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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Joanny Szarkowskiej pt. »Wptyw O-GlcNAcylacji na
procesy komoérkowe na przykiadzie jasnokomérkowego raka nerki” wykonanej pod
kierunkiem dr hab.n.med. Elzbiety Sarnowskiej, prof. NIO-PIB

1. Ocena formalna:

Rozprawa doktorska napisana jest w jezyku polskim. Ma typowy uktad pracy doktorskiej,
liczy 96 str., z czego Wstep stanowi 9 stron, rozdziat Materiaty i Metody 18 stron, Wyniki — 26, a
Dyskusja wraz z Wnioskami 9 stron. Wstep zawiera 3 ryciny. W czesci Wyniki znajdujg sie 33
ryciny. PiSmiennictwo jest aktualne, obejmuje 76 pozycji z ostatnich kilku lat.

2. Ocena merytoryczna:
Celem przedstawionej do oceny pracy jest charakterystyka ekspresji O-GIcNAc (OGT)

transferazy w jasnokomérkowym raku nerki. Doktorantka podjefa tez probe okreélenia funkcji OGT
oraz O-GlcNacylacji w okreslonych procesach metabolicznych w komorce nowotworowe] vs
prawidfowej. Rak nerki (RCC) plasuje sie w pierwszej dziesigtce najczescie] wystepujacych
nowotworow, co stanowi 2-3% wszystkich typow rakéw na $wiecie. Wsréd podtypow raka nerki w
prawie 80% diagnozuje sie jasnokomadrkowy rak nerki, ktéry dodatkowo charakteryzuje sie duzym
stopniem ztosliwosci, ztym lub niepewnym rokowaniem i jest oporny na radio i chemioterapie.

Doktorantka poszukiwata molekularnej podstawy powstawania RCC, a w dalszej kolejnosci
mozliwosci zahamowania rozwoju RCC poprzez po pierwsze, doktadna charakterystyke procesu
acylacji w komérkach RCC pozyskanych z guza nerki lub odpowiednich liniach komoérkowych |
udzialu OGT w procesie nowotworzenia, a po drugie identyfikacje udziatu OGT w szlakach
metabolicznych, co pozwoli na zastosowanie okreslonych lekéw blokujacych szlaki metaboliczne z
udziatem OGT.
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opisem stanu wiedzy w podjetym temacie badawczym. Moje zastrzezenia budzi natomiast podziat
na podrozdziaty np. niepotrzebny tytut 1.1 Rak nerki. a zaproponowatabym np. 1.2 Molekularne
podstawy raka nerki, 1.3 Kompleks SWI/SNIFW, czy 16 Udziat O-GIcNAce transferazy w
naprawie DNA. Rozdziat zawiera trzy rysunki, z ktérych Rys.1 nie budzi zastrzezen, Rys.2
powinien mie¢ adnotacje ,opis w tekscie” a Rys.3 jest generalnie stabo opisany.

Rozdziat Materialy oraz Metody zawiera bardzo szczegoOtowy opis uzytych materiatow i
zastosowanych metod i nie budzi zastrzezen.

Rozdziat Wyniki jest zdecydowanie najlepszg czescia przedstawionej do oceny rozprawy
doktorskiej. Przedstawia on wyniki eksperymentéow w wiekszoéci wykonanych na probkach
klinicznych pochodzacych od pacjentéw ze zdiagnozowanym jasnokomorkowym rakiem nerki oraz
dwéch liniach komérkowych wyprowadzonych z raka nerki oraz linii bedacej przerzutem RCC do
skory. W pierwszej kolejnosci Doktorantka przeprowadzita analize ekspresji genu OGT, i poziomu
O-GlcNAcylacji w RCC i tkance zdrowej. Poziom transkryptu OGT okreslony w oparciu o dane
mikromacierzowe nie roznit sie w raku i zdrowej tkance. Jednakze poziom ten wzrastat wraz ze
wzrostem stopnia ztosliwosci nowotworu i gorszym rokowaniem. Materiat pochodzacy z guza i
tkanki zdrowej poddano analizie RT-qPCR, gdzie nie zaobserwowano aby wyzszy stopien
ztosliwosci nowotworu miat wplyw na zmiane ekspresji OGT. Niestety, analiza Western Blot nie
data jednoznacznej odpowiedzi na pytanie czy poziom biatka OGT spada w guzie w poréwnaniu
do zdrowej tkanki. Z uzyskanych danych wynika, ze poziom ekspresji OGT w RCC nie koreluje z
poziomem biatka OGT. Doktorantka przeprowadzita analize TMA (Tissue microarray), ktéra
ilustruje Rys.9. Rys. 8, w zatozeniu pogladowy nie jest wystarczajaco jasny.

Analiza materiatu od 55 pacjentéw wykazata, ze poziom biatka OGT spada zaréwno w jadrze jak i
Cytoplazmie wraz ze wzrostem ztosliwoéci guza. Obnizat si¢ rowniez poziom O-GlcNAcylacji w
nowotworze. Doktorantka argumentuje, ze nie wyklucza to zwigkszenia O-GIcNAcylacji na
poziomie pojedynczych biatek z czym w petni sie¢ zgadzam. Zeby to udowodni¢ mozna by
zastosowac inny rodzaj detekgcji, np. elektroforeze 2D.

W zwiazku z tym, ze transferaza OGT zwigzana jest z metabolizmem glukozy Doktorantka
przeanalizowata wptyw podwojnego stezenia glukozy w pozywce na O-GIcNAcylacje, OGT i
poziom ekspresji genéw zwigzanych z glikoliza. Okazato sie, ze w tych warunkach poziom
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ekspresji genéw zwigzanych z glikoliza, szlakiem mTOR, OGT i genu kodujgcego BAF155
(podjednostka rdzeniowa SWI/SNF) spada (najbardziej w linii A498). Natomiast poziom OGT i
BAF155 w liniach komérkowych CAKI-1 | 786-0 wzrasta. Swiadczy to o roznej odpowiedzi
komorek raka nerki na wysokie stezenie glukozy na poziomie ekspresji genow, co moze zaleze¢
od stopnia zaawansowania raka i/lub jego rodzaju.

Doktorantka zaobserwowata rowniez zmiang poziomu O-GlcNAcylacji biatek w liniach
komérkowych po dodaniu inhibitoréw kinazy mTOR: ewerolimusa, rapamycyny i AZD2014.
Zmiana w poziomie O-GlcNAcylacji biatek w obecnosci inhibitoréw kinazy mTOR sugeruje
zaangazowanie w funkcjonowaniu OGT. Istotnym podejsciem eksperymentalnym byto okreslenie
oddziatywania OGT z kompleksem remodelujagcym chromatyne SWI/SNF. Takie oddziatywanie
jest zachowane ewolucyjnie i znane jako wigzanie ATPazy BRG1 do promotora OGT. Powstato
pytanie czy druga ATPaza z tego kompleksu reguluje ekspresje OGT. Przygotowano konstrukty
zawierajace odpowiednie wstawki kodujace biatko OGT i stwierdzono, ze komérki A498
transfekowane takimi plazmidami wchodza w apoptoze, co oznaczatoby, ze nadprodukcja OGT
dziata przeciwnie do transformacji nowotworowej. llustracjg tego wyniku miat byé Rys.14 lecz
zdjecia spod mikroskopu sa mato przekonujace. Zastosowanie metody cytometrii przeptywowej
precyzyjnie pokazato by w jakiej fazie znajduja sie komorki. Analiza Western Blot przynosi
znacznie wigcej informacji (Rys.15). Wykazuje wzrost poziomu OGT w linii A498 z nadekspresja
podjednostki ATPazowe] BRM kompleksu SWI/SNF. a takze wzrost O-GlcNAcylacji biatek w
liniach transfekowanych konstruktami niosacymi OGT. Otrzymane wyniki sugeruja, ze BRM moze
kontrolowac ekspresje OGT i mie¢ wptyw na ekspresje substratow dla OGT.

W dalszej czesci pracy Doktorantka analizuje szlaki metaboliczne zalezne od OGT i O-
GlcNAcylacji w jasnokomérkowym raku nerki, gdyz RCC charakteryzuje sie silnie zmienionym
metabolizmem z nadaktywnoscia regulowanego przez OGT szlaku mTOR. Okreslono jak zmienia
Si¢ przezywalnos¢, poziom ekspresji genow zwigzanych z metabolizmem, naprawa DNA,
kompleksem SWI/SNF i OGT w liniach komérkowych ccRCC w obecnosci inhibitoréw kinazy
mTOR: rapamycyny, ewerolimusa i AZD2014. Stopien zahamowania ekspresji genéw zalezy od
Zastosowanego inhibitora i linii komérkowej. Inhibitory kinazy mTOR powodowaty obnizenie
ekspresji gendw zwigzanych ze szlakiem tejze kinazy, metabolizmem glukozy, naprawa DNA |
genami kodujacymi podjednostki rdzeniowe kompleksu SWI/SNF w liniach A498 i CAKI-1.
Okazato sie tez, ze pomimo iz wszystkie inhibitory hamowaty ekspresje OGT to poziom biatka
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OGT byt obnizony tylko w linii A498 po traktowaniu AZD2014. W liniach 786-0 i CAK-1 poziom
mMRNA dla mTOR korelowat z poziomem biatka OGT. Traktowanie réznych linii komérkowych
inhibitorem mTOR prowadzit do poznej odpowiedzi ze strony kinazy AMPK — w linii A498 inhibitory
obnizaty ekspresje AMPK, a w linii 786-0 forma aktywna p-AMPK pojawiata si¢ w znacznej ilosci w
obecnosci inhibitorow.

W zwiazku z udziatem OGT w GlcNAcylacji biatka BRCA1 biorgcego udziat w naprawie DNA
przez homologiczng rekombinacje okreslono poziom tego biatka w RCC i zaobserwowano spadek
poziomu BRCA1 w guzie w poréwnaniu ze zdrowa tkanka. Idac tym tropem zastosowano olaparib,
inhibitor PARP1, stosowany w leczeniu nowotworow jajnika i piersi z mutacjg BRCA1 lub BRCA2.
Stwierdzono, ze zastosowanie olaparibu i dodatkowo ewerolismusa w roznych kombinacjach i na
réznych liniach komaérkowych w réznym stopniu hamowato proliferacje komorek nowotworowych,
Dyskusja jest podsumowaniem rozprawy doktorskiej. Punktem wyjécia podjetych badan byta
obserwacja obnizonego poziomu biatka OGT w guzach RCC oraz kierowanie komoérek na droge
apoptozy po wprowadzeniu cDNA kodujacego OGT. Analiza materiatu z guzéw RCC metodg qRT-
PCR, ktora miata potwierdzi¢ analize mikromacierzy, wykazata spadek ekspresji OGT w guzie w 5
na 8 przypadkow. Stosowane linie komorkowe raka nerki, A498. 786-0 i CAKI-1, charakteryzowaty
si¢ zroznicowang aktywnoscia metaboliczna, co przektadato si¢ na zréznicowane wyniki ekspresji
OGT i poziomu biatka OGT. Okazato sig, ze wzrost poziomu OGT nastepowat po wprowadzeniu
do komorek konstruktu z genem BRM kodujacym podjednostke ATPazy kompleksu SWI/SNF.
Stwierdzono réwniez, ze linie komérkowe RCC reagowaty na dziatanie inhibitoréw kinazy mTOR, a
oprocz tego miaty wptyw na ekspresje genéw zwiazanych z glikoliza, naprawg DNA czy SWI/SNF,
Przebadano trzy inhibitory: ewerolimus, rapamycyne i AZD2014 i stwierdzono, ze dziataja one
roznie w badanych liniach komoérkowych, drastycznie obnizajac ekspresje gendw, jak w przypadku
linii CAKI-1 + AZD2014, lub ja podnoszac jak w przypadku linii 786-0 + AZD2014.

W zwiazku z GIcNAcylacja podjednostki RRM1 reduktazy rybonukleotydéow RNR odpowiedzialnej
za synteze nukleotydéw i obnizajacej poziom OGT w ccRCC Doktorantka okreslita poziom
ekspresji gtéwnych podjednostek RNR w RCC. Analiza mikromacierzowa poziomu transkryptow
genow kodujacych podjednostki RNR wzrasta w guzie, a wiec podjednostki te moga byé dobrym
celem w terapii przeciw nowotworowej. Mgr Szarkowska jasno stawia cel badan — wykorzystanie
inhibitorow SWI/SNF, mTOR, RNP, ktére sa interaktorami OGT, jako leki przeciw RCC. Problem

jednak jest taki, ze GlcNAcylacja jest wszechobecng posttranslacyjna modyfikacjg a wiec stopien
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czego Doktorantka zdaje sobie sprawe.

Jako podsumowanie Doktorantka zamiescita rozdziat Whnioski. Moim zdaniem jest to raczej
rozdziat Wnioski/Obserwacje gdyz na 10 punktow 5 to obserwacje. Rola podwyzszonego poziomu
glukozy w ekspresji OGT i poziomie OGT w ogole nie zostata uwzgledniona,

W zwigzku z niestarannym edytorskim przygotowaniem pracy doktorskiej czuje sie¢ w obowigzku
wypunktowac przynajmniej niektére, razace bfedy:

1. Referencje sa pisane w réznym stylu a w catym tekscie cytacje zamiast ,i wsp” maja et al.” oraz
and.

2. Wiasciwie wszystkie rysunki sg zle podpisane. Np. zaczynaja sie od stéw: wykres, zmiany,
poziom, zdjecie itp., ktére sa niepotrzebne bo czytelnik widzi co jest wykresem a co zdjeciem.
Szczytem ztego opisu jest rysunek 8 Wybarwienie tkanek” i rys 15, gdzie wrecz przeciwnie, w
podpisie znalazt sie¢ dos¢ obszerny komentarz. Nie widze uzasadnienia dla rys.30 aby byt
zamieszczony w drugg strone.

3. W Rys.13 strzatki do GIcNAcylacji nie $3 na odpowiednim poziomie.

4. Brak Rozdziatu 5 4

5. W tekscie wielokrotnie powtarza sie .ekspresje” zamiast ,ekspresje”.

3. Whioski korncowe

Mgr Joanna Szarkowska przedstawita Prace Doktorska, ktéra pod wzgledem merytorycznym
stanowi niezaprzeczaing warto$¢ poznawcza, w petni nowatorska. Jako 2ze wiekszosé
przedstawionych w rozprawie wynikow zostato juz opublikowanych w bardzo dobrych
czasopismach, jak Am J Canc Res (dwie prace) i Cancers, a wigc pozytywnie zrecenzowanych, to
nie ma watpliwosci, ze Praca w pefni wypeinia warunki rozprawy doktorskiej. Uwazam, ze
przedstawiona mi do oceny Rozprawa Doktorska 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 pézn.zm). W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Naukowej
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Paristwowego Instytutu Badawczego

o dopuszczenie mgr Joanny Szarkowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. Elzbieta Grzesiuk
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