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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana mgr. Macieja Sobczaka
pt. , Epigenetyczne mechanizmy regulujqce proliferacje i opornosé¢ komdrek

nowotworowych na leczenie cytostatykami w badaniach in vitro oraz in silico”

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pana mgr. Macieja Sobczaka zostata
wykonana pod kierunkiem naukowym Pani dr hab. Agnieszki Robaszkiewicz, Prof. UL
w Katedrze Biofizyki Ogdlnej Instytutu Biofizyki Uniwersytetu L.6dzkiego, natomiast Pan dr
Tomasz Ploszaj (Zaklad Genetyki Klinicznej, Wydziat Lekarski, Uniwersytet Medyczny
w Lodzi) pehnil rol¢ promotora pomocniczego. Praca doktorska byta finansowana z dwdch
zrodet zewnetrznych, tj. grantu NCN w ramach konkursu Sonata DEC-2013/11/D/NZ2/00033
pt. ., Transkrypcyjno-epigenetyczna rola polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 w warunkach
ekspresji czynnikow prozapalnych kontrolowanych przez os§ NF-kB w mieloidalnych komérkach
efektorowych” oraz grantu NCBR w ramach konkursu LIDER/22/0122/1.-10/18/NCBR/2019
pt. ., Przelamywanie opornosci wielolekowej nowotworéw na poziomie genomu: opracowanie
metody zapobiegajgcej nadekspresji transporterow ABC w komérkach nowotworowych opartej
na inhibitorach enzyméw remodelujgcych chromatyng”, ktérych kierownikiem byta Pani
Promotor dr hab. Agnieszka Robaszkiewicz, Prof. UL. Ponadto, praca doktorska zostata
przygotowana w ramach projektu ,,InterDOC-STARt — Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie
na Wydziale BiOS UL (POWR.03.02.00-IP.08-00-DOK/16, Program Operacyjny Wiedza
Edukacja Rozw6j 2014-2020, O$ priorytetowa III. Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki
i rozwoju, dziatanie 3.2 Studia doktoranckie, ktérego kierownikiem byta Pani Prof. dr hab.
Agnieszka Marczak.

Doktorant postawit sobie za cel swoich badan wyjasnienie molekularnych mechanizméw
modulujacych proliferacje oraz odpowiedZ na uszkodzenia DNA, a takze warunkujgcych
nabywanie opornosci wielolekowej przez komérki nowotworowe, a w szczeg6lnosci okreslenie
roli kompleksu BRG1-EP300, biatka PARP-1, kompleksu CoREST oraz p53 w epigenetycznej
regulacji wyzej wymienionych proceséw komérkowych. W opinii recenzenta podjeta tematyka
badawcza jest bardzo wazna i interesujaca, a problem opornosci wielolekowej w terapii
przeciwnowotworowej i jego podtoze molekularne zastuguja na poglebione, wnikliwe analizy

mogace dostarczy¢ potencjalnych nowych rozwigzan terapeutycznych.
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Praca doktorska Pana mgr. Macieja Sobczaka stanowi zbiér czterech powigzanych
tematycznie artykuléw naukowych opublikowanych w latach 2019-2022, co spelnia

wymagania okreslone w art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r.

to trzy oryginalne artykuly naukowe opublikowane w czasopi$mie naukowym o zasiggu
migdzynarodowym Cancers oraz jeden artykul przegladowy opublikowany w krajowym
czasopismie Postegpy Biochemii:
Sobezak M, Pitt AR, Spickett CM, Robaszkiewicz A. PARP1 Co-Regulates EP300-BRG1-
Dependent Transcription of Genes Involved in Breast Cancer Cell Proliferation and DNA
Repair. Cancers (Basel). 2019 Oct 11;11(10):1539. doi: 10.3390/cancers11101539.
Sobezak M, Pietrzak J, Ploszaj T, Robaszkiewicz A. BRG] Activates Proliferation and
Transcription of Cell Cycle-Dependent Genes in Breast Cancer Cells. Cancers (Basel). 2020
Feb 4;12(2):349. doi: 10.3390/cancers12020349.
Sobczak M, Strachowska M, Robaszkiewicz A. Udzial komplekséw SWI/SNF opartych na
aktywnosci BRG] w determinowaniu fenotypu komérek nowotworowych [Contribution of
BRGI1-dependent SWI/SNF complexes to determining the phenotype of cancer cell]. Postepy
Biochem. 2020 Mar 23;66(1):10-18. Polish. doi: 10.18388/pb.2020 312.
Sobczak M, Strachowska M, Gronkowska K, Robaszkiewicz A. Activation of ABCC Genes
by Cisplatin Depends on the COREST Occurrence at Their Promoters in A549 and MDA-MB-
231 Cell Lines. Cancers (Basel). 2022 Feb 11;14(4):894. doi: 10.3390/cancers14040894.
Rozprawa doktorska zawiera informacje o zrédtach finansowania, dorobku naukowym,
odbytych stazach zagranicznych oraz podrozdzialy ,,Wstep”, ,.Cel pracy”, ,Materialy
i metody”, ,,Oméwienie wynikow”, ,,Wnioski”, ,Literatura”, ,,Streszczenie w jezyku polskim”,
»Streszczenie w jezyku angielskim” oraz zalaczniki stanowiace kopie publikacji wigczonych
do rozprawy wraz z o$wiadczeniami Doktoranta oraz wspotautoréw tychze publikacji. Uktad
pracy jest typowy dla tego typu opracowan. Podrozdziaty sa przygotowane starannie i rzetelnie.
Uwzgledniono adekwatng literaturg przedmiotu. Role Doktoranta oraz wspotautoréw zostaly
precyzyjnie zdefiniowane podajac dokladne autorstwo wynikéw prezentowanych na
poszczegblnych rycinach w publikacjach, udziat w analizie danych, interpretacji wynikéw czy
przygotowaniu manuskryptu. Recenzent nie ma watpliwosci, ze rola Doktoranta w powstanie
wyzej wymienionych publikacji byta istotna i wiodgca. Doktorant jest rowniez pierwszym
autorem w kazdej z czterech wymienionych publikacji, co réwniez $wiadczy o jego znaczacym

wiodgcym udziale. W_opinii recenzenta, zostal w_pelni spelniony ustawowy wymoég
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samodzielnego rozwiazania problemu naukowego. Doktorant oszacowal rowniez swdj udziat
procentowy jako odpowiednio 60, 40, 85 oraz 70%. W opinii recenzenta, takie szacowane jest
problematyczne, gdyz nie ma dostepnych metodologicznych narzedzi mogacych w sposob
obiektywny 1 jednoznaczny okresli¢ udzial procentowy poszczegdlnych wspdétautoréw
publikacji. I tak przyktadowo, precyzyjny, szczegdtowy opis udziatu Promotora pomocniczego
Pana dr Ploszaja kontrastuje z jego deklaracjg o procentowym udziale na poziomie zaledwie
1% (doi: 10.3390/cancers12020349). Zatem precyzyjny opis udzialu poszczegdlnych
wspoétautoréw jest wystarczajacy do oceny wiodgcego wkladu Doktoranta, a szacowanie
procentowe mogloby by¢ pominigte, gdyz jest zabiegiem czgsto intuicyjnym o zabarwieniu
subiektywnym.

Recenzent bardzo wysoko ocenia warto$¢ naukowa wynikéw opublikowanych w trzech
artykutach oryginalnych. Warto podkresli¢, iz wyniki te zostaly juz uprzednio odpowiednio
ocenione przez mi¢dzynarodowg naukowg rade redakcyjng oraz anonimowych recenzentow
zagranicznych. Doktorant zastosowal adekwatng metodologie, tj. nowoczesne narzedzia
biologii molekularnej, biologii komdrki, biochemii czy bioinformatyki w celu weryfikacji
hipotez badawczych oraz realizacji celow ogélnych i szczegdtowych. Taki szeroki wachlarz
metod i narzedzi badawczych swiadczy o bardzo dobrym warsztacie Doktoranta. Uzyto dwa
modele komodrkowe nowotworu in vitro - komercyjnie dostgpne nowotworowe linie
komoérkowe — komoérki nowotworu ptuc A549 oraz nowotworu piersi MDA-MB-231. Do
pewnych eksperymentéw uzyto réwniez komérki nowotworu piersi MCF-7. Wybdr modeli
komoérkowych zostal adekwatnie uzasadniony. Do badania molekularnego podtoza
(epigenetycznej regulacji) lekoopornosci wybrano traktowanie cisplatyng. Poréwnano efekty
w komoérkach zaréwno wrazliwych, jak i opornych na dziatanie cisplatyny. Rola wybranych
molekularnych regulatoréw epigenetycznych zostala okreslona stosujgc dwa podejscia
metodyczne — farmakologiczne (inhibitory) oraz genetyczne (technologia oparta na siRNA).
Otrzymane wyniki badan pozwolily na wyciggniecie wielu interesujgcych wnioskéw. W opinii
recenzenta, najistotniejsze wnioski przedstawiono ponize;.

1) Regulacja ekspresji genéw zwigzanych z proliferacjg oraz naprawa DNA w komoérkach
nowotworu piersi uwarunkowana jest aktywnosciag kompleksu BRG1-EP300. Regulacja
ta realizowana jest na dwa sposoby — bezposredni oraz posredni. Po pierwsze,
mechanizm bezposredni zaklada, ze kompleks BRG1-EP300 moze wigzaé si¢ do

regionéw promotorowych gendéw, co skutkuje acetylacja reszt lizyny histonéw przez
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EP300 i ich rozpoznawaniem przez BRG1. Acetylowane histony sg usuwane, co
przyczynia si¢ do zmian konformacyjnych promujacych transkrypcje. Po drugie,
regulowana moze by¢ transkrypcja genéw E2F-zaleznych. Promowanie transkrypciji
gendéw warunkujacych podziaty komérkowe przez BRG1-EP300 moze przyczyniaé sie
rowniez posrednio do stymulacji transkrypcji genéw, ktére sg regulowane prze grupe
czynnikéw E2F.

2) Biatko PARP1 moze wptywa¢ na funkcjonalno$é¢ kompleksu BRG1-EP300. Zalezna od
PARP1 ADP-rybozylacja EP300 moze modulowaé aktywnos$¢ acetylowania reszt
histonowych przez EP300 w regionach promotoréw genéw LIGI, NEIL3 oraz CDK4.

3) W komoérkach A549 oraz MDA-MB-231 opisano nowe molekularne podloze
nabywania lekoopornosci poprzez epigenetyczna regulacje ekspresji genéw
transporteréw ABC. Po traktowaniu cisplatyna, p53 posredniczy w rekrutacji EP300 do
regionéw promotorowych genu 4ABCCI0, co promuje jego ekspresje i wyrazanie
fenotypu opornosci komérek nowotworowych na cisplatyne. W przypadku obecnosci
kompleksu CoREST w regionach promotorowych genéw kodujacych ABCC3 (komérki
A549) oraz ABCC4 (komérki MDA-MB-231), nie obserwuje si¢ w komérkach
opornych na cisplatyne przylaczania si¢ EP300, co skutecznie zapobiega promowaniu
ekspresji wyzej wymienionych genéw transporteréw ABC.

4) Kompleks CoREST jest kluczowym negatywnym regulatorem ekspresji wybranych
genéw transporterow ABC. Po traktowaniu cisplatyng, obecnos$é p53 jest istotna dla
wigzania si¢ EP300 do regionéw promotorowych genéw nieulegajgcych represji przez
kompleks CoREST.

Podsumowujac. Doktorant opisal nowy mechanizm nabywania lekoopornoécei oraz nowy

mechanizm regulacji ekspresji genéw w komdrkach nowotworowych. co stanowi oryginalne

rozwigzanie problemu naukowego i spelnienie warunku ustawowego stawianego pracom

doktorskim.

Doktorant nie ustrzegl si¢ pewnych drobnych bledéw stylistycznych wynikajacych
z naduzywania zargonu laboratoryjnego czy innych bledéw jezykowych i literéwek, co
oczywiscie nie rzutuje na mojg bardzo wysoka oceng¢ merytoryczng niniejszej pracy.
Z obowigzku recenzenta, przedstawiam pewne przyklady: , wizualizowatem otrzymane
wyniki” (strona 7), ,, jednym z lekow, z zastosowaniu ktérego” (strona 9), ,, punkty wyjscia dla
nowych terapii przeciwnowotworowej” (strona 9), ,, w butelkach hodowlanych o powierzchni

25 em’” (strona 11), ,, W celu poréwnania efektu inhibicji wybranych enzyméw z efektem
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spowodowanym inhibicjq CDK4/6 na ekspresje gendw, ktére podlegajq transkrypcyjnej
regulacji przez BRGI-EP300. W tym celu(...)” (strona 14), ,zademonstrowaé statosé
mechanizmu” (strona 15), ,, cistplatyng” (strona 16), ,, demonstruje Figura 1” (strona 18),
» wyniki zilustrowano na figurach” (o$wiadczenia).

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z zalaczonymi kopiami artykuléw naukowych
stanowigcych podstawe niniejszej rozprawy doktorskiej, recenzentowi nasuwa sie kilka pytan.

1) Pewny niedosyt budzi tytul pracy traktujacy o ,,leczeniu cytostatykami” i prezentacja
wynikéw dotyczacych epigenetycznej regulacji nabywania opornosci tylko na
cisplatyng. Czy Doktorant badal/bada réwniez podobne mechanizmy w odniesieniu do
innych klasycznych chemioterapeutykéw? Czy Doktorant moze skomentowaé to
zagadnienie w oparciu o dostgpng literature?

2) Czy nabywanie opornosci na cisplatyne/wrazliwos¢ na cisplatyne i lezace u ich podstaw
molekularne mechanizmy byty konfrontowane ze statusem receptoréw w przypadku
zastosowania modelu komérkowego nowotworu piersi? Czy Doktorant poréwnywat
obserwowane efekty takze w komérkach z nadreprezentacjg HER2, np. SK-BR-3?
A jesli nie, to czy Doktorant moze skomentowa¢ to zagadnienie w oparciu o posiadang
wiedzg¢? Czy zmieniona aktywno$¢ szlaku PI3K/AKT moze mie¢ w tym przypadku
jakiekolwiek znaczenie?

3) Czy po traktowaniu cisplatyng Doktorant obserwowal w komérkach nowotworowych
indukcj¢ procesu starzenia indukowanego chemioterapig? Z uwagi, iz jest to proces
rozpatrywany jako efekt uboczny chemioterapii promujacy pewne niekorzystne efekty
w samych komérkach nowotworowych, ale takze w mikrosrodowisku guza, czy
w organizmie czlowieka jako catosci, czy moze Doktorant skomentowa¢ jakie bytyby
ewentualne konsekwencje aktywacji $ciezki starzenia w jego ukladach
eksperymentalnych? Czy starzenie komérkowe moze modulowaé opisang przez
Doktoranta regulacje epigenetyczng?

4) Jako, ze Doktorant stosowat rutynowo transfekcj¢ przejsciowa w oparciu o technologie
siRNA do wyciszania konkretnych genéw, czy Doktorant uwaza, Zze zastosowanie
transfekcji stabilnej w polaczeniu np. z narzedziem CRISPR/Cas9 promowaloby
podobne efekty?
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5) Prosz¢ skomentowa¢ uzytecznos¢ otrzymanych przez Doktoranta wynikéw
w kontekscie projektowania nowych terapii przeciwnowotworowych. Jakie interwencje
terapeutyczne mozna byloby rozwazy¢?

Whiosek koncowy

Podsumowujac, pomimo drobnych uwag krytycznych, bardzo wysoko oceniam rozprawe

doktorskg Pana mgr. Macieja Sobczaka. Praca doktorska spelnia wymagania formalne

okreslone w art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzs i nauce
Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r. R oritioet SR

stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje 0gélng wiedze teoretyczna

i). Rozprawa doktorska

Doktoranta w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne oraz
potwierdza umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktoranta.
W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ do Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk
Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne UL o dopuszczenie Pana mgr.

Macieja Sobczaka do publicznej obrony rozprawy doktorskiej. Z uwagi na wysoka warto$é

merytoryczng prezentowanych wynikéw badan. zastosowanie licznych metod biologii

molekularnej. biologii komérki czy narzedzi bioinformatycznych oraz opublikowanie ikow

w_postaci trzech oryginalnych artykutéw naukowych w czasopismie naukowym o zasiegu

mi arodo z wiodaca rola Doktoranta (pierwszy autor), wnosze réwniez o dznienie

niniejszej rozprawy doktorskiej stosowng nagroda.

Rzeszow, 3.06.2022 dr hab. Anna Lewinska, Prof. UR
e
QUL
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