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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pana mgr. Macieja Sobczaka

pt. Epigenetyczne mechanizmy regulujqgce proliferacje i opornosé komdrek nowotworowych na

leczenie cytostatykami w badaniach in vitro oraz in silico.

Nowotwér to skomplikowana molekularnie zmiana patologiczna, ktéra obejmuje przede wszystkim
deregulacje wielu szlakow sygnatowych i procesow komorkowych. Ze wzgledu na zlozono$¢ oraz
nagromadzenie réznorodnych zmian komoérkowych, gléwnym problemem w walce z chorobami
nowotworowymi jest brak uniwersalnych i wiarygodnych metod identyfikacji wczesnych zmian
nowotworowych oraz skutecznych terapii. Fakt ten powoduje, ze nowotwory pozostaja jedng z
gldwnych przyczyn zgondéw zaréwno w Polsce, jak i na $wiecie. Stad wynika réwniez nieustanne
zainteresowanie badaczy mechanizmami, ktére odpowiadaja za powstawanie i progresje
poszczeg6lnych typow nowotworéw. Sposrdd nich najwieksza uwage naukowcéw poszukujacych
nowych terapii antynowotworowych skupiaja mechanizmy promujace nadmierng proliferacje oraz
inwazj¢ komorek nowotworowych w organizmie czlowieka oraz te, ktore przeciwdzialajg skutkom
stosowanych terapii. Cykl prac skladajacych si¢ na rozprawe Pana Macieja Sobczaka niewatpliwie
wpisuje si¢ w ten nurt badawczy.

Badania Pana mgr. Macieja Sobczaka opisane w przedtozonej mi do recenzji rozprawie doktorskiej
dotyczg roli jaka petnig elementy maszynerii epigenetycznej w regulacji transkrypcji w komérkach raka
piersi i ptuc w kontekscie proceséw podziatéw komérkowych i naprawy materiatu genetycznego oraz
nabywania opornosci wielolekowej. Ze wzgledu na to, ze rak pluc i piersi wykazuja jeden z najwyzszych
wskaznikéw $miertelnosci wsrdéd chorych wybér modelu eksperymentalnego uwazam za stuszny a

zarazem interesujacy do realizacji celow badawczych w ramach pracy doktorskiej. Cele szczegdtowe




pracy, ktére obejmowaty przede wszystkim wielowatkowa analize epigenetycznej regulacji ekspresji
genow przez kompleks acetylotransferazy histonowej EP300 oraz biatka BRG1 (skladnik kompleksu
SWI/SNF) wskazuja, ze Doktorant w swojej pracy podjat si¢ wykonania bardzo ambitnych zadan.
Prace doktorska Pana mgr. Macieja Sobczaka stanowi zbidr czterech spojnych tematycznie prac, trzech
eksperymentalnych i jednej przegladowej, o sumarycznym wspotczynniku IF=18, 891. Kopie publikacji
wraz o$wiadczeniami wspotautoréw zostaty wiaczone do rozprawy doktorskiej. Wszystkie wyniki
badan zamieszczone w trzech publikacjach eksperymentalnych i wchodzace w sktad rozprawy zostaty
opublikowane w jezyku angielskim w czasopi$mie Cancers. Praca przegladowa zostata napisana w
Jezyku polskim i opublikowana w Postepach Biochemii. Przygotowanie tej pracy bylo zapewne
doskonalym przygotowaniem Doktoranta do napisania rozprawy. Pan Maciej Sobczak jest pierwszym
autorem we wszystkich czterech pracach. Dotaczone oswiadczenia wspétautoréw potwierdzaja wiodaca
role Doktoranta w przygotowaniu koncepcji badan, ich realizacji, interpretacji wynikéw oraz
przygotowaniu do publikacji. Fakt ten $wiadczy o tym, ze Doktorant posiada ustawowa umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Do cyklu prac dotaczone Jest streszczenie w jezyku
polskim i angielskim. W mojej opinii przedstawiony do oceny zbior publikacji spetnia formalne
wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce
(Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz. 1668, z péZniejszymi zmianami).

Omoéwienie poszczegdlnych prac wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej poprzedzone jest
informacja o finansowaniu badafi, pozostalym dorobku Doktoranta oraz odbytych stazach
zagranicznych. Na podstawie zamieszczonej informacji mozna stwierdzié, ze Pan Maciej Sobczak w
trakcie realizacji pracy doktorskiej wykazywat sie duza aktywnoscia naukowa, tj. jest pierwszym
autorem trzech innych prac, ktére nie wechodza w skiad rozprawy. Ponadto doskonalit sw@j warsztat
badawczy w trakcie trzymiesigcznego stazu w German Cancer Research Center w Heidelbergu.
Godnym podkreslenia jest rowniez fakt, Doktorant swoje badania realizowal w ramach projektow
kierowanych przez Promotorke, dr hab. Agnieszke Robaszkiewicz, i finansowanych przez NCN oraz
NCBIR.

W rozdziale pt. Wstgp Pan mgr Maciej Sobczak opisuje aktualny stan wiedzy oraz gtéwne zagadnienia
badawcze zwigzane z funkcjonowaniem badanych bialek, EP300 i BRG1. Doktorant przedstawia
przedmiot swoich badan krétko i skupiajac si¢ gtéwnie na szczegétach mechanizmu dziatania EP300 i
BRG1. W tym rozdziale brakuje mi krotkiej charakterystyki innych elementéw istotnych dla rozprawy,
tj. roli bialka PARP, p53 czy kompleksu COREST w procesie progresji nowotworowej oraz
syntetycznego opisu kluczowych etapéw nowotworzenia. Moim zdaniem umieszczenie takich
informacji w sposob bardziej czytelny i jednoznaczny podkreslitoby kontekst wykonanych badan oraz
znaczenie celéw szczegblowych rozprawy doktorskiej. Brak opisu szerszego kontekstu badan
odzwierciedla tez lista cytowanych publikacji, ktéra zawiera tylko 27 pozycji literaturowych, co jest
do$¢ skromna liczbg w poréwnaniu do ztozonoéci omawianych zagadnien. W nastepnym rozdziale

Doktorant przedstawia cel pracy, ktérym byla identyfikacja elementéw epigenetycznych
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zaangazowanych w regulacje ekspresji genow istotnych dla proceséw zwigzanych z podziatem komorek
oraz naprawg uszkodzen DNA. Przedstawione w dalszej czesci cele szczegbtowe dobrze opisuja
poszczegllne etapy badan, ktore to obejmowaly przede wszystkim: 1) analize i poréwnanie
transkryptomu pomigdzy komdrkami prawidlowymi a nowotworowymi w celu identyfikacji gendéw o
zmienionym profilu ekspresji, ktorych produkty sa zaangazowane w proces proliferacji i naprawe
uszkodzen DNA; 2) analize regiondw promotorowych wybranych genéw; 3) wyjasnienie roli BRGI
oraz EP300 w regulacji ekspresji wybranych gendw; 4) analiz¢ funkcji biatka PARP w regulacji
aktywnosci kompleksu EP400-BRG1; 5) analiz¢ sekwencji promotorowych wybranych transporteréw
ABC pod katem wiazania bialek regulatorowych i odpowiedzi komorki na cisplatyne.

W nastepnym rozdziale Doktorant opisal materialy i modele badawcze. Do swoich badan wybrat linie
komodrkowe raka piersi, MCF-7 i MDA-MB-231 oraz pluic, A549. Oba modele komoérek s3
standardowym modelem stosowanym w badaniach in vitro i zostaly wybrane na podstawie analiz in
silico wykonanych na potrzeby niniejszej rozprawy. Takie podejscie, czyli wykorzystywanie ogélnie
dostgpnych danych do planowania eksperymentdw wydaje si¢ rozsadne i godne podkreslenia. Nieco
zaskakujacy jest dla mnie fragment pt. Analizy in vitro, str.13, w ktérym to Doktorant w do$¢
niestandardowy sposob, jak na opis metod i materiatlow, przedstawia opis zastosowanych metod wraz z
celami pracy i uzyskanymi wynikami. Dla mnie jest to raczej opis wykonanych eksperymentow i
uzyskanych wynikéw. Do analizy zmian aktywnosci badanych enzyméw lub ich komplekséw
Doktorant wykorzystat dwa podejscia eksperymentalne, a mianowicie farmakologiczne blokowanie
aktywnosci za pomoca inhibitorow lub wyciszenie ekspresji enzymdéw za pomocg siRNA. W mojej
ocenie zastosowanie dwoch réznych podejs¢ eksperymentalnych znacznie podnosi wiarygodnosé
otrzymanych wynikéw. Ponadto do realizacji wszystkich zaplanowanych celéw szczegétowych zostato
wykorzystane cate spektrum rdéznorodnych i nowoczesnych technik badawczych wsrod, ktérych
chcialabym wymieni¢: 1) analizy transkryptoméw oraz sekwencji promotorowych gendow
zdeponowanych w bazie NCBI GEO, z wykorzystaniem wielu narzedzi informatycznych i
statystycznych, ktorych szczegdtowy opis znajduje si¢ str.12-13 rozprawy, 2) metody do oceny
ekspresji genéw, takie jak: PCR w czasie rzeczywistym, immunoprecypitacja chromatyny, 3) metody
do identyfikacji biatek i ich komplekséw w komoérce - Western Immunoblotting, immunoprecypitacja,
barwienie immunofluorescencyjne, mikroskopia konfokalna, cytometria przeplywowa, spektrometria
mas. Taki zestaw metod umozliwit Doktorantowi wielowymiarowa analize problemu badawczego oraz
dat solidng podstawe do formutowania wnioskdéw koncowych.

Cykl prac eksperymentalnych stanowigcych rozprawg doktorska doskonale uzupeinia praca
przegladowa, opublikowana w czasopiSmie Postepy Biochemii, pt. Udzial komplekséw SWI/SNF
opartych na aktywnosci BRG1 w determinowaniu fenotypu komorek nowotworowych. Praca ta w sposdb
szczegdtowy opisuje role biatka BRG1 w progresji nowotworowej. Struktura i potencjalne interakcje
BGR1 w komoérce zostaly zilustrowane na dwdch klarownych rycinach, co $wiadczy o doskonalej

znajomosci przedmiotu badan przez Doktoranta. Najwazniejsza jednak czg$¢ rozprawy stanowia
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oryginalne wyniki przedstawione i przedyskutowane w trzech pracach eksperymentalnych. Do

najbardziej wartosciowych i oryginalnych wynikéw cyklu, zaliczytabym:

1.

Wyniki analiz in silico dostgpnych baz danych, ktére pozwolity na ukierunkowanie i
zdefiniowanie prac eksperymentalnych.

Identyfikacje powstawania kompleksu EP300-BRG1 oraz potwierdzenie jego roli w regulacji
ekspresji genéw zaangazowanych w podzialy komorkowe i naprawe DNA w komoérkach
nowotworowych.

Potwierdzenie udziatu biatka PARP1 w regulacji funkcji kompleksu EP300-BRG1.

Opisanie mechanizmu zaleznosci pomig¢dzy EP300, biatkiem p53 oraz kompleksem CoREST.

Potwierdzenie, ze kompleks CoREST powoduje obnizenie poziomu ekspresji wybranych
transporterow z rodziny ABC w komoérkach linii raka pluc, A549 i piersi, MDA-MB-231, w

odpowiedzi na podanie cisplatyny.

Na podstawie powyzszego podsumowania wynikéw stwierdzam, ze Doktorant w sposéb oryginalny i

nowatorski opisat epigenetyczne mechanizmy regulacji ekspresji genéw w komérkach raka piersi i ptuc.

Biorgc jednak pod uwage ustawowe obowiazki recenzenta zwigzane z krytycznym spojrzeniem na

oceniang rozprawe doktorska chciatabym podda¢ pod rozwage Doktoranta nastepujace uwagi i

spostrzezenia:

1.

W rozdziale Wstgp Doktorant w opisie mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie i
rozwoj nowotworéw dokonat bardzo wielu skr6tow i uogdlnien. Na skutek tego szereg zdan
jest nieprecyzyjnych lub blednych w swoim znaczeniu. Np. na stronie 7 Doktorant zamiescit
stwierdzenie: W dalszych etapach rozwoju guza nowotwdr moze przedostaé sie do weztow
chtonnych, nacieka¢ tkanki otaczajgce guz, lub rozsiewaé¢ si¢ daleko do potozonych tkanek.
Przedostaje i rozsiewa si¢ nowotwor czy komorki nowotworowe? Czy kazdy nowotwor tworzy
guz? Dlaczego Doktorant ani razu w swojej rozprawie nie uzywa okreslenia ,,rak’’ chociaz
rozprawa dotyczy raka piersi i pluc.

Na stronie 7 Doktorant stwierdza: Inwazyjny fenotyp komdrki nowotworowej spowodowany jest
szeregiem mutacji w obrebie jej genomu. Aktywno$¢ czynnikéw zaangazowanych w
powstawanie fenotypu inwazyjnego lub bezposrednio w migracje i inwazje komérek
nowotworowych wynika raczej ze zmian min. w sygnalizacji komérkowej, a nie bezposrednio
z mutacji w ich genach. Niekontrolowane podziaty komérkowe oraz nadmierna proliferacja to
nie jest to samo co inwazyjno$¢ i zdolnos¢ do przerzutowania komérek nowotworowych. Co
wigcej bardzo czgsto zdarza sig, ze komorki rakowe o fenotypie inwazyjnym ograniczaja proces
proliferacji.

Na stronie 7 znajduje si¢ zdanie: ,, Z kolei zmiany na poziomie transkrypcji uwarunkowane sq
zmianami w funkcjonowaniu enzymow epigenetycznych warunkujgcych dostepnosé chromatyny

dla maszynerii transkrypcyjnej.” Zmiany poziomu transkrypcji zaleza tez od innych
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10.

nieepigenetycznych czynnikéw. Proces inicjacji i poziom transkrypcji genu nie zalezy tylko od
aktywnosci czynnikéw epigenetycznych.

Na stronie 8 w opisie przedmiotu badan Doktorant stwierdza, ze ,,Co wiecej, dobrze
udokumentowana jest rola tych enzyméw w procesie onkogenezy w przypadku wielu
nowotworéw’’ Po tym zdaniu nasuwa si¢ czytelnikowi pytanie to po co je bada¢ ? Dalszy opis
biatka BRG1 poglebia watpliwosci, bo w ogéle nie precyzuje w jakich typach nowotworéw
biatko to bylo badane, ref. 4-8 czy 11. Dlaczego konsekwentnie Doktorant nie umieszcza
informacji o typach nowotwordw, w ktorych obserwowano dany efekt?

Czy szlaki sygnalizacyjne WNT i PI3K/AKT mozna nazwaé procesami komérkowymi (str.8)?
Jesli w rozprawie procesy komérkowe to podzial i naprawa DNA to konkretne, pojedyncze
szlaki sygnalizacyjne nie powinny by¢ okreslane w ten sam sposéb.

Zakonczenie rozdziatu Wstgp jest w zasadzie podsumowaniem uzyskanych wynikéw. W mojej
opinii dla calej rozprawy lepiej byloby gdyby zawieralo informacje o przestankach do
przeprowadzenia badan.

Cel pracy. Stwierdzenie, ze procesy proliferacji i naprawy DNA sag kluczowe dla inwazji
komoérek nowotworowych jest sporym i do$¢ nieprecyzyjnym uogdlnieniem. Wymienione
procesy sa kluczowe dla ogélnej progresji nowotworowej a nie tylko dla jednego z jej etapow.
Podobne niescistosci zawiera stwierdzenie: ,, odpowied? sekwencji promotorowych wybranych
genow ABC na dzialanie cisplatyny’’ . Pojawienie sig cisplatyny w srodowisku powoduje og6lng
odpowiedz komérki, na ktora to skfada si¢ szereg zmian, a zmiany obejmujace sekwencje
promotorowe sa jednymi z wielu elementow.

Materialy i metody. Doktorant napisal, ze linie MCF7 i A549 pochodza z ATCC (American
Type Culture Collection), brak informacji z jakiej kolekcji pochodzi linia MDA-MB-231
Sigma-Aldrich to nazwa firmy, a nie kolekcji referencyjne;..

Analizy in silico. Dane RNA-seq dla guza pierwotnego piersi pochodzily od jednej pacjentki ?
Uzycie liczby pojedynczej wskazuje, ze tak, chociaz opis metod w publikacji wskazuje na co$
innego. Dlaczego zastosowanie tych danych nie znalazto odzwierciedlenia w celach
szczegotowych pracy a tylko w opisie materiatéw i metod? Brak jednoznacznego wyjasnienia
lub komentarza w dalszej czgsci rozprawy.

W rozprawie pojawiaja si¢ bledy jezykowe i edytorskie, np. linia nowotworu ptuca (str.11),
Jjednego pluca czy raczej ogélnie linia raka pluc, analiza ilosciowa Real Time PCR- cato$ciowy
polski odpowiednik to analiza iloSciowa PCR w czasie rzeczywistym, geny zaangazowane w
kontrole przebiegu cyklu komdérkowego (str.20) geny czy ich produkty ? ostabienie transkrypcji
gendw (str.20) czy raczej obnizenie poziomu transkrypcji, bez zmian pozostawaly geny (str.23)
czy raczej ich poziom ekspresji, pobudzi¢ ekspresje ABCCI0 (str.25) czy raczej zwiekszy¢
poziom ekspresji. Literowki:np. analiza reszt ADP-rybozy na biatka BRGI i EP300, powinno




by¢ : analiza reszt ADP-rybozy na biatkach BRG1 i EP300. Nieprawidlowa edycja tekstu na
str.21 podobnie pkt.1 w rozdziale Wnioski, str.27

11. Doktorant nie uniknal tez w tekscie rozprawy stosowania kolokwializméw lub fraz, ktére sa
dostownym thumaczeniem z je¢zyka angielskiego, np. obrobka surowych danych (str.7), obrobka
statystyczna (oswiadczenie Doktoranta), komorki przyzwyczajano do pozywki (str.11),
odpornos¢ na uszkodzenia DNA (str.19), podazajac za mysla (str.22)

Powyzsze uwagi nie umniejszajg jednak w zaden sposob wartosci przedstawionej mi rozprawy. Mam

nadzieje, ze Doktorant potraktuje je jako uzasadnione i cenne wskazéwki, a nie nadmierng krytyke. Po

lekturze rozprawy mam réwniez kilka pytan, ktére odnosza si¢ gtéwnie do czesci wstepnej prezentujacej
0gdlng wiedz¢ Doktoranta na temat przedmiotu rozprawy:

1. Czy zdaniem Doktoranta inwazyjny fenotyp komoérek nowotworowych jest tylko wynikiem
nagromadzenia mutacji w genomie i zmianami w transkryptomie ? Czy moze jeszcze inne
mechanizmy maszynerii komérkowej odpowiadaja za inwazyjnos¢ komoérek, np. zmiany i
modyfikacje potranskrypcyjne lub potranslacyjne. Jak Doktorant definiuje fenotyp inwazyjny
komorek rakowych?

2. Czy zmiany na poziomie transkrypcji genéw uwarunkowane sg tylko zmianami w funkcjonowaniu
enzymow epigenetycznych ? Czy sekwencje promotorowe genéw, a tym samym profil ekspresji

gendéw moze by¢ modyfikowany przez inne nieepigenetyczne czynniki ? Jesli tak to jakie?

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z trescia rozprawy stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa doktorska Pana Macieja Sobczaka spelnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z dnia 30 sierpnia 2018 r., poz.
1668, z pozniejszymi zmianami). Przedmiotem cyklu prac skladajacych si¢ na rozprawe jest
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. W poszczegélnych rozdzialach rozprawy
Doktorant wykazal si¢ wiedza teoretyczng w zakresie prowadzonych badan. Dolaczone do
rozprawy oSwiadczenia wspélautoréw badan potwierdzaja, ze Doktorant posiada umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. A zatem zwracam si¢ do Wysokiej Komisji ds.
Stopni Naukowych w dziedzinie nauk $cislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne
Uniwersytetu Lédzkiego o dopuszczenie Pana mgr. Macieja Sobczaka do dalszych etapéw
post¢gpowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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