddziatywuje z kinaza mTOR w jadrze komérkowym.
Dodatkowo, czeéciowe wytaczenie funkcji kompleksu SWI/SNF poprzez wyciszenie podjednostki
BAF155 powoduje hiperaktywacje kinazy mTOR. Wyniki te wskazujg na znaczace obnizenie ekspresji
genu SMARCC1 kodujacego podjednostke BAF155, co ma miejsce na wczesnych etapach rozwoju
ccRCC i powoduje nieprawidtowe dziatanie kompleksu i hiperaktywacje mTOR. Wykazano znaczgce
obnizenie poziomu ekspresji genéw FBP1 i ENO1 w linii A498 w poréwnaniu do poziomu ekspresji
tych genéw w linii Hela. Poziom ekspresji LDHA byt w linii A498 podwyiszony w stosunku do tego
obserwowanego Hela. Poziom ekspresji FBP1 oceniony metodg IHC wykazat istotne obnizenie ilosci
tego enzymu w linii A498 w poréwnaniu do tej obserwacji w lini Hela. Dane prezentowane w
niniejszej rozprawie wskazujq na to, ze wigzanie sie kompleksu SWI/SNF oraz kinazy mTOR do
promotora genu FBP1 moze prowadzi¢ do trimetylacji lizyny 27 w histonie H3 oraz zageszczenia
nukleosoméw, co w konsekwencji doprowadzi do represji genu FBP1 i przetaczenia metabolicznego
w komérkach ccRCC. W tym przypadku kompleks SWI/SNF zawierajacy ATPaze BRM wigac sig do
promotora genu FBP1 dziata jako represor ekspresji tego genu.

W rozdziale pt. ,Wyniki” brak informacji o wzajemnych relacjach badanych zjawisk do cech
klinicznych choroby/chorego. Na stronie 66 znajduje sie stwierdzenie Cyt. ,Co ciekawe, w przypadku




genu SMARCA2, kodujgcego podjednostke BRM najwiekszy spadek ekspresji obserwowany byt w
zaawansowanym stadium choroby” oraz dalej Cyt. ,Zmniejszenie ilosci podjednostek BRM, BRG],
BAF155 i INI1 byto niezaleine od stopnia zaawansowania choroby jak réwniez od pici i wieku”, ktére
nie znajduje uzasadnienia w rozdziale ,Wyniki”. Ponadto w rozdziale metody (pkt.2.13 str.46)
podano Cyt. ,,Do oszacowania zalezno$ci miedzy ekspresjg genu a wskaznikiem przeiycia przy uzyciu
platformy SurvExpress (a takze danych uzyskanych z bazy danych GEO GSE3538, zawierajgcej
dodatkowe informacje kliniczne takie jak stopien, stan sprawnosci, pte¢, wiek i stadium choroby)
zastosowano model Coxa. Dwie grupy ryzyka wygenerowano przy uzyciu mediany wskaznika
prognostycznego. Test log-rank zostat uzyty do oceny réwnosci krzywych przezycia”. W rozdziale
~Wyniki” brak informacji na temat wykorzystania tych metod w pracy. Dlatego uwazam za waine,
aby Doktorant odniést sie do tego zagadnienia podczas publicznej obrony pracy.

Dyskusja zawarta na kolejnych 3 stronach rozprawy i mimo, ze bardzo skapa objetosciowo, stanowi
dowdd znajomosci przez Autora zagadnien zwigzanych z tematykq rozprawy. Autor konfrontuje
witasne wyniki z danymi literaturowymi obnazajgc jednoczesnie stabe punkty wtasnego dokonania.
Autor w niezwykle treéciwej naukowo formie odnosi sie¢ do zasadniczych kwestii wynikajacych z
przeprowadzonej analizy. Wszystkie kluczowe elementy pracy poddano krytycznej ocenie w
konfrontacji z danymi literaturowymi wskazujac bez watpienia na nowatorskie wnioski uzyskane
przez Autora.

Whioski (str.69) , w liczbie trzech, sg zwiezte, odpowiadajg na cel pracy i wynikajg z uzyskanych
wynikéw. Autor wykazat w toku rozprawy, ze :

i Ekspresja genéw kodujacych podjednostek (w oryginale - podjednostki) kompleksu SWI/SNF
w prébkach klinicznych od pacjentéw ccRCC ulega znaczagcemu obnizeniu,

@ Jasnokomorkowy rak nerki charakteryzuje sig utratg lub znaczacym obnizeniem ilosci biatek
bedacych sktadnikami kompleksu SWI/SNF,

& Biatka kompleksu SWI/SNF wraz z kinazg mTOR s3 zlokalizowane w tym samym regionie
chromatyny w obrebie genu FBP1 w modelu komérkowym ccRCC oraz uczestniczg w represji tego
genu, co w konsekwencji moie powodowaé przetaczenie metabolizmu w komérkach
nowotworowych.

Piémiennictwo liczy 11 stron i zawiera 119 pozycji literatury naukowej podanej w stosowanym
wspotczedénie systemie vancouverskim tj. w formie numerowanych odnosnikéw podanych w
kolejnoéci cytowania w tekécie i uzupetnionych ich listg. Wszystkie pozycje cytowane sg prawidtowo.
Zwracaja uwage cytowane w tekscie rozprawy dokonania macierzystego zespotu Autora odnoszace
sie do tematu rozprawy, co wskazuje na doswiadczenie badawcze tego zespotu oraz wartosé
naukowg jego dokonanh (poz. 86. Sarnowska E, Gratkowska DM, Sacharowski SP, Cwiek P, Tohge T,
Fernie AR, Siedlecki JA, Koncz C, Sarnowski TJ. The Role of S WI/SNF Chromatin Remodeling Complexes
in Hormone Crosstalk. Trends Plant Sci. 2016 Jul;21(7):594-608. doi: 10.1016/j.tplants.2016.01.017;
poz 89. Sarnowska E, Szymanski M, Rusetska N, Ligaj M, Jancewicz I, Cwiek P, Skrodzka M,
Leszczynski M, Szarkowska J, Chrzan A, Stachowiak M, Steciuk J, Maassen A, Galek L, Demkow T,
Siedlecki JA, Sarnowski TJ. Evaluation of the role of downregulation of SNF5/INI1 core subunit of
SWI/SNF complex in clear cell renal cell carcinoma development. Am J Cancer Res. 2017 Nov
1,7(11):2275-2289).




Przestawiona do recenzji rozprawa odpowiada w swym ksztatcie edycyjnym wspétczesnym
standardom tego rodzaju dziet zawierajagc 80 ponumerowanych stron, wéréd ktérych, obok tredci
rozprawy znalazly sig: spis tresci, wykaz skrotdw, a takie streszczenie pracy w jezyku polskim i
angielskim.  Uktad rozprawy jest przejrzysty i dobrze orientuje Czytelnika w przebiegu wywodu.
Praca zawiera 12 czytelnych tabel i 31 starannie przygotowanych rycin. W tekscie rozprawy nie
znalaztem istotnych btedéw jezykowych, chociaz (co nieodmiennie mnie zadziwia) mozna natrafi¢ na
btedy ortograficzne (vide ,,gézéw” str. 62) oraz stylistyczne. Zwraca uwage nadzwyczaj duza liczba
btedéw maszynopisania (ang. typing error), ktére stosunkowo tatwo bytoby usunaé z zastosowaniem
edytora tekstu. Wéréd nich znalaztem m.in. w wykazie skrétéw VHL- ,von Hippla-Lindaua” zamiast
von Hippel Lindau; w streszczeniu: ,charakteryzuje sie” zamiast charakteryzuje sie, ,,obserwuje sie”
zamiast obserwuje sie itp. Idac dalej: “zaburzeniami metabolitycznymi” zamiast metabolicznymi, czy
»dodatkowy zaobserwowali$my metylacje DNA” etc. Nie sposdb przytaczaé bez korfica wspomnianych
btedéw, niemniej z obowigzku recenzenta zwréce uwage na te najbardziej widoczne: str. 23
~Nwootworu”; str 57 ,pomiedzy biatamik”; str 68 ,Posumowujac” itd. Ten sposdb prezentacji
dokonania naukowego w formie niedoskonatego edycyjnie maszynopisu nie koreluje z powaga
rozprawy doktorskiej oraz wagg zagadnieri naukowych w niej poruszanych. Rzecz jasna, wspominane
usterki w zaden sposob nie wptywajg na wysokg warto$é merytoryczng dysertacji.

Podsumowujac, temat podjety przez Doktoranta jest aktualny i wazny z punktu widzenia
klinicznego i naukowego. Doktorant zna literature przedmiotu i potrafi jg twérczo wykorzystaé. Na
podstawie przedstawionej dysertacji nalezy uznaé , ze Doktorant zna i prawidtowo stosuje dostepne
metody badawcze, umie prawidtowo zaplanowaé, zorganizowac i przeprowadzi¢ badanie naukowe, a
nastepnie poprawnie zinterpretowaé jego wyniki. Rozprawa wnosi do nauki istotne wiadomosci
dokumentujgce potencjalng role kompleksu remodelujgcego chromatyne SWI/SNF w procesie
nowotworzenia na przyktadzie raka jasnokomdrkowego nerki.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Marcina Leszczyriskiego pt. ,Analiza
zmian poziomu ekspresji podjednostek kompleksu remodelujgcego chromatyne typu SWI/SNF w
jasnokomérkowym raku nerki. Wptyw na metabolizm” spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz.595 z péin. zm.). Dlatego stawiam wniosek do Wysokiej Rady o
dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i publicznej obrony pracy.
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