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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Joanny Szarkowskiej
pt. ., Wplyw O-GlcNAcylacji na procesy komorkowe na przykladzie
jasnokomdrkowego raka nerki”

wykonanej w Instytucie Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie —Panstwowym Instytucie

Badawczym w Warszawie
pod kierunkiem dr hab. n. med. Elzbiety Sarnowskiej, prof. NIO-PIB

Rak nerki stanowi okoto 3% wszystkich typéw nowotwordéw. Z kolei jeden z podtypow
- rak jasnokomoérkowy nerki (ccRCC) charakteryzuje si¢ najwickszym stopniem
zto§liwosci 1 stanowi prawie 80% wszystkich przypadkéw raka nerki. Pomimo
znaczacego postgpu w diagnozowaniu oraz wyzszej swiadomosci spoteczenstwa notuje
si¢ wysoki stopien umieralno$ci, co jest zwiazane z péznym wykrywaniem nowotworu
oraz brakiem skutecznych metod leczenia. Dlatego tez, tematyka podjeta w ramach
ocenianej rozprawy doktorskiej jest bardzo istotna w §wietle obecnego stanu wiedzy
oraz mozliwosci terapeutycznych.

Ocena rozprawy doktorskiej

Tematem przedstawionej do recenzji pracy jest poznanie roli O-GIcNAcylacji
na procesy zachodzace w komorkach wywodzacych si¢ z raka jasnokomorkowego
nerki. O-GlcNAcylacja to potranslacyjna modyfikacja biatek, polegajaca na dolaczeniu
pojedynczej reszty B-N-acetyloglukozaminy (GIcNAc) wigzaniem O-glikozydowym do
seryny lub treoniny. Jest to proces dynamiczny, odwracalny, w ktérym biorg udziat
dwa enzymy: O-GlcNAc transferaza (OGT), ktora katalizuje reakcje przytaczania reszt
N-acetyloglukozaminy oraz B-N-acetyloglukozaminidaza (OGA), ktéra odpowiada za
usunigcie reszt GIcNAc.

Rozprawa doktorska posiada tradycyjny uktad poszczegdlnych czgsci i jest
ilustrowana 34 rycinami, z czego wiekszo$¢ (30) znajduje si¢ w rozdziale Wyniki.
Ponadto, w pracy znajduje si¢ 13 tabel, przedstawiajacych gldéwnie informacje
metodyczne 1 spisy stosowanych reagentow. Na koncu pracy znajduje si¢ bardzo
bogaty spis literatury.

We Wstepie Autorka przedstawita informacje dotyczace etiologii ccRCC,
wraz z doktadng analiza podloza molekularnego. Nastepnie opisala machanizm
dziatania OGT, miejsce wystgpowania w strukturach komodrkowych, procesy, w
ktorych Dbierze udzial ze szczegdlnym uzasadnieniem roli tego biatka w
nowotworzeniu. Wstep jest napisany w sposob bardzo logiczny i poparty jest rycinami,
ktore dodatkowo wptywaja na bardzo efektywne przedstawienie problemu badawczego.
Pomimo réznych watkéow tematycznych Autorce udato si¢ w sposob bardzo ciekawy
stworzy¢ historie, ktora utatwia zrozumienie podejmowanych etapow badan.

Cele pracy zostaly jasno sformutowane. Doktorantka podj¢ta si¢ zadania
sprawdzenia jak aktywno$¢ O-GlcNAc transferazy (OGT) wplywa na procesy
komorkowe, takie jak: metabolizm glukozy, naprawa DNA, kontrola ekspresji genow
oraz replikacja. W swoich badaniach skupita si¢ na roli OGT w aktywnosci kompleksu
SWI/SNF, szlaku kinazy mTOR oraz wplywie na ekspresje reduktazy
rybonukleotydow (RNR) i biatka BRCA1. Dodatkowo, Doktorantka sprawdzita jak
inhibitory szlaku mTOR oraz olaparib — inhibitor PARP1 stosowany w leczeniu
nowotworéw jajnika i piersi z mutacja BRCA1 i 2 wplywaja na biologi¢ komorek
nowotworowych.
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Kolejnym rozdziatem sa Materiaty i Metody. Doktorantka bardzo skrupulatnie
opisata wszystkie odczynniki zastosowane w eksperymentach oraz warunki
przeprowadzanych reakcji. Protokoty poszczegodlnych eksperymentow sg rowniez opisane
ze szczegotami i w tej formie moga stuzy¢ jako materialy pomocnicze dla miodszych
kolegow.

Swoje eksperymenty Doktorantka rozpoczeta od sprawdzenia poziomu OGT i stopnia O-
GlcNAcylacji w materiale klinicznym oraz analizy danych mikromacierzowych
dostepnych w bazie NCBI Gene Omnibus Database. Wyniki z analizy guzéw ccRCC nie
daly jednoznacznych odpowiedzi. Przede wszystkim nie byto spojnosci w poziomie OTG
w tkance prawidlowej i w guzie oraz poziom ten nie korelowat ze zlosliwoscig guza.
Wyniki nie potwierdzity analiz z bazy NCBI Gene Omnibus Database. Zdecydowanie w
tym badaniu wykorzystano zbyt mata grupg pacjentow. Dalsze badania wykonane na
grupie 55 pacjentow wykazaly spadek biatka wraz ze wzrostem zlosliwosci guza.
Doktorantka stwierdza réwniez, ze w guzach obniza si¢ poziom O-GlcNAcylacji, jednak
moim zdaniem ten wynik nie jest jednoznaczny dla guzéw pokazanych na Rycinie 10.
Poniewaz aktywno$¢ OGT zalezy od metabolizmu Doktorantka sprawdzita jak poziom
tego biatka zmienia si¢ w liniach komorkowych ccRCC A498, 786-O oraz Caki-1
hodowanych w pozywce zawierajacej dwukrotni wyzsze stezenie glukozy. Doktorantka
podkresla, ze roznica w pozioie OGT, a nastgpnie O-GlcNAcylacji widoczna jest dla
komorek Caki-1, ktore pochodza z przerzutu ccRCC, jednak moim zdaniem obniZzony jest
poziom OGT rowniez w komodrkach 786-O (Rycina 12). Szkoda, ze Doktorantka nie
przedstwita tych wynikow na wykresie oraz nie zaznaczyla ile powtdrzen zostato
wykonanych.

Ciekawe wyniki dotycza oddziatywania OGT z kompleksem remodelujacym chromatyne
typu SWI/SNF. Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen mozna przypuszczaé, ze
nie tylko wczesniej opisana ATPaza BRG1, begdaca jedna z podjednostek kompleksu typu
SWI/SNF, ale rowniez ATPaza BRM (druga podjednostka tego kompleksu) uczestniczy
w regulacji ekspresji OGT. W opisie wynikéw z tej czesci eksperymentdw brakuje
bardziej szczegdtowego przedstawienia wektorow ekresyjnych wykorzystanych w
opisanych eksperymentach. Brakuje tez wyjasnienia, dlaczego ta analiza zostata wykonana
tylko dla komorek A498.

Zmianom nowotworowym towarzysza zmiany metabolizmu komorek. Doktorantka
zastosowala bardzo nowoczesne podejscie kompleksowej oceny metabolitow w 3-ch
liniach komérkowych ccRCC, w tym w przypadku komorek linii A498 po potraktowaniu
wczesniej inhibitorem mTOR — ewerolimusem. Badania wykazaly, ze linie roéznig si¢
migdzy sobg sktadem metabolitow. Szczegdlne zmiany dotyczly linii Caki-1, bedacej
przerzutem ccRCC do skory. Dodanie inhibitora mTOR réwniez znaczaco zmienito profil
metabolitow. Ponadto, Doktorantka wykazata, inhibitory mTOR maja wplyw na
przezywalnos¢ komorek trzech zastosowanych linni komoérkowych ccRCC, chociaz
najbardziej oporna wydaje si¢ linia Caki-1. Mam pewne uwagi do przedstawienia
wynikéw tego eksperymentu. Trudno zrozumie¢ jak byly wykonane analizy statystyczne.
Czy wyniki przedstawione na Rycinie 18c sg istotne statystycznie w ekperymencie
prowadzonym przez 24 i 48h? Ile powtdrzen zostalo wykonanych?

Inhibitory mTOR majg rowniez wptyw na ekspresj¢ wielu genow, w tym zaangazowanych
w regulacje proliferacji, metabolizmu, m.in. ekspresjc OGT. Odnoszac si¢ do tego
eksperymentu w Dyskusji Doktorantka napisata, cytuje: ,,poziom aktywnosci tego biatka
nie zmienit si¢, natomiast profil O-GlcNAcylacji wielu biatek ulegl zmianie”, ale czy
Doktorantka badata poziom aktywnosci? Czy te dane nie zostaly w pracy zamieszczone?
Bardzo praktycznym podejsciem jest wykorzystanie $rodkow farmaceutucznych
stosowanych w innych schorzeniach czy typach nowotworéw w leczeniu innych
nowotworéw. W ramach tej pracy Doktorantka zastosowata olaparib — inhibitor
polimerazy poli-ADP-rybozy 1 (PARP1) stosowany w leczeiu nowowtworéw jajnika i
piersi z mutacja w BRCA1 lub BRCA2. Badania byly poprzedzone analizami poziomu
BRCA1 w liniach komorkowych. Réwniez w tym przypadku linia bedaca wynikiem
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przerzutu ccRCC, Caki-1 byta najbardziej oporna na dzialanie tego inhibitora, natomiast
pozostate linie dawaty obiecujace wyniki. Komorki tych linii utracity potencjal tworzenia
kolonii. Skojarzone traktowanie komoérek nowotworowych olaparibem, olaparabem i
ewerolimusem obniza potencjal proliferacyjny badanych komoérek oraz wptywa na
obnizenie poziomu BRCAI, chociaz dla linii Caki-1 zaobserwowano wzrost ekspresjii
inhibitoréw cyklu komoérkowego. Czy Doktorantka ma jaka$ hipotezg¢ dlaczego tak si¢
dzieje? Dlaczego potencjat proliferacyjny jest obnizony pomimo wzrostu ekspresji
inhibitoréw cyklu komérkowego?

W Dyskusji Doktorantka podsumowata otrzymane wyniki wyjasniajac pewne zaleznosci
procesow zachodzacych w komorce. Przeprowadzone badania doprowadzity do uzyskania
nowatorskich i ciekawych wynikow. Nalezy réwniez podkresli¢, ze Doktorantka bardzo
fatwo analizuje swoje wyniki i poréwnuje je z bazami danych. Jest to bardzo nowoczesne i
praktyczne podejscie badawcze, ktore nie jest powszechnie stosowane. Obecnie istnieja
bogate bazy danych, kotre moga sthuzy¢ jako zrodta ogromnych zasobéw infomacji, ktore
bezposrednio mozna uzy¢ do prowadzonych analiz.

Praca doktorska napisana jest w sposob bardzo zwigzty. Osobiscie, bardzo odpowiada mi
takie podejscie, poniewaz przy duzej ilosci, czasami zbednych informacji, traci si¢ gtowny
watek 1 wlasciwe znaczenie osiagnietych wynikow ale moge sobie wyobrazié, ze dla oséb
nie zajmujacych si¢ tg tematyka niektore opisy i uzasadnienia mogg by¢ zbyt skrotowe.
Doktorantka przeanalizowata wiele zmian w procesach komoérkowych i ekspresji genow
bedacych konsekwencja zmian w poziomie biatka OGT i O-GlcNAcylacji. Chociaz kazdy
watek poruszony w pracy moglby by¢ dalej rozwijany i szczegdélowo analizowany, to na
podstawie zastosowanej w pracy strategii badawczej rysuje si¢ jeden wiosek - stosowanie
inhibitoréw dzialajacych na pojedyncze biatko czy jeden szlak przekazu sygnatu nie jest
wlasciwym podejsciem w leczeniu nowotwordéw. Doktorantka wykonata szereg bardzo
ztozonych analiz na pograniczu biologii komorkowej, molekularnej i biochemii, ktore
jednoznacznie pokazuja, jak zmiana poziomu jednego biatka wptywa w sposdb ztozony na
wlasciwosci komorek nowotworowych.

Mam kilka uwag dotyczacych strony edytorskiej. Piszac prace w jezyku polskim nie
powinni§my naprzemiennie stosowa¢ polskich 1 angielskich okres§len, jak np.
startery/primery. Podobnie w tekScie polskim opisujac wylaczenie genu nie stosujemy
stowa ,knockdown”. Nie ma proboéwek eppendorf, natomiast sa probowki typu
Eppendorf. Nazwe firmy nalezy pisa¢ duza literg. Tytul podrozdziatu na str 40: ,,Test
klonogenno$¢ w agarze” powinien brzmie¢ test klonogenno$ci. Niektore cytowania
odbiegaja od schematu cytowan zamieszczonych w pozostatej czgsci tekstu, np. pojawia
si¢ imi¢ autora przed nazwiskiem (np. str 24). Na stronie 59 Dotkorantka odwotuje si¢ do
wczesniejszych doniesien naukowych ale nie podaje zadnych cytowan.

Powyzsze uwagi nie wplywaja na moja bardzo pozytywna ocene przedstawionej mi do
recenzji pracy doktorskie;j.

Whiosek Koncowy:

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Joanny Szarkowskiej
spetnia wymogi prawne zapisane w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z p6zn. zm.) stawiane rozprawom doktorskim i
Kandydatom ubiegajacym si¢ o nadanie stopnia doktora.

W zwigzku z powyzszym, przedktadam Radzie Naukowej Narodowego Instytutu
Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie — Panstwowego Instytutu Badawczego w
Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr Joanny Szarkowskiej do dalszych etapow
postgpowania.
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