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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Marcina Leszczyriskiego
pt. ,Analiza zmian poziomu ekspresji podjednostek kompleksu remodelujgcego chromatyne
typu SWI/SNF w jasnokomérkowym raku nerki. Wpfyw na metabolizm”,
wykonanej pod kierunkiem Promotora, Pani dr hab. n. med. Elzbiety Sarnowskiej prof. NI1O
oraz Promotora pomocniczego, Pana dr. n. med. Michata Szymanskiego

Rozprawa doktorska mgr. Marcina Leszczynskiego dotyczy waznego klinicznie i spotecznie problemu jakim
jest rak nerkowokomdrkowy typu jasnokomdrkowego (ccRCC), najczestsza i najbardziej agresywna forma raka
nerki. W stanie zaawansowanym ccRCC jest chorobg praktycznie nieuleczalng — terapie celowane, oferowane
chorym z rozsiang forma choroby maja na ogét dziatanie jedynie opdzniajgce progresje nowotworu. U wiekszosci
leczonych w ten sposéb pacjentdw z czasem rozwija sie opornos¢ na stosowane leki, co nieuchronnie prowadzi
do $mierci. W zwigzku z tym badania nad molekularnymi mechanizmami zawiadujgcymi rozwojem, progresjg i
odpowiedzig na leczenie ccRCC s3 jak najbardziej pozgdane i pozwalajg mie¢ nadzieje, ze doprowadzg do
opracowania nowych form terapii, ktére — jesli nawet nie doprowadza do catkowitego wyleczenia — umozliwig
przeksztatcenie przerzutowego ccRCC z choroby $miertelnej w chorobe przewlekta.

W rozprawie Doktorant skupit sie na analizie kompleksu SWI/SNF biorgcego udziat w remodelowaniu
chromatyny, dziatajgcego jako supresor nowotworzenia w roznych typach nowotwordow. Kompleks SWI/SNF
odgrywa wazng role nie tylko w funkcjonowaniu komarek cztowieka. Regulowane przez niego procesy sg istotne
dla wszystkich organizméw eukariotycznych, w tym drozdzy i roélin, o czym m.in. $wiadczg waine
interdyscyplinarne badania prowadzone od lat przez prof. Elzbiete Sarnowska. Swiadczy to o uniwersalnosci
podjetej przez Doktoranta tematyki.

Ocena formalna rozprawy.

Rozprawa ma uktad typowy dla prac doktorskich i sktada sig z 80. panumerowanych stron, podzielonych
na gtéwne rozdzialy (Streszczenie, Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Bibliografia). Prace
otwiera Wykaz skrétdéw, poprzedzajgcy Streszczenie, przedstawione w dwoch wersjach jezykowych, polskiej
i angielskiej. W Streszczeniu Autor pokrotce przedstawia informacje dotyczace ccRCC, w tym jego molekularnego
podioza, roli zaburzeri komodrkowego metabolizmu, kinazy mTOR i kompleksu SWI/SNF. Rozdziat Materiaty
i Metody w zwiezly sposéb prezentuje wykorzystywane przez Autora materialy i techniki, ktérymi postuiyt sie
wykonujgc eksperymenty. W rozdziale Dyskusja Autor podsumowuje uzyskane wyniki, komentujgc ich znaczenie
na tle pisSmiennictwa dotyczacego raka nerki, znaczenia kompleksu SWI/SNF i kinazy mTOR w procesie
nowotworzenia. Rozprawe uzupetnia 119 pozycji Bibliografii, z ktdrych zdecydowana wiekszos¢ stanowig prace
opublikowane w ciggu ostatnich 10 lat, co $wiadczy o tym, ze Autora $ledzi aktualne pismiennictwo zwigzane z
tematyka rozprawy. Na szczegdlne podkreslenie zastugujg zataczone w rozprawie ryciny, zawierajace klarowne
schematy szlakéw sygnatowych, wykresy i tabele przedstawiajgce syntetyczne zestawienia wynikéw.

Funkcja recenzenta naktada na mnie obowigzek odniesienia sie do formalnej strony rozprawy. Do pracy
wkradty sie niestety dosc liczne btedy jezykowe i literowe, w tym m.in.:

° btedy ortograficzne: ,rasy katkaskiej” zamiast ,rasy kaukaskiej” (str. 27); ,gdzéw” zamiast ,guzdw”, w
dodatku bez spacji przed nastepujacym wyrazem- str. 62
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° btedy gramatyczne: np. ,Wzmacniaczem” zamiast ,Wzmacniacz” - str. 1, ,ptaskonabtonkowym”™ zamiast
»ptaskonabtonkowy” —str. 3, ,von Hippla-Lindaua” zamiast ,von Hippel-Lindau” —str. 3, ,dwoma metodami”
zamiast ,dwiema metodami”-str. 52; ,wykazaliSmy na hiperaktywacje kinazy mTOR przy wyciszeniu BAF155
w modelu komdrkowym ccRCC” (Streszczenie)

° btedy literowe: np. , komplesku” zamiast ,kompleksu” — str. 2; ,Rak nerkowo komdrkowy” zamiast ,Rak
nerkowokomdrkowy” — str. 2, str. 3; ,Zaleznonos¢” zamiast ,,Zaleznos$¢” — podpis pod rycing 2; ,kontroluje”
zamiast ,kontroluje”, ,hipoglikemie” zamiast ,hipoglikemie” oraz ,kwasice” zamiast ,kwasice” — str. 11,
»Biostyneza” zamiast ,Biosynteza” na rycinie 6; ,jednokomdrkowym raku nerki” zamiast , jasnokomdrkowym
raku nerki” — str. 23; ,transkryptomiczynch” zamiast ,transkryptomicznych” — str. 49; ,biatamik™ zamiast
,biatkami” —str. 57; ,genotytpowanie” zamiast ,,genotypowanie” —str. 59; ,nei” zamiast ,nie” —str. 68

° btedy interpunkcyjne (np. str. 5: ,Przyczyny rozwoju ccRCC nie sg do korica poznane czynnikami ryzyka sg
miedzy innymi” — brak kropki miedzy ,poznane” a ,czynnikami ryzyka”; str. 6: ,W komdrkach zdrowych
w ktérych brak jest mutacji”: brak przecinka przed ,w ktdrych”; brak spacji miedzy ,HIF-1" a ,aktywuje”;
str. 8: podwdjna kropka; str. 23-brak spacji ,jestrédwnoznaczna”; str. 59 kropka zamiast przecinka i ciggtosci
zdania w: ,, W celu sprawdzenia wptywu wyciszenia mTOR na aktywnos¢ kompleksu SWI/SNF. Zaprojektowano
wytgczenie mTOR przy uzyciu metody CRISPR/CAS9”)

° Btedy redakcyjne: pozostawione w opisie Tabeli 2 stowa ,nature review cancer”; pozostawiony nawias
zamykajacy w punkcie 2.7 na str. 43; ,j=jednakze” na str. 53.

Z innych niedociagnie¢ redakcyjnych nalezy wymieni¢ brak ujednoliconego formatu Bibliografii i brak
petnych danych bibliograficznych (np. roku opublikowania pracy) dla pozycji 49, 50, 53, 87, 92, 104, 110.

Powyzsze btedy, w szczegdlnosci brak przecinkéw, powoduja, ze sens niektorych zdan (w szczegélnosci
wielokrotnie zfozonych) moze zosta¢ wypaczony. Przyktadowo, na stronie 7, podpis pod Ryc. 2 ,,...gdy nie ma
ekspresji VHL w wyniku mutacji poziom HIF-1 gwaftownie wzrasta”moze sugerowac, ze poziom biatka HIF-1
wzrasta skutkiem mutacji genu kodujacego to biatko (a nie mutacji genu VHL). Podobnie, na str. 14 czytamy
»mMTORC1 jest hamowany przez rapamycyne, kofeine, niedobdr zwigzkéw energetycznych w komdrce, kwas
farnezylotiosalicylowy (FTS), czynnikéw wzrostu i kurkumine” — nie wiadomo, czy Autor miat na mysli, to ze
kompleks mTORC1 jest hamowany przez czynniki wzrostu, czy tez przez ich niedobor.

W Streszczeniu, opisujgc uzyskane wyniki, Autor stosuje liczbe mnoga (,W naszych badaniach
wykazano...”, ,wykazaliSmy”, ,zaobserwowalismy”), zamiast przyjetej w rozprawach doktorskich pierwszej
osoby liczby pojedynczej (, W moich badaniach...”, ,wykazatem”, ,zaobserwowatem”). Utrudnia to zrozumienie,
ktére z apisanych w Streszczeniu wynikdw zostaty przez Autora uzyskane w ramach badan wiasnych, a ktére sg
efektem pracy zespotu prof. Elzbiety Sarnowskiej. Przyktadowo, w Streszczeniu czytamy: ,(...) wykazalismy
wzajemne oddzialywanie biatek BAF155 oraz mTOR w linii komodrkowej A498 (...)" oraz ,wykazalismy na
hiperaktywacje kinazy mTOR przy wyciszeniu BAF155 w modelu komdrkowym ccRCC” (domyslam sig, ze chodzito
o ,wykazalismy hiperaktywacje...”). W rozprawie brak jednak wynikéw potwierdzajgcych te stwierdzenia,
widnieje natomiast informacja ,z badarni wykonanych w naszym Zespole i Zespole wspdipracujgcym z nami
wynika, Ze biatko mTOR oddziatuje w jgdrze komérkowym z kompleksem SWI/SNF (podjednostka BAF155) a
inaktywacja kompleksu SWI/SNF powoduje hiperaktywacje kinazy mTOR (Balcerak A. i Cwiek P., niepublikowane,
informacja ustna)”.

Niektore stosowane w rozprawie sformutowania sg dos¢ ogdlne i wymagaja rozwiniecia. Przyktadowo, w
akapicie opisujgcym etiologie ccRCC, po zdaniu , Niezwykle istotng kwestig sq takZe predyspozycje genetyczne”
(str. 5) nalezato cho¢ w skrécie wyjasni¢ czytelnikowi, dlaczego predyspozycje genetyczne sg tak waine i
wymieni¢ ich przyktady. Nie podano definicji sformutowania , przefgczenie metaboliczne”, ktére czesto pojawia
sie w rozprawie. Na str. 9 uzyto niezbyt szczesliwego sformutowania ,,Pod pojeciem metabolizmu rozumiemy
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catos¢ reakcji biochemicznych obecnych we wszystkich komérkach Zywego organizmu...” — poprawniej bytoby
napisac o reakcjach zachodzqcych (a nie —obecnych) we wszystkich komérkach organizmu. Okreslenie e nzymow
jako biatek, ,ktorych zadaniem jest przeksztalcanie paliwa/zywnosci w energie niezbedng do prowadzenia
procesow komorkowych” (str. 9) jest bardziej na miejscu w opracowaniu popularnonaukowym, a nie w rozprawie
stricte naukowej. W rozdziale opisujgcym fruktozo-1,6-bisfosfataze (str. 11) zabrakto informacji o tym, jaka
reakcje katalizuje ten enzym. Na str. 59 wybor linii HeLa do doswiadczen z systemem CRISPR/Cas9 uzasadniono
tym, ze ,efektywnosc transfekcji w tych komérkach jest najwyzsza” — nie podano jednak informacji, na czym
oparto to przeswiadczenie (np. czy Autor wykonat testy wydajnosci transfekcji w innych liniach? W ilu? lle razy?
Jaka metoda? Czy przetestowano rézne odczynniki do transfekcji? itp.).

Ocena merytoryczna rozprawy.

Autor postawit sobie trzy jasno sprecyzowane cele: analize ekspresji podjednostek kompleksu SWI/SNF w
prébkach tkanek od pacjentéw z ccRCC, ocene wplywu SWI/SNF na zmiany metaboliczne w raku nerki oraz
identyfikacje regulacji genu FBP1 w ccRCC. W rozprawie zabrakto jednak klarownie sformutowanej hipotezy.
Domyslnie mozna przypuszczac, ze Autor zatozyt, ze:

1) w ccRCC zachodza zaburzenia ekspresji gendw kompleksu SWI/SNF oraz FBP1, prowadzgce do
zaburzen metabolicznych w komaorkach ccRCC

2) Kompleks SWI/SNF bierze udziat w regulacji ekspresji FBP1

3) Zaburzenia ekspresji elementow kompleksu SWI/SNF prowadzg do nieprawidtowosci ekspresji FBP1 i
zaburzen metabolicznych w ccRCC

Jednym 2z celdw pracy byta ,Ocena wplywu kompleksu SWI/SNF na zmiany metaboliczne w
Jjasnokomdrkowym raku nerki”. Mozna byto zatem oczekiwac, ze w Autor bedzie analizowat poziom metabolitow
(badz nawet przeprowadzi badania catego metabolomu) w komadrkach ze zmodyfikowang aktywnoscig
kompleksu SWI/SNF. Niestety, takich badan nie przeprowadzono. By¢ moze trafniejsze bytoby zawezenie celu,
np. do oceny wptywu SWI/SNF na ekspresje kluczowych gendw glikolizy, co bardziej odpowiada przedstawionym
w rozprawie wynikom.

Niewatpliwg zaletg rozprawy jest jej zwieztos¢. Niestety, w niektérych przypadkach skrotowe
potraktowanie opisu metod czy wynikdw powoduje, ze wiele zagadnien pozostato niejasnych. Przyktadowo:

1. Uwagi odnosnie reakcji PCR w czasie rzeczywistym: Jako gen referencyjny wykorzystano gen UBC
kodujgcy ubikwityne. Niestety, w rozprawie zabrakto wykresu pokazujacego stabilng ekspresje tego
genu w badanych prébkach. Jest to o tyle istotne, ze istnieje praca pokazujaca zwiekszona ekspresje
UBC w ccRCC (Kanayama i wsp. Cancer Res. 1991;51(24):6677-6685). Zgodnie z zaleceniami MIQE,
stabilna ekspresja gendw referencyjnych powinna by¢ za kazdym razem zweryfikowana w danym
materiale tkankowym lub komodrkowym (Bustin i wsp. Clin Chem. 2009;55(4):611-622.
doi:10.1373/clinchem.2008.112797). Podany w rozprawie profil temperaturowy reakgji nie wskazuje,
by byta prowadzona analiza krzywej topnienia produktu. W jaki zatem sposéb potwierdzono
specyficznosc reakcji? Zgodnie z zaleceniami MIQE potwierdzenie specyficznosci produktu reakceji PCR
w czasie rzeczywistym jest obligatoryjne (Bustin i wsp., Clin Chem. 2009;55(4):611-622)

2. Punktem wyjscia do analizy poziomu ekspresji podjednostek kompleksu SWI/SNF bytfa analiza danych
mikromacierzowych zdeponowanych w bazie GEO. Niestety, w opisie metod zabrakto informacji, w
jaki sposéb ta analiza byta prowadzona.
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3. W rozdziale Metody brakuje opisu sekwencjonowania NGS wykorzystanego do badania rozkladu
nukleosomdw, ktérego wyniki opisano na stronie 65

4. Nie podano liczby prébek, w ktérych wykonano analizy immunohistochemiczne (Ryc. 20, Ryc. 21, 22,
23). Dlaczego nie wykonano analizy IHC dla biatka BAF-170?

5. Na obrazach z analizy Western blot nie podano wielkosci prazka odpowiadajgcego masie badanego
biatka (Ryc. 20).

6. Analize Western blot dla biatka BRM-a, BAF-155 i BAF-170 wykonano w prébkach od 4 pacjentéw, a
dla biatka INI1-tylko dwéch. Dlaczego?

7. Podsumowujgc wyniki dotyczace wynikdéw uzyskanych metoda immunoprecypitacji chromatyny,
Autor stwierdza ,,Dane te swiadczq o wyfqczeniu ekspresji genu FBP1 poprzez trimetylacje lizyny 27 w
histonie 3, co jest zwiqzane z obecnosciqg kompleksu SWI/SNF i mTOR na tym genie”. Niestety, trudno
sie zgodzi¢ z tym stwierdzeniem. Hipoteze te moina zweryfikowaé dopiero uniemozliwiajgc
trimetylacjge histonu z udziatem kompleksu SWI/SNF i badajagc wplyw tej manipulacji na poziom
ekspresji FBP1.

8. Na str. 57 Autor stwierdza, Ze istnienie korelacji miedzy poziomem ekspresji badanych biatek
JSwiadczy o tym, ze biatka te mogq wzajemnie wpfywac na swoje funkcje”. Korelacja miedzy
poziomami biatek moze jednak tez wynikac z tego, ze ich ekspresja jest regulowana przez jaki$ wspéiny
mechanizm. Z kolei na brak korelacji miedzy poziomem transkryptu a poziomem biatka w komdrce
wplywajg nie tylko mechanizmy regulacji potranslacyjnej (jak stwierdza Autor na str. 52), ale réwniez
potranskrypcyjnej (np. regulacja ekspresji przez mikroRNA, splicing alternatywny).

Niezaleznie od powyzszych niescistosci, rozprawa zawiera niewatpliwie szereg interesujacych wynikdw,

ktére poszerzajg obecng wiedze na temat molekularnego podtoza ccRCC. W trakcie czytania rozprawy nasunetfo
mi sig kilka pytan. Prositabym, aby Autor odnidst sie do nich w czasie obrony:

1.

Wsrdd analizowanych probek guzéw ccRCC znalazty sie trzy zawierajace komponente rabdoidalng. Czy
Doktorant magthy skomentowac uzyskane przez siebie wyniki w kontekscie pracy Agaimy i wsp. Am J Surg
Pathol. 2017;41(2):253-262, w ktérej analizowano ekspresje podjednostek kompleksu SWI/SNF w
nowotworach RCC o cechach rabdoidalnych.?

Istnieje szereg prac $wiadczacych o roli kompleksu SWI/SNF w progresji ccRCC (Nargund i wsp. Cell Rep.
2017;18(12):2893-2906; Carril-Ajuria i wsp., Cancers, 2019;12(1):16; Bihr i wsp., Neoplasia.
2019;21(2):247-256.). Czy Autor zaobserwowat jakie$ réznice we wzorze ekspresji badanych biatek w
probkach od 10 pacjentéw z przerzutami w poréwnaniu z prébkami od pacjentéw bez przerzutéw?

Na str. 56 czytamy: ,w probce oznaczonej jako P3 zaobserwowano wyrazny spadek BAF170, co stanowifo
wyjgtek w analizie”. Na Ryc. 24 wida¢ jednak, Zze wynik ten moze by¢ artefaktem, na co wskazuje brak
réwnomiernego sygnatu na obrazie barwienia kontrolnego Western blot: w przypadku prébki okreslanej
jako ‘zdrowa’ zupetnie brakuje sygnatu kontrolnego, podczas gdy w przypadku prébki nowotworowe;j
sygnat kontrolny jest zdecydowanie silniejszy niz w przypadku pozostatych prébek. Sugeruje to, ze probka
P3 w tym konkretnym doswiadczeniu catkowicie odbiega od pozostatych analizowanych probek i raczej
powinna by¢ wykluczona z analizy.

W podrozdziale Metody nie podano opisu transfekcji komdrek, mimo, ze Autor przeprowadzit te
doswiadczenia (wyciszanie metodg CRISPR/Cas9). W opisie Materiatéw podano liste wektorow: pcDNA3-
FLAG-MTOR-R2505P, pUC-H1-gRNA, amirBAF155 — do czego one stuiyly? Jesli wykorzystano je do
transfekeji komoérek — czy weryfikowano indukowane zmiany poziomu ekspresji biatek metodg Western
blot?
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Str. 58: Wybér linii Hela jako linii kontrolnej Autor uzasadnia tym, ze nie stwierdzono w niej zaburzen
metabolicznych. Niestety, nie podaje przy tym zadnego odniesienia literaturowego, wiec nie wiadomo na
czym opart to przeswiadczenie. Linia Hela byta przedmiotem analiz, ktérych wyniki jasno wskazujg na
istnienie zaburzern metabolicznych w poréwnaniu z komérkami nienowotworowymi. Przyktadowo, w
pracy Diener Ci wsp. (Sci Rep. 2016;6:28415) wykazano w komdrkach Hela zaburzenia metabolizmu, w
szczegolnosci glicyny i proliny, zaburzenia cyklu Krebsa, zwiekszone zuzycie ATP i nasilony eksport
mleczanu — a wiec zmiany charakterystyczne dla efektu Warburga i wystepujgce powszechnie w
komérkach nowotwordw roznych typdw, w tym raka nerki. Przeprogramowanie metabolizmu komérek
Hela, umozliwiajgce ich intensywng proliferacje, wykazano tez w pracy Osawa i wsp. Cell Rep.
2019;29(1):89-103.e7. Opisano tez specyficzne dla komérek Hela zmiany w metabolizmie w odpowiedzi
na hipoksje (Rodriguez-Enriquez i wsp., Int J Biochem Cell Biol. 2010;42(10):1744-1751.). W 2017 roku
ukazata sig praca, w ktorej wykazano, ze ekspresja FBP1 jest obnizona w raku szyjki macicy, a przywrdcenie
ekspresji tego enzymu hamuje proliferacje i zdolnos¢ do formowania kolonii przez komérki Hela iindukuje
zmiany ekspresji transporteréw glukozy (Li i wsp., Mol Med Rep. 2017;16(6):8563-8571.). Wszystko to
powoduje, ze wybdr linii HeLa jako linii kontrolnej uwazam niestety za niewtasciwy.

Weryfikacje wynikéw analizy bioinformatycznej przeprowadzono metoda PCR czasu rzeczywistego w
materiale pochodzgcym od 10 pacjentéw, podczas gdy Autor miat do dyspozycji materiat od 50 pacjentow.
Dlaczego nie przeprowadzono szerszej walidacji? W rozprawie nie przedstawiono wynikéw od wszystkich
analizowanych pacjentéw, lecz jedynie przyktadowe dane od dwoch pacjentéw (ryc. 19). Trudno na tej
podstawie wnioskowac o istotnosci statystycznej wynikdw analizy walidacyjnej.

Regulacja genu FBP1 przez kompleks SWI/SNF byta juz wczesniej badana (Biddick i wsp. PLoS QOne.
2008;3(1):e1436, Biddick i wsp., | Biol Chem. 2008;283(48):33101-33109). Czy Autor mogiby
skomentowac wiasne wyniki w odniesieniu do tych prac?

Mimo powyzszych niedociggnie¢, rozprawa doktorska mgr. Marcina Leszczynskiego niewatpliwie

prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng kandydata w tematyce dotyczacej prowadzonych badan oraz $wiadczy o
umiejgtnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Autor przedstawit oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, jakim byta analiza poziomu ekspresji podjednostek kompleksu SWI/SNF w raku nerki i analiza
potencjalnego wptywu tego kompleksu na metabolizm komdérkowy ccRCC. Upowaznia mnie to do stwierdzenia,
ze rozprawa doktorska mgr. Marcina Leszczyniskiego spetnia wymogi okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. poz. 1668) i wnioskuje do Rady Naukowej Centrum
Onkologii-Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

iv-Zaktadu Biochemii i Biologii Molekularnej
Centfum Mgdycznego Ksztalcenia Podyplomowego

prof. dr hab. n. med. Agnieszka Piekielko-Witkowska
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