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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Stachowiak
pt. ,Rola biatka SS18 i kompleksu remodelujacego chromatyne typu SWI/SNF w
patogenezie nowotworow uktadu moczowego”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pt. ,,Rola biatka S518 i kompleksu
remodelujacego chromatyne typu SWI/SNF w patogenezie nowotworow uktadu
moczowego” zostala wykonana w Zakladzie Immunoterapii Eksperymentalnej
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Paristwowego Instytutu
Badawczego pod kierunkiem dr hab. n. med. ElZzbiety Sarnowskiej, prof. Instytutu oraz dr
Michata Szymanskiego jako promotora pomocniczego.

Jak wskazano, badania stanowigce podstawe rozprawy finansowane byty m. in. ze
srodkéw pozyskanych w ramach grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
,Diamentowy Grant”, ktérego Doktorantka byta kierownikiem.

Rozprawa zawiera wszystkie elementy wymagane w pracy doktorskiej: wstep, cel
pracy, wyczerpujaco opisana metodyke. Wyniki sa bogato ilustrowane rycinami i
przedyskutowane. Praca opatrzona jest wnioskami, bibliografia oraz dodatkowo
suplementami zawierajacymi szczegdtowe mapy przygotowanych i uzytych w badaniach
plazmidow. Dysertacja napisana jest w jezyku polskim i opatrzona streszczeniem (rowniez
w jezyku angielskim). Informacja o zgodach Komisji Bioetycznych na przeprowadzenie
badan znajduje sie na str. 53 (IIL.16. Materiat kliniczny i etyka doswiadczert).

Doktorantka jest wspotautorka 10 publikacji naukowych opublikowanych w
pismach z bazy Journal Citation Reports (JCR) o wysokich wskaznikach ,imapact factor”
i Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. W jednej z prac Doktorantka jest
pierwszym autorem, w dwoch drugim. Znaczaca czes¢ dorobku publikacyjnego
Doktorantki dotyczy badann nad rola kompleksu remodelujacego chromatyne typu
SWI/SNF (SWitch/Sucrose Non-Fermentable) w patogenezie nowotworow.

Warto$¢ naukowa rozprawy

Rozprawa doktorska obejmuje analize roli zmian molekularnych oraz
metabolicznych w patogenezie raka pecherza moczowego oraz jasnokomodrkowego raka
nerki, najczesciej diagnozowanych nowotworéw w obrebie ukladu moczowego.
Przedmiot badan jest istotny zaréwno z powoddéw naukowych, poznawczych, jak i
spotecznych. Oba typy badanych rakow naleza do czesto diagnozowanych nowotworow
zarébwno w populacji kobiet, jak i mezczyzn oraz cechuje je duzy stopien agresywnosci.
Jasnokomorkowy rak nerki stanowi okoto 70-80% przypadkéw nowotwordéw nerki. Rak
pecherza jest piatym najczesciej diagnozowanym typem nowotworu u mezczyzn.
Nowotwory ztosliwe ukladu moczowego stanowia 11% wszystkich diagnozowanych
rakow u mezczyzn i 5% u kobiet. Odpowiadaja odpowiednio za 8% i 4% zgonow
nowotworowych. W ciagu ostatnich dekad obserwuje si¢ wzrost zachorowalnosci na oba
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typy nowotworow i co istotne, cechuje je wysoki stopien agresywnosci. Przedstawione w
rozprawie badania skupiaja si¢ na analizie roli wybranych biatek kompleksu typu
SWI/SNF odpowiadajacego za zmiany struktury chromatyny i regulacje ekspresji genow.
Doktorantka przyjmuje, ze zaburzenia ekspresji podjednostek tworzacych kompleksy
remodelujgce chromatyne moga stanowic¢ istotny czynnik promujacy powstawanie i
propagacje nowotwordéw ukltadu moczowego. Drugim problemem podjetym w pracy jest
zbadanie zaleZnosci pomiedzy stopniem deregulacji metabolizmu réznych substancji
(glukozy, witaminy D), a patogeneza nowotworéw ukladu moczowego. Praca ma
charakter wielowatkowy i uwazam to za zalete dysertacji. Kompleksowy charakter badan
wpisuje si¢ w realizowane w zespole Promotora projekty dotyczace molekularnych
mechanizmdw kancerogenezy i terapii eksperymentalnych.

Wybdr problemu badawczego uwazam za w pelni uzasadniony. Badania sa
nowatorskie. Praca z zakresu badan podstawowych ma na celu lepsze zrozumienie
biologii komodrki nowotworowej, a otrzymane wyniki rowniez moga prowadzi¢ do
ulepszenia metod diagnostycznych, czy terapii nowotworow ztosliwych. O znaczeniu
badan $wiadczy opublikowanie w r. 2020 czeséci zawartych w rozprawie wynikdw w
pismie IUBMB (Wiley) o wskazniku IF ~4. Doktorantka jest pierwszym autorem tej pracy.
Wartosé merytoryczna rozprawy

Wartos¢ merytoryczng rozprawy oceniam wysoko. W pierwszej czesci wstepu
Doktorantka przestawita aktualny stan wiedzy na temat choréb nowotworowych. Uwage
zwraca bardzo przystepna, obrazowa i opatrzona adekwatnymi odnosnikami forma opisu
obu badanych rakow. Szczegodlnie chcialem wyrdzni¢ bardzo jasny opis klasyfikacji obu
nowotworéw, dodatkowo podsumowany w tabelach. W drugiej czesci Doktorantka
omawia budowe kompleksu remodelujacego chromatyne typy SWI/SNF konsekwentnie,
w bardzo przystepnej formie, opisujac poszczegdlne podtypy komplekséw. Odnosi sie¢ do
opisanych zmian w skfadzie, czy aktywnosci omawianych komplekséw w nowotworach.
Wyczerpujaco opisuje aktualny stan wiedzy na temat biatka SS18 - podjednostki
zewnetrznej kompleksu SWI/SNF. Wskazuje, Zze pomimo przypisania tej podjednostce roli
czynnika transkrypcyjnego, wciaz funkcja tego bialka jest niejasna, zwlaszcza w kontekscie
aktywnosci w komodrce nowotworowej. W ostatniej czesci wstepu Doktorantka omawia
zmiany metaboliczne obserwowane w komorce nowotworowej, ich zwiazek z
aktywnoscig kompleksu SWI/SNF i progresja badanych typéw rakow. Zwraca uwage na
dwa wazne czynniki: (i) zaburzenia w metabolizmie witaminy Ds, ktérej aktywna
biologicznie forma (kalcytriol) produkowana jest w nerkach oraz (ii) szlak glikolizy i role
kluczowych w tym procesie enzymdéw. Uwazam, ze Doktorantka bardzo ptynnie porusza
si¢ w omawianych zagadnieniach i rozdzial ten stanowi warto$ciowe kompendium
wiedzy na temat rakow ukltadu moczowego, kompleksow typu SWI/SNF oraz roli zmian
metabolizmu glukozy w karcynogenezie. Wstep jest doskonalym wprowadzeniem do
tematyki pracy i uzasadnia celowo$¢ przeprowadzonych badan.

Cele badan sa jasno zdefiniowane i obejmuja:

e ustalenie zmian w poziomie ekspresji wybranych biatek rdzenia oraz
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podjednostek kompleksu SWI/SNF w patogenezie jasnokomoérkowego raka
nerki i pecherza moczowego;

e analize funkgji biatka SS18 jako potencjalnego czynnika biorgcego udziat w
progresji badanych rakow;

e zbadanie zaleznosci pomiedzy aktywnoscia podjednostek kompleksu a
receptorem witaminy D, z uwzglednieniem zaburzen metabolizmu
witaminy D;

e okreslenie profilu metabolicznego komorek raka pecherza, odpowiadajace
réznym stadiom zaawansowania nowotworu.

Prace cechuje szeroki zakres i bogata metodologia. Material badawczy stanowit
material kliniczny oraz linie komdrkowe wyprowadzone z badanych typow rakow oraz
komorki HeLa. Jako materiat kontrolny zostal uzyty margines niezmienionej chorobowo
tkanki pobrany podczas resekcji guzow. Materiat kliniczny zostat prawidfowo
scharakteryzowany. Nalezy wyrdzni¢ wzorowy, wyczerpujacy opis uzytych procedur
materiatow (z podaniem numeréw katalogowych produktéw oraz warunkéw, w ktorych
wykonano eksperymenty, czy sekwencji uzytych starteréw). Doktorantka wykazata sie
ponadprzecietng znajomoscia technik badawczych i analiz wymagajacych wysokich
umiejetnosci niezbednych w analizie wygenerowanych danych. Zastosowata imponujaca
game zaawansowanych technik biologii molekularnej, w tym: sekwencjonowanie DNA,
immunoprecypitacje biatek, klonowanie, immunofluorescencje, Western blot, reakcje¢ PCR
w czasie rzeczywistym (RT-qPCR) i inne. Analizy danych zostaly wykonane przy uzyciu
dedykowanego oprogramowania oraz odpowiednich narzedzi bioinformatycznych.
Doktorantka na potrzeby analizy statystycznej wykorzystata program Prism (GraphPad),
ktory rownoczesnie umozliwia graficzne opracowanie wynikéw. Zastosowane w analizie
testy statystyczne (parametryczne i nieparametryczne) zostaly odpowiednio dobrane i
wykonane. Kazdy z wynikéw zostal zweryfikowany niezalezng technika. Otrzymane
rezultaty zaprezentowane sa czytelnie w postaci rycin, wykresoéw i tabel, co bardzo utatwia
ich analize.

Pierwsza czes¢ wynikéw opisuje doswiadczenia, w ktérych Doktorantka
zaobserwowala nizsza ekspresje genu SS18 kodujacego podjednostke kompleksu
SWI/SNF w komorkach jasnokomoérkowego raka nerki (ccRCC). Ponadto wykazata, ze
poziom ekspresji SSI18 jest tym nizszy, im wyzsze jest stadium zaawansowania
nowotworu. Nastepnie podjeta probe otrzymania stabilnej nadekspresji lub wyciszenia
biatka SS18 w celu analizy regulacji i odziatywan biatka SS18. Uzyskanie takich
konstruktow okazato sie niemozliwe, natomiast Doktorantka otrzymata komorki z
przejsciowa nadekspresja podjednostki S518. Zaobserwowata, ze nadekspresja genu S518
prowadzi do wzrostu ilo$ci biatka SNAIL, kluczowego w tranzycji epitelialno-
mezenchymalnej. Dodatkowo, Doktorantka wykazala, Zze biatko SS18 wigze sie do
promotora genu SNAI1, kodujacego biatko SNAIL, co sugeruje, ze moze regulowac jego
ekspresje. Co ciekawe, otrzymane dane nie wykazaly oddziatywania biatka SS18 z
biatkami rdzenia kompleksu.
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Doktorantka poszerzyta badania o analize oddzialywan z receptorem witaminy D
— VDR a biatkami kompleksu SWI/SNF i wykazatla, Zze sktadniki kompleksu SWI/SNF
oddziatuja z receptorem VDR, przy czym oddzialywanie to zachodzi w obecnosci
witaminy D. Jednoczesnie wykazata, Ze receptor VDR lokalizuje si¢ gidwnie w
cytoplazmie w badanym materiale, co moze skutkowad¢ niedoborem bioaktywnej
witaminy D. Dodatkowo, suplementowata witaming D komodrki wyprowadzone z raka
nerki i wykazala wzrastajaca translokacje receptora VDR z cytoplazmy do jadra
komorkowego.

Kolejnym sukcesem byto otrzymanie przez Doktorantke stabilnej linii raka nerki z
nadekspresja receptora VDR w celu analizy zmiany w poziomie ekspresji genow zaleznych
od aktywnego VDR. Analize przeprowadzila dla komoérek traktowanych i
nietraktowanych witaming D. W tej czeSci badan uzyla technik wielkoskalowych
(RNAseq) i wykazata, Zze obnizony byt poziom ekspresji grupy genow o aktywnosci
czynnikdw transkrypcyjnych taczacych sie z DNA. Te spadkowa tendencje wykazata
rowniez dla poziomu ekspresji genow kodujacych wszystkie podjednostki rdzeniowe
kompleksu SWI/SNF. Wyniki zostaly prawidlowo zwalidowane przez Doktorantke
metodami RT-qPCR i Western blot.

W drugiej czeSci wynikow Doktoranta przeanalizowata ekspresje genow

kodujacych gtéwne podjednostki kompleksu SWI/SNF oraz ich potencjalny wptyw na
geny zwigzane z metabolizmem glukozy i procesem przejscia epitelialno-
mezynchymalnego. Material badawczy stanowily prébki utrwalone w parafinie, pobrane
od pacgjentow z rakiem pecherza moczowego oraz seria linii komoérkowych
wyprowadzonych z rakéw pecherza. Doktorantka wykazata obnizony poziom
transkryptu genu SMARCA2 kodujacego biatko BRM rdzenia kompleksu SWI/SNF.
Obserwacje te potwierdzita analizujac dane bioinformatyczne z baz danych i wykazata, ze
zmiana poziomu ekspresji genu SMARCA?2 zalezy od molekularnego podtypu nowotworu
oraz ze niski poziom ekspresji tego genu koreluje z szybszym nawrotem choroby i
krotszym czasem przezycia pacjentow. W dalszych badaniach réwniez wykazala, ze
nizszy poziom ekspresji SMARCA2 koreluje ze wzrostem poziomu ekspresji gendow
metabolicznych. Analizowata réwniez poziom ekspresji kompleksu SWI/SNF w liniach
komoérkowych raka pecherza. Wykonata doswiadczenia polegajace na przejsciowej
nadekspresji genu SMARCA2 w wybranych liniach i zaobserwowata, Ze podtyp
molekularny raka determinuje poziom ekspresji genow kompleksu SWI/SNF oraz genow
zaangazowanych w metabolizm glukozy.
Dodatkowo przeanalizowata i zaobserwowata wzrost poziomu ekspresji genu VDR w
komdrkach raka pecherza. Zaproponowala, ze receptor VDR mozna rozwazy¢ jako
potencjalny cel terapeutyczny w raku pecherza moczowego zakladajac, ze nadekspresja
VDR w raku pecherza moze promowac tranzycje epitelialno-mezenchymalng oraz
inaktywacje uktadu odpornosciowego.

Dyskusja jest napisana ciekawie. Doktorantka konsekwentnie odnosi si¢ w niej do
otrzymanych wynikéw i danych literaturowych. Tak wnikliwa dyskusja $wiadczy o
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dojrzatosci naukowej Doktorantki. W rozdziale tym znalaztem wyjasnienie i odpowiedzi
na wigkszos¢ pytan pojawiajacych sie podczas analizy pracy. Opis i interpretacja danych
swiadcza o tym, ze dysponuje umiejetnosciami i wiedza potwierdzajaca jej dojrzatos¢
naukowa i gotowos¢ do dalszego samodzielnego rozwoju naukowego oraz prowadzenia
prac badawczych.

Podsumowujac, wyniki przedstawione sa w sposob logiczny i czytelny oraz sa
wyczerpujaco przedyskutowane. Prace konczy pietnascie poprawnie sformutowanych
wnioskéw, ktore odnosza sie do wczesniej postawionych celow badawczych oraz
uzyskanych wynikéw.

Poprawnosé redakcyjna rozprawy

Praca jest napisana z dbaloscia i z zachowaniem adekwatnej naukowej
terminologii. Uklad pracy, a zwlaszcza oprawe graficzng oceniam wysoko. Jedynie w
sekqji ,Wyniki” czes$¢ rycin zostata przestawiona w zbyt niskiej rozdzielczosci (np. Ryc.
V.1.F). Btedy edytorskie s nieliczne (tj. ,sol” zamiast ,,s61”, str 11; brak odstepu pomiedzy
wyrazami, np. ,lekéwna”, str 97).

Uwagi krytyczne/pytania

Pragne znaczy¢, ze ponizsze komentarze nie wplywajq na moja wysoka ocene rozprawy.
Prositbym Doktorantke o odniesienie si¢ do zawartych ponizej uwag;:

1. Dlaczego w analizach z uzyciem techniki Western blot nie mierzono stezenia biatka
catkowitego w lizatach komdrkowych metodami klasycznymi, tj. metoda Bradforda?

2. Poprosze o krétki komentarz/podsumowanie zastosowanych testéw w statystycznej
analizie danych.

3. Dlaczego w badaniach z zastosowaniem serii linii komdérkowych wyprowadzonych z
raka pecherza moczowego nie uzyto linii nienowotworowej, wyprowadzonej z
prawidiowej tkanki (np. UROtsa).

4. Czy zdaniem Doktorantki uzyskane wyniki/dane maja potencjat diagnostyczny? Czy
moga przyczyni¢ si¢ do zdefiniowania nowych biomarkeréw, czy celéw terapii
ukierunkowanej?

Whriosek korcowy

Stwierdzam, ze recenzowana praca doktorska Pani mgr Matgorzaty Stachowiak pt.
»Rola biatka SS18 i kompleksu remodelujacego chromatyne typu SWI/SNF w patogenezie
nowotwordéw ukladu moczowego” w pelni speinia 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. z 2017 r. poz. 1789).

Zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im.
Marii Skfodowskiej-Curie — Paristwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o przyjecie
rozprawy i dopuszczenie mgr Malgorzaty Stachowiak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Whniosek o wyroznienie

Rozprawe cechuje wysoki poziom naukowy. Uzyskane wyniki, przy uzyciu

zaawansowanych technik analitycznych i molekularnych stanowiag istotny wklad w
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badania nad szeroko pojeta patogeneza chorob nowotworowych. Doktorantke wyrdznia
znaczacy dorobek naukowy w postaci publikacji oryginalnych, pozyskanego
,Diamentowego Grantu” z Ministerstwa Szkolnictwa i Nauki oraz uzyskanych wyrdznien
na konferencjach o zasiggu miedzynarodowym. Dlatego przedkladam Wysokiej Radzie
Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie -
Panistwowego Instytutu Badawczego w Warszawie wniosek o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej przegotowanej przez Panig mgr Matgorzate Stachowiak.

p.o. Kierownika
Zaktadu Immunohematologii
Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego

dr hab. n. med. Damian Gawel, prof. CHKP

cmkp.edu.pl | NIP: 118-01-83-740 | REGON: 000289093



