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Ocena rozprawy doktorskiej magistra Macieja Sobczaka zatytulowanej: ,,Epigenetyczne
mechanizmy regulujace proliferacje i oporno$¢ komérek nowotworowych na leczenie
cytostatykami w badaniach in vitro oraz in silico”.

W ocenianej rozprawie doktorant podejmuje prébe identyfikacji biatek kluczowych dla inwazyjnosci i
ochrony przed uszkodzeniami materiatu genetycznego komorek nowotworowych i wyjasnienia
znaczenia modyfikacji histonowych w regulacji tych gendw kodujacych te biatka. Nastgpnie doktorant
skupia si¢ na znaczeniu biatkka BRG1 i acetylotransferazy EP300 w regulacji czesci
zidentyfikowanych genéw i bialka PARP1 w regulacji aktywnosci kompleksu BRG1-EP300 oraz
transkrypcji BRG1-EP300-zaleznych genéw. Na koniec autor koncentruje si¢ na mechanizmach
regulacji biatek ABC i roli CoREST oraz biatka p53 w regulacji niektérych genéw z tej rodziny, w
odpowiedzi na dziatanie cisplatyny.

Bez watpienia jest to bardzo ambitny projekt a rezultaty przeprowadzonych przez doktoranta
eksperymentéw mogg mie¢ duze znaczenie dla rozwoju dziedziny.

Ogolna ocena formalna:

Przekazana do recenzji rozprawa liczy 111 stron i sklada si¢ z nastepujacych czesci: spisu tresci, opisu
zr6det finansowania projektu, opisu dorobku naukowego doktoranta, wigczajac cztery publikacje
stanowigce cykl publikacji w pracy doktorskiej, o tacznej wartosci: 1F=18,891 oraz 440 punktow
MNiSW, ktorych doktorant jest pierwszym autorem, opisu pozostatego dorobku naukowego
doktoranta, wlaczajac prezentacje na konferencjach i stazy zagranicznych, a nastepnie wstepu do
pracy, opisie celéw pracy, opisu materialéw i metod, oméwienia wynikéw oraz wnioskéw i spisu
cytowanej literatury. Dysertacja zakoniczona jest streszczeniami w Jezyku polskim i angielskim,
zalacznikami oraz lista o$wiadczef wspotautoréw. Uklad dysertacji jest standardowy dla tego typu
prac i zawiera wszystkie wymagane cze$ci.

Ocena kluczowych cze$ci rozprawy:

Dorobek naukowy i staze zagraniczne doktoranta.

Doktorant jest pierwszym autorem siedmiu publikacji, w wigkszosci w peer reviewed Jjournals.
Dodatkowo aktywnie uczestniczy w popularyzaciji wynikéw swoich badan naukowych i odbyt juz staz
zagraniczny. To pokazuje ogromny potencjal kandydata by stat sie w przyszlosci liderem badan
naukowych w swojej dziedzinie.

Wstep teoretyczny:

Wstep teoretyczny do dysertacji jest ogélny i wielu aspektach niewystarczajacy. Skutkuje to tym, ze
niektore zdania sg niezrozumiate np.: ,.Z kolei zmiany na poziomie transkrypcji uwarunkowane sg
zmianami w funkcjonowaniu enzymoéw epigenetycznych warunkujacych dostepnosé chromatyny dla
maszynerii transkrypcyjnej” wymaga doprecyzowania, gdyz jest w mojej opinii za duza generalizacja.
Opisywany pokrotce przez autora zwiazek pomigdzy mutacjami, zmianami transkrypcji »eNZymow
epigenetycznych” i maszynerii dostepu chromatyny nie jest zrozumialy i wymaga wyjasnien.
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Definicja ,,enzymow epigenetycznych” powinna tez by¢ precyzyjne przedstawiona w tej czesci, gdyz
nie jest jasne jakie doktadnie enzymy wedlug autora to enzymy epigenetyczne.

We wstepie brakuje takze referencji (cho¢ nie sa to referencje kluczowe) jak np. w zdaniu: ,,Z danych
literaturowych wiadomo, ze migdzy tymi enzymami dochodzi do scistej wspdlpracy na przyklad w
regulowaniu ekspresji genéw zwigzanych z naprawa uszkodzen DNA”, czy ,,Co wiecej, dobrze
udokumentowana jest rola tych enzyméw w procesie onkogenezy w przypadku wielu typow
nowotwor6w, czy ,,BRG1 wplywa na proliferacje komérek bezposdrednio regulujac przebieg cyklu
komérkowego oraz reguluje ekspresje genow zaleznych od czynnikéw E2 (E2F) m.in. cykliny A czy
cykliny E.”, czy ,Ponadto, doniesienia literaturowe ukazuja role EP300 w powstawaniu opornosci
wielolekowej (MDR) w odpowiedzi na leczenie chemioterapeutykami.” Fakt braku odpowiednich
referencji znaczaco obniza jako$¢ tekstu.

Autor takze wprowadza w tekscie nowe pojecia, ale nie przedstawia ich definicji, jak na przyktad
pojecie ,,wyspa CpG”.

Dodatkowo, wstep powinien zosta¢ podzielony na odpowiednie sekcje, odnoszace si¢ do jednego
problemu, np. sekcja omawiajgca kazde z badanych biatek, czy sekcja omawiajaca mechanizmy
powstawania oporno$ci. Podsumowujac, autor w relatywnie krotkiej sekcji odnosi si¢ do ogromnej
ilosci zagadnien biologicznych, jednak nie opisuje w sposob nalezyty ich kontekstu, a brak podziatu
na sekcje czyni go trudnym do zrozumienia dla czytelnika.

Cel pracy:

Autor w tej sekcji w odpowiedni i logiczny sposGb definiuje cele pracy doktoranckiej, ktérymi sa:
identyfikacja genéw odpowiedzialnych za proliferacje i naprawe uszkodzen DNA w komorkach
specyficznych linii komérkowych, analiza mechanizméw regulacji ekspresji genow ze szczegélnym
uwzglednieniem kilku kluczowych genéw zaangazowanych w te procesy, a takze badaniem zaleznosci
molekularnych migdzy tymi genami i ich odpowiedzi na leczenie cisplatyna.

W dalszej czesci dysertacji  doktorant uzasadnia wyzej wymienione cele w kontekscie
przeprowadzonych eksperymentow, co jest logicznym nastepstwem stawianych celéw badawczych.
Niemniej jednak niektére pojecia uzywane przez autora, podobnie jak we wstepie do pracy, wymagaja
doprecyzowania jak np. stwierdzenie, iz identyfikowane procesy biorg udzial ,,determinowaniu

odpowiedzi sekwencji promotorowych”, nie jest jasne tu co autor rozumie przez odpowiedz sekwencji
promotorow.

Materialy i Metody:
Sekcja ta zawiera wystarczajacy na potrzeby dysertacji opis materialéw i metod, szczegélnie biorgc
pod uwage fakt, iz szczegélowy opis znalez¢é mozna w publikacjach naukowych Doktoranta, ktére sa

czgscia dysertacji. Sekcja to jednoczesnie pokazuje bardzo dobrze rozwinigty warsztat metodologiczny
Doktoranta.

Omowienie wynikow:

Ponad 9 stron oméwienia wynikéw zawiera tylko jedna Rycine i Jest jednolitym tekstem bez podziatu
na sekeje, co nie jest standardem dla tego typu prac. Sekcja ta powinna by¢ podzielona na podsekcje
opisujace poszczeglne rezultaty. Niestety skonstruowanie tekstu w ten sposob czyni go
nieprzejrzystym i bardzo trudnym do czytania, co ujmuje jakosci dysertacji. W mojej opinii
podstawowym zadaniem autora w tego typu pracach Jest zreferowanie w zrozumialy dla czytelnika
sposob rezultatéw swoich badan. Po zapoznaniu sie z dysertacjg, nie mam najmniejszej watpliwosci,
ze autor po przeprowadzeniu imponujacej ilosci zlozonych eksperymentéw (opublikowanych w peer
reviewed artykulach) jest ekspertem w opisywanej dziedzinie. Niemniej jednak komunikowanie
wynikéw swoich badan naukowych, jest kluczowe dla pracy naukowe;j.



Ta czgs¢ dysertacji jest tez w wielu miejscach nieprecyzyjna np. autor nie podaje, ile konkretnie
genow zidentyfikowat w pierwszej analizie, czy tez ile genow przeanalizowat pod katem modyfikaciji
reszt histonowych (ta informacja znajduje si¢ w tekstach publikacji zatgczonych do dysertacji, ale
powinna by¢ takze uwzgledniona w tekscie rozprawy). Nie rozumiem takze, co autor ma na mysli
piszac: ,Niestety, z uwagi na duzy odsetek powtorzen par G-C wskazanie konkretnych czynnikéw
oddzialywujacych z tymi sekwencjami bylo niemozliwe”. Mysl ta wymaga dalszych wyjasnien
dlaczego bo duza liczba powtérzen CG, ktéra Jest cechg ponad 60% promotoréw kodujacych biatka,
uniemozliwia przeprowadzenie takiej analizy.

Dodatkowo, brak precyzyjnych danych w wielu miejscach tekstu uniemozliwia czytelnikowi oceng
zasadnosci postulowanych konkluzji, np. zdanie: ,....zastosowanie inhibitoréw - C646 (EP300) oraz
PFI-3 (SWI/SNF) obnizylo ekspresje....” — o ile zmienila si¢ ekspresja? Dalej: ,,Po zainhibowaniu
BRG1, EP300 oraz CDK4/6, na promotorach CDK4, NEIL3, LIG1 zaobserwowano zwigkszong
obecno$¢ biatek RB1, HDACI, oraz metylotransferazy EZH2, przy jednoczesnym oddysocjowaniu od
promotora EP300 i redukcji poziomu acetylacji”- o ile zwiekszyta sie obecno$¢ opisywanych biatek?

Jako recenzent musze jeszcze zwrécié uwage na fakt, Ze niektére wnioski postulowane w tekscie
wydajg si¢ kontrowersyjne. Przykladowo, konkluzja: .,...to zahamowanie ekspresji tych genow pod
wplywem obnizenia aktywnosci enzymatycznej badanych bialek bezposrednio wskazuje na
zaangazowanie BRG1-EP300 w stymulacje wzrostu guza, oraz odpowiedzi nowotworu na potencjalne
czynniki uszkadzajgce DNA” nie powinna by¢ sformutowana bez przedstawienia wyniku
cksperymentu pokazujacego zmiane potencjatu  proliferacyjnego hodowli komérkowej w
specyficznych warunkach eksperymentalnych (analizy markeréw proliferacji nie sg wystarczajace).
Tak samo, w przypadku analizy odpowiedzi naczynniki uszkadzajagce DNA, nalezy sprawdzi¢ zmiang
liczba uszkodzen DNA przed postawieniem konkluzji.

Podobnie w przypadku wniosku: ,,Biorac pod uwage funkcje petnione przez powyzsze geny, gdzie
CDK2/4, PCNA, CCNB, CHEK2 zaangazowane sg w kontrole przebiegu cyklu komoérkowego,
natomiast produkty genéw BRCA1/2, XRCCI1/2, LIGl, EXO1, NEIL3 sa sktadowymi szlakow
naprawy uszkodzen DNA takich jak BER, NER, SSBR, MMR, i HR [22,23], to zahamowanie
ckspresji tych genéw pod wplywem obnizenia aktywnosci enzymatycznej badanych bialek
bezpodrednio wskazuje na zaangazowanie BRG1-EP300 w stymulacje wzrostu guza, oraz odpowiedzi
nowotworu na potencjalne czynniki uszkadzajace DNA” - bez pokazania w odpowiednim
eksperymencie efektu specyficznych eksperymentalnych warunkéw na wzrost guza czy zmiane
czgstotliwosci uszkodzen DNA, stwierdzenie to jest zbyt daleko idace (cytowanie wynikéw innego
eksperymentu nie jest tu wystarczajace).

W kilku fragmentach, Autor postuluje takze, iz niektore charakteryzowane biatka i kompleksy
biatkowe mogg remodelowaé chromatyne (usuwanie/przesuwanie nukleosoméw). Taka teza powinna
by¢ oparta wynikami eksperymentéw ,,nucleosome positioning”, jednakze wyniki te nie zostaly
przedstawione zaréwno w dysertacji, jak i dolaczonych publikacjach. Przykiadowo, na stronie 25,
autor pisze: ,,Do analizy wykorzystano gen ABCC4 o analogicznym do ABCC3 w komérkach A549
poziomie ekspresji...”. Wydaje mi si¢ nie do konca uprawnione uzycie specyficznego systemu
eksperymentalnego do walidacji wynikéw badan, Jedynie ze wzgledu na podobny poziom ekspres;ji.

Podsumowujac, znaczna czes¢ powyzszego krytycyzmu ma charakter techniczny, jest tylko kwestig
przeredagowania tekstu i nie wptywa moim zdaniem na ocene ekspertyzy naukowej zdobytej przez
Doktoranta podczas studiéw doktoranckich. Dlatego tez mimo powyzszych niedociagnieé, na ktdre
Jako recenzent musze zwrdcié uwage, ta czesé rozprawy doktorskiej pokazuje bardzo wysoki poziomu
metodologicznego przygotowania Doktoranta do pracy naukowej, a zaprezentowana logika i sposob
wyciggania wnioskow z eksperymentéw jest adekwatny do poziomu doktora nauk.



Whioski:
Whnioski sg prawidlowo sformutowane, ale brakuje ich dyskusji w aspekcie limitacji zastosowanych
eksperymentéw.

Spis literatury:
Cytowana literatura jest adekwatna do opisywanego zagadnienia, cho¢ jak juz wspomniatem, w kilku
miejscach tekstu brakuje referencji, co moze wynikaé Jedynie z przeoczenia.

Streszczenia w jezyku polskim i angielskim:
Kazde ze streszczen obejmuje trzy strony, co Jest stanowczo wykracza poza standardowg dhugosé

streszczenia. Niemniej jednak oba teksy sa odpowiednim streszczeniem wynikéw prezentowanych w
dysertacji.

Publikacje skladajce si¢ na dysertacje:

Strony 38 do 101 to czesé dysertacji zawierajaca cztery publikacje na ktorych opiera sie dysertacja.
Trzy z tych prac przeszly proces peer review, zatem moje uwagi co do tej czesei dysertacji wynikaja
Jjedynie z obowigzku recenzenta.

Pierwsza publikacja opisuje interakcje PARP1 i EP300-BRG1 Jjak 1 genéw regulowanych
przez ten kompleks. Niektére wnioski stawiane w tej publikacji w mojej opinii sg zbyt daleko idace w
kontekscie przeprowadzonych eksperymentéw, jednakze publikacja niewatpliwie pokazuje wyskoki
poziom warsztatu metodologicznego Doktoranta.

Druga publikacja skupia si¢ na roli BGI w linii komérkowej raka piersi jako regulatora genéw
bioracych udzial w proliferacji i cyklu komoérkowym. Publikacja ta niewatpliwie przyczynia si¢ do
wzrostu stanu wiedzy co do regulacji powyzszych proceséw w komérkach badanej linii komorkowe;j.
Niemniej jednak konkluzja méwiaca, ze BRG] usuwa acetylowane nukleosomy powinna byé
traktowana z rezerwg, gdyz w mojej opinii taka teza wymaga dodatkowych eksperymentow.
Podsumowujae, publikacja ta znowu prezentuje wysoki warsztat przygotowania metodologicznego
Doktoranta.

Trzecia praca to praca przegladowa w jezyku polskim, ktorej zasadniczg czescig jest
podsumowanie rezultatéw zaprezentowanych w pierwszych dwéch publikacjach. Praca pokazuje, ze
doktorant jest przygotowany do pisania tego typu publikacji, ktore sa nieodzowng i wazng czescia
pracy naukowej. Nie jest jednak dla mnie jasne, czy publikacja ta przeszta proces peer review,
ainformacja ta powinna by¢ zawarta w rozprawie.

Ostatnia praca skfadajaca si¢ na rozprawe skupia sic na molekularnych podstawach
mechanizmu dziatania genéw ABCC i roli biatka COREST w mechanizmie dziatania tych genéw jaki i
mechanizmie dziatania alkylating czasteczek na te geny. Hipotezy stawiane w tej publikacji pokazuja
aplikacyjny sposéb myslenia Doktoranta, co niewatpliwie jest atutem w przyszlej pracy naukowej, a
czgs¢ metodologiczna tej pracy po raz kolejny jest dowodem na bardzo dobre przygotowanie
metodologiczne Autora do przyszlej pracy naukowe;.

Pozostala cz¢s¢ dysertacji to wymagane oswiadczenia wspolautoréw.

Ogolne uwagi i komentarze:

Podsumowujac, bardzo wysoko oceniam poziom metodologicznego i merytorycznego przygotowania
Doktoranta do przysziej pracy naukowej, czego dowodem jest warsztat eksperymentalny
zaprezentowany w tej rozprawie. Co wazne cksperymenty przeprowadzone przez Doktoranta to nie



tylko eksperymenty laboratoryjne, ale takze analizy bioinformatyczne, co jest duzym atutem i
niewatpliwie pokazuje wszechstronne przygotowanie Doktoranta do przysziej pracy. Ponadto, logika
wyciagania wnioskow z eksperymentow i dyskusji rezultatéw zaprezentowana przez Doktoranta w
rozprawie jest adekwatna do poziomu doktora nauk.

Uwagi koncowe

Stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska mgr. Macieja Sobczaka zatytulowanej: ,,Epigenetyczne
mechanizmy regulujgce proliferacje i opornos¢ komérek nowotworowych na leczenie cytostatykami w
badaniach in vitro oraz in silico”. spelnia wymagania ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o

Szkolnictwie Wyzszym i Nauce i moze by¢ skierowane do dalszych etapow postepowania
doktorskiego.
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