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Recenzjarozprawy doktorskiej
Pana mgr. Piotra Ciesielskiego

pt. Dioksygenazy TET i O-GIcNAc transferaza w progresji nowotworéw endometrium

Choroby nowotworowe to narastajgcy problem zdrowotny, zaréwno w Polsce, jak i na $wiecie. Pomimo
duzego postepu w diagnostyce i leczeniu nowotwordw, wcigz prowadzi sie intensywnie badania
ukierunkowane na identyfikacje wiarygodnych czynnikoéw, ktére mogtyby stanowi¢ markery wczesnych
zmian nowotworowych lub tez by¢ celem skutecznej terapii. Tematyka rozprawy Pana mgr. Piotra
Ciesielskiego niewatpliwie wpisuje sie w ten wazny obszar badawczy.

Przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska zostata zrealizowana pod kierunkiem dr hab. Anny
Krzeslak w ramach ksztatcenia w Studium Doktoranckim Biochemiczno-Biofizycznym na Wydziale
Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu todzkiego. Promotorem pomocniczym byt dr Pawet
Joézwiak. Rozprawa jest czesciowo wynikiem realizacji projektu finansowanego przez Narodowe
Centrum Nauki (Preludium 10).

Rozprawa doktorska Pana mgr. Piotra Ciesielskiego zostata przygotowana na podstawie dwodch
opublikowanych prac oryginalnych oraz spojnych tematycznie nie opublikowanych wynikéw. Kopie
publikacji wraz oswiadczeniami wspotautoréw zostaty wigczone do rozprawy doktorskiej. Wszystkie
wyniki badan zamieszczone w dwdch publikacjach eksperymentalnych i wchodzace w sktad rozprawy
zostaly opublikowane w jezyku angielskim w czasopismie Tumor Biology lub International Journal of
Molecular Science. Pan mgr Piotr Ciesielski jest pierwszym autorem w w/w publikacjach. Dotgczone
oswiadczenia wspétautorow potwierdzajg wiodgcg role Doktoranta w przygotowaniu koncepcji badan,
ich realizaciji, interpretacji wynikdw oraz przygotowaniu do publikacji. Fakt ten potwierdza, ze Pan mgr
Piotr Ciesielski posiada ustawowg umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.
Rozprawa doktorska zostata przygotowana w jezyku polskim, obejmuje tgcznie 94 strony. Do rozprawy

dotgczono 5 zatgcznikéw, zatgcznik 1-3 to opublikowane prace eksperymentalne z uzupetnieniami,
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zatgcznik 4 — wyniki nie umieszczone w publikacjach i zatgcznik 5 — o$wiadczenia wspétautorow. Czesé
opisowa rozprawy zostata klasycznie podzielona na nastepujgce rozdziaty: Wstep, Zatozenia i cel pracy,
Materiaty, Metody, Omoéwienie wynikow, Dyskusja, Podsumowanie i Wnioski oraz Bibliografia. Wyzej
wymienione rozdziaty zostaty uzupetnione o alfabetyczny wykaz skrotdéw umieszczonych w pracy,
chronologicznie przedstawione w pracy ryciny i tabele, streszczenia w jezyku polskim i w jezyku
angielskim oraz bibliografie. Rozdziat Bibliografia zawiera 233 pozycji literaturowych, ktére sg
prawidtowo cytowane przez Autora w poszczegodlnych czesciach rozprawy. Pod wzgledem edytorskim,
czesc¢ opisowa pracy zostata przygotowana w sposob bardzo staranny i przejrzysty.

W czesci Wstep Pan mgr Piotr Ciesielski w sposob jasny i przystepny wprowadza czytelnika w
przedmiot swoich badan. Autor opisat nastepujgce aspekty swojej rozprawy: strukture i funkcje,
dioksygenaz TET (z ang. ten-eleven translocation), ze szczegélnym uwzglednieniem ich roli w regulacji
epigenetycznej ekspresji genéw oraz wptywie na proces nowotworzenia, przebieg procesu O-
GlcNAcylacji w komoérce i role gtownych enzymow regulujgcych ten proces, czyli transferaz OGT (z ang.
O-linked N-acetylglucosoamine) i hydrolaz OGA (z ang. O-GlcNAcase) oraz zaburzenia w/w procesu w
komodrkach nowotworowych. Poszczegodlne podrozdziaty zestawione sg logicznie i nie zawierajg
zbednych informacji. Dodatkowo wybrane, najistotniejsze czesci rozdziatu zostaty zilustrowane na 3
rycinach, co $wiadczy o dobrym zrozumieniu prezentowanych zagadnien przez Autora.

Gléwnym celem pracy Pana mgr. Piotra Ciesielskiego byta analiza ekspresji i wzajemnych oddziatywan
pomiedzy biatkami TET i OGT w kontekscie proceséw zwigzanych z progresjg nowotworowa. Tak
sformutowany cel uwazam za ambitny i nowatorski. Ze wzgledu na to, ze zaproponowane badania byty
prowadzone w odniesieniu do raka endometrium, ktéry jest czesto diagnozowanym rakiem u kobiet,
odznaczajgcym sie duzym potencjatem inwazyjnym, wybor modelu eksperymentalnego uwazam za
stuszny a zarazem ciekawy do realizacji celéw badawczych w ramach pracy doktorskiej. Dodatkowo
przeprowadzenie analizy ekspresji genéw kodujgcych w/w biatka w prébkach od pacjentek oraz podjecie
préby skorelowania ich ekspresji z warto$cig prognostyczng w raku endometrium, uwazam réwniez za
dobrze przemyslane i niezwykle interesujgce podejscie eksperymentalne.

Gtéwny cel pracy zostat przez Doktoranta osiggniety w toku prowadzonych badan poprzez realizacje
szeregu celdéw szczegdtowych wymienionych w rozprawie. Cele te obejmowaty min. analize ekspresiji
gendw TET1-3, OGT i OGA oraz genéw zaangazowanych w proces EMT w tkankach zmienionych
nowotworowo i prawidlowym nabtonku oraz probe korelacji poziomu ekspresji badanych gendéw z
rokowaniem u pacjentek, a takze ocene oddziatywan pomiedzy biatkami TET i OGT w kontekscie ich
zdolnosci do modyfikacji histondw i wptywu na zdolno$ci migracyjne komérek raka endometrium.
Cze$¢ doswiadczalna pracy zaczyna sie od opisu materiatéw uzytych do wykonania poszczegdlnych
eksperymentéow. W tym miejscu za godny podkre$lenie uwazam, fakt, ze do analizy ekspresji gendow
Doktorant wykorzystat materiat kliniczny pozyskany dzieki wspétpracy z Klinikg Ginekologii
Onkologicznej Szpitala im. M. Kopernika w todzi. Podjecie wspétpracy z lekarzami uwazam za bardzo
cenne, bo wyniki uzyskane bezposrednio na bazie materiatu klinicznego znacznie podnoszg wartos$¢
wszystkich wynikbw pracy i mocno uwiarygadniajg wnioski koncowe rozprawy. Do badan

funkcjonalnych natomiast, Doktorant uzyt dwdch linii  komérkowych, HEC-1 lub Ishikawa,



wyprowadzonych od pacjentek z gruczolakorakiem endometrium o réznym stopniu zréznicowania. Linie
te pochodzity z amerykanskiej (ATCC) lub europejskiej (ECACC) kolekg;ji linii komoérkowych.
Nastepny rozdziat Metody zostat przygotowany w sposob rzetelny, adekwatny do czesci Wyniki oraz
umozliwiajgcy odtworzenie eksperymentdéw, co powinno by¢ sednem tego rozdziatu.
Znaczenie biatek TET i OGT w progresji endometrium zostato ocenione poprzez zastosowanie szeregu
technik eksperymentalnych do analizy ekspresji gendw, identyfikacji biatek, oceny wiasciwosci
funkcjonalnych komoérek. Wsrdd zastosowanych metod znalazty sie metody modyfikacji poziomu biatka
w komorkach, tj. wyciszenie (SiRNA) i nadekspresja biatek za pomocg plazmidéw ekspresyjnych,
izolowanie RNA i DNA, RTPCR i gPCR, immunoprecypitcja chromatyny, analiza zawartosci
poszczegoélnych frakcji komdrkowych, identyfikacja biatek metodg Western Immunoblotting, testy
funkcjonalne, tj. test zarastania rany lub inwazji przez mieszanine biatek macierzy zewngtrzkomorkowej
(Matrigel). Zastosowanie catego spektrum powyzszych metod pozwolito Panu Piotrowi Ciesielskiemu
na wielowymiarowg analize postawionego problemu badawczego oraz na osiggniecie zaplanowanych
celdéw szczegotowych rozprawy.
Rozdziat Wyniki zostat zorganizowany w logiczny sposob w odniesieniu do opisu roli i funkcji biatek TET
i OGT zawartego we wstepie rozprawy doktorskiej. Rozdziat ten Autor podzielit na osiem czesci, z
ktérych kazda to krétki i syntetyczny opis wynikdéw zebranych w publikacjach dotgczonych do rozprawy,
z odpowiednimi odniesieniami do opublikowanych rycin. Uwazam, Zze taki sposob przedstawienia
wynikow byt bardzo dobrg decyzjg Autora, bo znacznie utatwia catosciowe i poglgdowe zrozumienie
zatozonego celu rozprawy i jest dobrym wprowadzeniem do publikacji zatgczonych do rozprawy. Po
lekturze dotgczonych zatgcznikow zawierajgcych wyniki bedagce podstawg rozprawy Pana mgr. Piotra
Ciesielskiego stwierdzam, ze osiggniecie zatozonych celi badawczych byto mozliwe dzieki temu, ze
eksperymenty zostaty przeprowadzone w sposob przemyslany, stanowig logiczna catos¢, nie brakuje
odpowiednich kontroli. Do najbardziej warto$ciowych i oryginalnych wynikow uzyskanych podczas
realizacji rozprawy doktorskiej zaliczytabym:
1. Ocene ekspresji genow TET 1,2,3 w materiale klinicznym pochodzgcym od pacjentek z rakiem
endometrium.
2. Wykazanie, ze ekspresja TET1 i TET2 w raku endometrium jest nizsza w tkankach zmienionych
nowotworowo w poréwnaniu z prawidtowym nabtonkiem.
3. Wykazanie, ze ekspresja TET3 jest wyzsza w raku endometrium w zmianach o charakterze
bardziej agresywnym, o mniejszym stopniu zréznicowania.
4. Potwierdzenie, za pomocg odpowiednio dobranych testéw statystycznych, Zze obnizona
ekspresja TET1 moze by¢ potencjalnym markerem prognostycznym w raku endometrium
5. Potwierdzenie oraz analize wspoétzaleznosci pomiedzy biatkiem TET3 i OGT, z uzyciem dwéch
linii komoérkowych raka endometrium, w kontekscie proceséw komodrkowych, takich jak:
regulacja epigenetycznej ekspresji gendw oraz migracja i inwazja komorek.
Na podstawie powyzszego podsumowania wynikow stwierdzam, ze Pan mgr Piotr Ciesielski w sposéb
oryginalny i nowatorski przeanalizowat i opisat relacje pomiedzy biatkami TET i OGT w kontekscie

proceséw komorkowych prowadzacych do progresji raka endometrium.



W rozdziale Dyskusja Autor przedyskutowat uzyskane wyniki w odniesieniu do dostepnych danych
literaturowych i adekwatnie do opiséw zawartych w rozdziale Wstep i Wyniki, co powoduje, ze cata
rozprawa stanowi spodjng i zwartg catos¢. W mojej ocenie dyskusja jest trafna, rzetelna i obejmuje
wszystkie aspekty uzyskanych wynikéw, co potwierdza dojrzato$¢ naukowg Doktoranta w formutowaniu
i analizowaniu zagadnien badawczych. llo$¢ zacytowanych pozycji literaturowych oraz sposéb
przedstawiania swoich wlasnych wynikéw na tle aktualnej wiedzy potwierdza dogtebng znajomosc¢
omawianej problematyki przez Autora.

Podsumowujgc z petnym przekonaniem stwierdzam, ze Pan mgr Piotr Ciesielski w swojej rozprawie
doktorskiej przedstawit oryginalne rozwigzanie problemu badawczego oraz poprawnie przedstawit
efekty swojej pracy eksperymentalnej w rozprawie doktorskiej. Ponadto wykazat sie wnikliwos$cig
badacza, umiejetnoscia wykorzystania szeregu technik biologii komodrki i biologii molekularnej,
prezentacji swoich wynikow i ich interpretaciji.

Biorgc jednak pod uwage obowigzki recenzenta zwigzane z krytycznym spojrzeniem na oceniang
rozprawe doktorskg chciatabym poddac pod rozwage Doktoranta nastepujace uwagi:

Rozdziat Wstep

e Autor wprowadzit element zamieszania do tekstu, jesli chodzi o stosowanie i rozwijanie skrétéw
w tekscie, moim zdaniem korzystana jest dla czytelnika zasada, ze nazwa skrétu jest rozwijana,
w miejscu, w ktorym skrét pojawia sie po raz pierwszy w tekscie. Niestety Autor nie stosowat
konsekwentnie tej zasady w rozprawie, co znacznie utrudnia zrozumienie tekstu, np. skrot TET
pojawia sie na str. 6, rozwiniecie jest na str.7, skrét 2-KG — str.8, rozwiniecie skrétu str.10 itp.

o W catej rozprawie brak jest réwniez konsekwencji w stosowanej pisowni nazw gendw i biatek
ludzkich. Wydaje sie, ze Autor przyjgt zasade pisowni nazw gendw kursywa, a nie zawsze tak
jest np.str.41 , kopii mMRNA genu HRT1”, podczas gdy a ha str.42 ,,kopii mRNA genu HRT1” itp.

e Czy mozna napisac ,,OGT mogta modyfikowac histon H2B na serynie 112.” (str.16) czy raczej
w serynie 112. Jak jest prawidtowa forma?

e Prosze o wyjasnienie co Autor miat na mysli piszgc ,,sekwencjonowanie egzomu ” (str.18) oraz
.»SZklak mTOR” (str.30), w tym ostatnim wypadku chyba to jest niefortunna kalka jezykowa z
angielskiego.

o W czesci tej, jak i rébwniez w pozostatych czesciach rozprawy, nie znalaztam jasnego
wytlumaczenia, dlaczego w rozprawie nie zaplanowano analizy ekspresji czynnika
transkrypcyjnego Snail, ktéry jest pierwszym czynnikiem, inicjujgcym proces EMT.
Stwierdzenie, ze badane czynniki zostaty wybrane na podstawie danych literaturowych
pozostawia pewien niedosyt informacji u czytelnika, dlatego prosze o wyjasnienie jakie to sg
dane i co pokazujg?

Rozdziat Materiaty i metody

e Rozdziat 7.1. Czy FBS uzywany do hodowli byt inaktywowany termicznie?

e Na jakiej podstawie dokonywano wyboru genu referencyjnego w poszczegoéinych rekcjach
gPCR, czy i jak byla sprawdzana stabilno$¢ genu/gendéw referencyjnych, czy wybér oparto na
danych literaturowych?

e Czy po izolacji RNA byt okreslany wspétczynnik integralnosci, RIN?



e Podrozdziat 7.14.5, jaki czynnik zastosowano do blokowania wolnych miejsc na membranie,
czy zastosowano tylko bufor?
Rozdziat Wyniki
o Do modyfikacji ekspresji badanych genéw wykorzystano metode przejsciowej transfekcji. Do
eksperymentow brane byty komérki 24 h po transfekcji plazmidami do nadekspresji lub 48 h po
wyciszeniu za pomocg siRNA. Z opisu zamieszczonego w rozprawie wynika, ze wykonano
analize efektow nadekspresiji lub wyciszenia genéw badanych biatek tylko odpowiednio po 24h
godzinach lub 48 (rozdziat metody), czy potwierdzono takze, ze efekty transfekcji utrzymujg sie
po dtuzszym czasie czyli po 72h lub 96h czyli de facto w czasie obserwacji eksperymentalnych
dotyczgcych np. inwazji komoérek lub analizy frakcji komorkowych, czy analizowano jak diugo
utrzymywaty sie w komoédrkach zastosowane modyfikacje ekspresji? Czy poziom regulacji
poziomu badanych biatek byt analizowany za pomocg WB czy tylko oznaczano poziom mRNA
(zatgcznik 2, publikacja w IIMS, Figura 1A.) Moje watpliwosci budzi WB przedstawiony na
nastepnej rycinie w tej opublikowanej pracy (Figura 2B, IIMS, zalgcznik 2), gdzie poziom
nadekspresji biatka TET3 w komaérkach linii Ishikawa nie rézni sie od poziomu kontroli, w
przeciwienstwie do komoérek linii HEC-1, czy to jest analiza nadekspres;ji po 24 h od transfekcji?
A pozostate zestawione paski WB to analiza wynikéw eksperymentow po jakim czasie? Czy do
analizy w/w WB wykorzystano narzedzia analizy obrazu, np. program Image J.
Rozdziat Dyskusja
e Pomimo tego, ze uwazam, Ze jest to bardzo dobrze napisany rozdziat to troche brakuje mi w
tym rozdziale osobistego odniesienia sie Autora do otrzymanych wynikéw, poprzez np.
uzywanie stwierdzen, ,,moim zdaniem”, ,,uwazam”.
Przedstawione przeze mnie powyzsze uwagi nie umniejszajg jednak w zaden sposob wartosci
przedstawionej mi rozprawy. Mam nadzieje, ze Pan mgr Ciesielski potraktuje je jako niezbedne

elementy w dyskusji naukowe;j.

Podsumowanie:

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z trescig rozprawy stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny
rozprawa doktorska Pana magistra Piotra Ciesielskiego spelnia wymagania okreslone w Ustawie
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki. Przedmiotem rozprawy jest oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. W
poszczegdlnych rozdziatach rozprawy Pan magister Piotr Ciesielski wykazal sie wiedzg
teoretyczng w zakresie prowadzonych badan oraz umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. A zatem zwracam sie¢ do Komisji Uniwersytetu Lédzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Pana magistra Piotra Ciesielskiego

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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