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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr. Piotra Ciesielskiego,
na stopien doktora nauk biologicznych, pt.:
"Dioksygenazy TET i O-GIcNAc transferaza w progresji nowotworéw endometrium”
wykonanej w Katedrze Cytobiochemii Instytutu Biochemii Uniwersytetu tédzkiego,
pod promotorstwem dr. hab. Anny Krzeslak, prof. Ut oraz promotorstwem pomocniczym

dr. Pawta Jézwiaka.

Recenzja zostata przygotowana w oparciu o pismo Przewodniczgcej Komisji Uniwersytetu
tédzkiego ds. Stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne z dnia 2 lipca 2024 roku wraz z

zatgcznikami

Dioksygenazy TET to enzymy bioragce udziat w demetylacji DNA, co wptywa na regulacje ekspresji
gendéw. Enzymy te utleniajg 5-metylocytozyne do 5-hydroksymetylocytozyny, 5-formylocytozyny i 5-
karboksycytozyny, prowadzac do zmniejszenia metylacji DNA, co moze reaktywowac geny supresorowe
nowotworéw lub wptywaé¢ na mechanizmy regulacyjne. O-GIcNAc transferaza (OGT) to enzym, ktdry
katalizuje proces glikozylacji biatek (O-GIcNAcylacji), co wptywa na ich funkcje, stabilnos¢ oraz interakcje
z innymi biatkami. OGT i TET moga dziataé¢ synergistycznie w regulacji ekspresji gendw. Zmiany w
glikozylacji i metylacji moga prowadzi¢ do zaburzen w epigenetycznej regulacji genéw odpowiedzialnych
za progresje nowotworu. Rola i wspoétdziatanie tych enzymoéw progresji nowotworéwendometrium nie
byty wyczerpujgco opisywane, zatem podjety przez Doktoranta temat uwazam za uzasadniony.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma forme monografii w twardej oprawie,
uktadzie hybrydowym, gdyz zawiera zaréwno opublikowane w dwéch artykutach jak i
nieopublikowane wyniki prac badawczych. Sktada sie z czesci zasadniczej o uktadzie typowym dla
opracowan prac eksperymentalnych zawierajgcej wszystkie niezbedne elementy tj. strone
tytutowq, spis tresci, wykaz skrotow, wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje i
whnioski. Catos¢ uzupetniajg streszczenia w jezyku polskim i angielskim oraz pismiennictwo
obejmujgce 233 pozycje literaturowe. Rozprawa zawiera piec zatgcznikéw, trzy z nich to prace

oryginalne wspodtautorstwa Doktoranta wraz z suplementem, w czwartym znajdujg sie wyniki



badan, ktére nie zostaty opublikowane, a pigty zawiera oswiadczenia wspdtautoréw. Sposdb
przygotowania, uktad pracy i jej forma nie budzg wiekszych zastrzezen, moze z wyjatkiem braku
numeracji stron zawierajgcych zataczniki.

Doktorant wprowadza czytelnika w badany temat w obszernym wstepie teoretycznym,
stanowigcym wyczerpujgcy przeglad doniesien literaturowych. Autor wykazat sie erudycja,
komunikatywnoscig oraz zdolnoscig syntetycznego przekazu tresci. Rozpoczyna od ogdlnej
charakterystyki strukturalnej i funkcjonalnej biatek TET a nastepnie przechodzi do opisu ich roli
w procesach pasywnej i aktywnej demetylacji DNA. W dalszej cze$ci omawia wptyw interakcji
biatek TET z innymi biatkami na modyfikacje epigenetyczne. Nastepnie Doktorant wyczerpujgco
omawia role biatek TET w procesie nowotworzenia i przechodzi do charakterystyki procesu O-
GlcNAcylacji. Po podsumowaniu struktury i funkcji gtéwnych enzymoéw zaangazowanych w ten
proces, charakteryzuje jego role w rozwoju i progresji nowotwordw, wptyw na metabolizm
komdrkowy i przekazywanie sygnatéw w komdrce. W podsumowaniu oceny tej czesci pracy
pragne stwierdzi¢, ze zostata ona opracowana poprawnie pod wzgledem merytorycznym i w
satysfakcjonujgcym stopniu prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng mgr. Piotra Ciesielskiego.
Zabrakfo tylko, chocby kroétkiego, opisu tytutowego problemu klinicznego, czyli nowotworéw
endometrium. Pozostaje mie¢ nadzieje ze ustyszymy nieco o tym podczas publicznej obrony.

Cze$¢ doswiadczalna obejmujgca 36 stron napisana jest doktadnie i z uwzglednieniem
kolejnych etapdw pracy eksperymentalnej, od przyjecia zatozen i celdw, przez opis metod
badawczych i uzyskanych wynikow do dyskusji i sformutowania wnioskow.

Gtéwnym celem pracy byto okreslenie zwigzku pomiedzy ekspresjg gendéw TET i OGT a
progresjg raka endometrium oraz wptywu wzajemnych oddziatywan miedzy TET3 i OGT na
regulacje ekspresji gendw zwigzanych z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym oraz zdolno$é
komoérek raka endometrium do inwazji i przerzutowania. Na podkreslenie i uznanie zastuguje
kompleksowe podejscie do problemu badawczego poprzez wykorzystanie zaréwno materiatu
klinicznego jak i odpowiednio dobranych modeli komérkowych. W sekcji tej zaproponowane
zostaty réwniez techniczne cele szczegdtowe, ktére jasno wytyczajg kolejne etapy pracy
badawczej. W tym miejscu mam jednak zastrzezenie do sformutowania celu 3 ,Okreslenie
wptywu poziomu ekspresji gendw TET na rokowanie pacjentek z rakiem endometrium”. W
oparciu o zaproponowany model badania niestety nie da sie okresli¢ wptywu poziomu ekspres;ji

na rokowanie, mozna co najwyzej oszacowaé wartos¢ rokownicza.
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Opis metod badawczych dotyczacych pozyskania materiatu oraz eksperymentow
dotyczacych analizy ekspresji mRNA oraz biatek jest obszerny i wystarczajacy do rzetelnej oceny
sposobu prowadzenia badan, Swiadczy tez o duzej biegtosci Doktoranta w obszarze tej czesci
pracy eksperymentalnej. Nie znalaztem niestety informacji o tym jakie byty kryteria doboru
gendw i biatek referencyjnych oraz czy poza pomiarem spektrofotometrycznym oceniano jakos$¢
wyizolowanego RNA? W kilku miejscach Doktorant postuguje sie wytacznie szybkoscig wirowania,
co bez podania promienia rotora jest informacjg w zasadzie bezuzyteczng. Niestety w opisie
stosowanych metod (Rozdziat 7.) nie ma zadnych informacji o analizach zawartosci 5-
metylocytozyny i 5-hydroksymetylocytozyny w DNA, odnajdujemy je dopiero w Zatgczniku 1 w
sekcji ,Materials and methods”. Jednak i tu brakuje kluczowych informacji na temat sposobu
kalibracji i interpretacji iloSciowej. Czy przedstawione wartosci procentowe odnoszg sie do relacji
molowych czy wagowych? Jakiej ilosci DNA uzyto do analiz i czy oceniana byta potencjalna
kontaminacja RNA?

W liczacym nieco ponad 5 stron opisie wynikdw Doktorant syntetycznie podsumowat
rezultaty badan opisanych w publikacjach stanowigcych Zataczniki 1., 2. i 3. jak réwniez
nieopublikowanych wynikéw zawartych w Zatgczniku 4. Do najwazniejszych osiggnie¢ zaliczam:

e wykazanie nizszego poziomu ekspresji mRNA TET1 i TET2 oraz wyzszego TET3 w
probkach raka niz w prébkach prawidtowych tkanek, oraz zwigzku poziomu
ekspresji ze stopniem zaawansowania guza.

e zaobserwowanie dodatniej korelacji miedzy zawartoscig 5-hmCw DNA a wzgledng
ekspresjg TET1i TET2,

e identyfikacja ekspresji TET1 jako potencjalnego czynnika rokowniczego u
pacjentek chorych na raka endometrium,

e udowodnienie wptywu zmiany w ekspresji TET3 i OGT na ekspresje FOXC1, TWIST1
i ZEB1,

o okreslenie zdolnos¢ wigzania sie biatek TET3 i OGT do regionédw chromatyny
zwigzanych z FOXC1, TWIST i ZEB1,

e zaobserwowanie odmiennego wptywu nadekspresji OGT i TET3 na potencjat
migracji i inwazji komérek HEC-1A i Ishikawa,

e zaobserwowanie korelacje miedzy ekspresjg OGT a TWIST1 i ZEB1 jak réwniez
miedzy TET3 a FOXC1.
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Po opisie wynikow Autor zamiescit blisko osmiostronicowa dyskusje, w ktérej umiejetnie
prezentuje wtasne wyniki w kontekscie doniesient innych badaczy. Doktorant doskonale zdaje
sobie sprawe z niedoskonatosci i ograniczen badanych modeli i rozwaznie je dyskutuje. W mojej
ocenie przedstawione wysokiej jakosci wyniki upowaznity Doktoranta do wyciagniecia,
przedstawionego w Rozdziale 9.1, wniosku koricowego. Bez watpienia biatka TET odgrywajg
istotng role w progresji nowotworu endometrium. Interakcje miedzy biatkami TET3 i OGT, a
odgrywajg role w regulacji ekspresji gendéw zaangazowanych w przejscie epitelialno-
mezenchymalne oraz wptywajg na zdolnosé komérek do inwazji i przerzutowania. Potencjat na
praktyczne zastosowanie ma identyfikacja ekspresji TET1 jako niezaleznego czynnika
rokowniczego.

Z recenzenckiego obowigzku przedstawiam réwniez liste drobniejszych uchybien
zauwazonych w ocenianej rozprawie:

e Autor zamiennie i niekonsekwentnie stosuje polska i angielska terminologie, jak rowniez
miesza rézne konwencje wyrazania stezen roztworow,

o w wykazie skrétéw pojawia sie niewtasciwa nazwa zwigzku — 5-karboksylocytozyna,

e proces przeksztatcenia 5-metylocytozyny do 5-hydroksymetylocytozyny oraz dalej do 5-
formylocytozyny i 5-karboksycytozyny jest procesem utleniania a nie hydroksylacji,

e ilos¢ 5-karboksycytozyny w genomie jest ponad 1000 razy mniejsza niz 5-
hydroksymetylocytozyny,

e TDG nie jest jedyng glikozydazg wycinajgcy 5-formylocytozyne i 5-karboksycytozyne,

e powszechnie stosowanym terminem jest ,,ubikwitynacja” a nie ,ubikwitynylacja”,

e skrot nazwy “single strand selective monofunctional uracil DNA glycosylase” to SMUG1

a nie SLUGI,

e zamiennie i niekonsekwentnie stosowane sg skréty dla 2-ketoglutaranu (2-KG i 2-0G),
e pierwsze zdanie w rozdziale 4.2.1 wymaga przeredagowania stylistycznego,
e przyspieszenia nie wyrazamy w jednostkach ,,rpm”,

e w kilku miejscach nazwy gendw nie zostaty napisane kursywa.

Powyzsze uwagi nie wptywajg na warto$é merytoryczng rozprawy, ktérg oceniam bardzo
wysoko. Chciatbym, aby stawiane w prezentowanej recenzji pytania oraz przedstawione uwagi
nie zostaty odebrane jako gtos krytyczny, lecz by staty sie elementem w dyskusji naukowej z

Doktorantem.
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Rozprawa doktorska mgr. Piotra Ciesielskiego jest wartosciowa badawczo, ma
niewatpliwe walory poznawcze oraz dowodzi umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt opublikowania znaczgcej czesci wynikow w
pracach, ktére ukazaty sie w recenzowanych czasopismach: Tumor Biology oraz International
Journal of Molecular Sciences. Doktorant jest pierwszym autorem obu prac, a zatgczone
oswiadczenia wspoéfautorow jasno wskazuja na jego wiodgcy role w zaréwno w czesci
eksperymentalnej jak i podczas przygotowania publikacji. O dojrzatosci badawczej mgr. Piotra
Ciesielskiego najlepiej swiadczy fakt uzyskania i rozliczenia samodzielnego projektu badawczego
w konkursie NCN Preludium, jak réwniez dofinasowania w ramach dotacja celowa dla mtodych
naukowcow oraz uczestnikdéw studidw doktoranckich.

Podsumowujac stwierdzam, Ze oceniana rozprawa na stopien doktora nauk
biologicznych spetnia wymogi stawiane pracom doktorskim okreslone ustawg z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. z 2017r. poz. 1789. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i
wykazuje ogolna wiedze teoretyczng mgr. Piotra Ciesielskiego w dyscyplinie nauki biologiczne
a jej autor udowodnit umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Wnosze
zatem do Wysokiej Komisji Uniwersytetu todzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie
nauki biologiczne o dopuszczenie mgr. Piotra Ciesielskiego do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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