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SWI/SNF w patogenezie nowotworow ukladu moczowego”

1. Uwagi ogolne i redakcyjne

Rozprawa doktorska Matgorzaty Stachowiak pt. ,,Rola biatka SS18 1 kompleksu
remodelujacego chromatyne typu SWI/SNF w patogenezie nowotworow uktadu moczowego”
napisana jest w sposob typowy dla pracy do§wiadczalnej. Praca zostatg sfinansowana w ze §rodkow
przyznanych przez: Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego w ramach projektu Diamentowy
Grant nr 0229/DIA/2015/44, a takze ze srodkow przyznanych na dziatalno$¢ statutowg Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie Panstwowego Instytutu Badawczego. Praca
zawiera 105 stron wydruku komputerowego podzielonego na 6 rozdzialbw z wnioskami,

streszczeniami w jezyku polskim 1 angielskim, spis tabel i1 rycin, piSmiennictwo, suplement oraz



wykaz stosowanych skrotow.

Rozprawa napisana jest poprawnie po polsku, czyta si¢ ja wartko, jest cickawa. Rozplanowanie
rozdzialow typowe dla pracy eksperymentalnej jest prawidtowe a rozdzialy zaplanowane w
odpowiednich proporcjach objetosciowych. Nie stwierdzitem powaznych btedéw merytorycznych i
jezykowych. Spis pisSmiennictwa uporzadkowany alfabetycznie jest czytelny i bogaty w nowe
pozycje Cze$¢ pozycji starszych jest z pewnos$cia niezbedna dla wnikliwej analizy tematu

dyzertacji.

2. Merytoryczna ocena pracy

Uzasadnienie podjecia tematu Doktorntka szeroko przedstawila we wstgpie. Opisata
cywilizacyjne aspekty rozwoju choréb nowotworowych. Opisata epidemiologi¢, czynniki ryzyka i
aspekty dotyczace dziedziczenia mutacji sprzyjajacych rozwojowi raka pecherza i1 raka nerki.
Opisala réwniez zagdanienia dotyczace klinicznych aspektow zwigzanych z diagnostyka i
leczeniem obu nowotworow. Dokladnie opisata kompleks remodelujacy chromatyne typu SWI/SNF
1 jego dzaialnie a takze jego potencjalne powigzania z nowotworzeniem szczegdlnie w przypadku
powstania nowotworow o duzym potencjale przerzutowym i naciekajagcym wzroscie co wigze
morfologicznymi  wykladnikami  przemiany epitelialno-mesenchymalnej 1  zaburzeniami
metabolicznymi. Omoéwila znaczenie biatka SS18 dla kompleksu remodelujacego SWI/SNF w
patogenezie nowotwordéw. Wyczerpujaco przedstawila procesy energetyczne komorek
nowotworowych i znaczenie ekspresji enzymow w nich posredniczacych, ktére moga prowadzi¢ do
nowotworzenia. Nalezy z calag moca podkresli¢, iz wybor tematu pracy jest nie tylko trafny z punktu
widzenia konieczno$ci rozwigzywania istotnych zagadnien klinicznych, ale $wiadczy o
nowoczesnym spojrzeniu na procesy biologiczne zar6wno przez Doktorantke, jak i jej Promotorow.

Préba powigzania procesow komorkowych 1 obserwacji klinicznych, $wiadczy o niezwykle



wnikliwej obserwacji nowoczesnych trendow w nauce. Oczywistym jest fakt, iz proba opisania 1
przygotowania czytelnika do analizy tych zagadnief jest trudna i wymaga szerokiej znajomosci
tematu, czym wykazata si¢ Doktorantka.

"Wstep" daje podstawg do zaprezentowania celow pracy, ktoére wynika z poszukiwan
odpowiedzi na istotne pytania dotyczace zmian w poziomie ekspresji wybranych biatek kompleksu
remodelujacego chromatyne typu SWI/SNF w patogenezie raka pecherza i raka nerki. Odpowiedzi
na okre$lenie funkcji biatka SS18 jako sktadnika kompleksu SWI/SNF i potencjalnego czynnika
biorgcego udzial w powstawaniu raka jasnokomorkowego nerki i oddziatywan miedzy
podjednostkami kompleksu a receptorem witaminy D i zaburzenia metabolizmu witaminy D w raku
nerki.

Ze wzgledu na doniesienia sugerujace, iz kompleks SWI/SNF moze kontrolowa¢ metabolizm,
Doktorantka postanowita zbada¢ profil metaboliczny linii komodrkowych raka pecherza,
odpowiadajacy roznym stadiom jego zaawansowania.

W rozdziale "Material" Doktorantka bardzo rzetelnie opisala wszystkie elementy tj.
aparatur¢, materialy zuzywalne, odczynniki, enzymy, przeciwciata, oligonukleotydy, plazmidy,
pozywki, szczepy baktryjnych, linie komdrkowe oraz zrodta ich pochodzenia lub uzyskania. To
czyni przedstawiony warsztat pracy niezwykle wiarygodnym i daje mozliwo$¢ powtdrzenia
eksperymentéw. Pewnien niedosyt budzi rozdziat "Material kliniczny i etyka do$wiadczen".
Spodziwalbym si¢ w tym miejscu doktadnego opisania pacjentdw 1 materiatu biologicznego wraz z
miejscem jego pochodzenia. Informacje, iz " Czg$¢ materiatu ccRCC stanowity bloczki parafinowe
Szpitala Ministerstwa Spraw Wewnetrznych 1 Administracji (MSWiA) w Biatymstoku" lub
"Materiat do eksperymentow qRT-PCR stanowily pobrane podczas operacji resekcyjnej wycinki
tkanek ccRCC" nie powininy by¢ przedstawione czytelnikowi w tak lakonicznej formie.

W rozdziale "Metody" Doktorantka szczegdétowo opisuje swdj wrasztat naukowy hodowli

barkteryjych i linii komorkowych, analizy kwasow nukleinowych i ich produktow a cato$¢ konczy



informacja o analizach bioinformatycznych. Reasumujac, cato$¢ laboratoryjnego warsztatu pracy
przedstawia si¢ bardzo wiarygodnie 1 rzetelnie. Pokazuje, ze Doktorantka jest osoba
wczeschstronnie wyksztalcong 1 potrafi operowac szerokim arsenalem narzedzi uzywanych w
biologii molekularnej a Promotorzy umozliwili Jej $wietny warsztat pracy.

W rozdziale "Wyniki" szeroko i obrazowo przedstawiono wszystkie zalezno$ci, ktore

Doktorantka zamierzata zweryfikowa¢. Doktorantka wykazala, Ze poziom biatka SS18 jest istotnie
nizszy w tkance nowotworowej w poréwnaniu do tkanki zdrowej, co potwierdzita na poziomie
transkryptu. Otrzymane wyniki skorelowano roéwniez z dostgpnymi danymi klinicznymi,
zauwazajacé, ze stadium zaawansowania nowotworu w skali Fuhrman wyraznie ma wplyw na
poziom ekspresji biatka SS18. Zaleznosci te udalo potwierdzi¢ si¢ w doswidczeniach in vitro z
uzyciem linii komoérkowych raka nerki. Przy uzyciu innych linii komorkowych wykazujacych
nadekspresje SS18 wykazano, ze podjednostki kompleksu SWI/SNF obnizyly poziom swojej
ekspresji, co rowniez ma miejsce w przypadku genéw metabolicznych i genu EZH2. Dokrorantka
wykazata, ze biatko SS18 wigze si¢ do promotora genu SNA/I i moze regulowac jego ekspresje.To
bardzo interesujace obserwacje.
Najciekawsza dla mnie czescig rozdziatu "Wyniki" jest badanie oddziatywania pomig¢dzy biatkiem
VDR i podjednostkami kompleksu SWI/SNF. Doktorantka wykazala, Zze jest to mozliwe miedzy
wybranymi podjednostkami kompleksu SWI/SNF dzieki wykazniu kolokalizacji tych biatek. Co
ciekawe, Doktorantka zaobserwowala obnizenie poziomu biatka VDR we wszystkich stadiach
nowotworu w poréwnaniu do tkanki zdrowej. Cho¢ badnia dotyczace wplywu nadekspresji VDR i
roéznych stgzen witaminy D nie daly jednoznacznych wynikow to ten kierunek poszukiwan jest dla
mnie niezwykle ciekawy.

W czesci pracy dotyczacej raka pecherza Doktorantka obserwowata obnizenie poziomu
biatek, wchodzacych w sktad rdzenia kompleksu SWI/SNF. Znaleziono silng zalezno$¢ pomiedzy

niskim poziomem ekspresji SMARCA2 a tworzeniem przerzutow raka pecherza. Ze wzgledu na



udziat kompleksu SWI/SNF w regulacj¢ poziomu glukozy, Doktorantka sprawdzila poziom
ekspresji gendw 1 bialek wchodzacych w jego sktad w komoérkach raka pecherza in vitro. W linii
komorkowej T24 przejsciowa nadekspresja SMARCA2 spowodowata wzrost poziomu ekspresji
wszystkich genow metabolicznych poza PRKAAI 1 FBPI, a takze wzrost poziomu gendéw
kodujacych rdzeniowe podjednostki kompleksu SWI/SNF w stosunku do linii kontrolnej bez
nadekspresji. Obserwowano tez zmiany dotyczace ekspersji biatka VDR.

"Dyskusja" napisana jest szeroko i wielowatkowo. W dyskusji Doktorantka wyczerpujaco
przedstawia koncepcje 1 przemys$lenia dotyczace przeprowadzonych badan w oparciu o wiasne
wyniki, jak i dostepne pismiennictwo, ktére jest whasciwie uzyte w dyskusji. Smiato konfrontuje
swoje wyniki szukajac dla nich uzasadnienia. Do wszystkich otrzymanych wynikéw Doktorantka
odnosi si¢ krytycznie 1 doskonale widaé, ze analiza statystyczna jest dla Niej jedynie narzedziem,
ktére pomaga w zrozumieniu a nie determinuje ostatecznych ocen i wnioskow. Dyskusje¢ koncza
whnioski, ktére jak najbardziej odpowiadaja zalozeniom przyjetym w celach pracy, jedank czeg$é z

nich odnosi si¢ do spekulacji, wigc powinna znalez¢ si¢ jedynie w rozdziale "Dyskusja".

3. Ocena koncowa

Cala prace oceniam jako interesujacg i przesigknieta Swiezym spojrzeniem. Podoba mi si¢
szeroki warsztat badawczy, od modeli in vitro do analizy histologicznej przypadkéw klinicznych
oraz swobodne uzycie roznych metod badawczych. To potwierdza S$wietne przygotowanie
techniczne i dobrg orientacj¢ Doktorantki w nowoczesnej uro-onkologii. Negatywnym aspektem
wedlug mnie jest praca nad dwoma, innymi biologicznie nowotworami, mimo, iz pochodza one z
uktadu moczowego. Sadz¢, iz model raka nerki bylby wystarczajacy do napisania $§wietnej
rozprawy. To jest oczywiscie argument do polemiki nie tylko z Doktorantka ale i z Promotorami,

ale absolutnie nie umniejsza warto$ci tej $wietnie napisanej cickwawej rozprawy doktorskie;.



Podkreslam zastugi naukowe Doktorantki dla rozwoju danej dyscypliny wiedzy i1 sktadam wniosek
do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie,
Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie Matgorzaty Stachowiak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na bardzo szeroki wchlarz technik, ktorymi w niezwykle §wiadomy sposéb dysponuje

Doktorantka stawiam wniosek o wyrdznienie pracy.
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