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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Ciesielskiej

»Udzial aKlotho w transformacji nowotworowej pecherza moczowego”

Rak pecherza moczowego zajmuje dziewigte miejsce pod wzgledem czestosci
zachorowan na nowotwory zto$liwe na $wiecie i jest najczesciej wystepujacym nowotworem
uktadu moczowego w Polsce. Najczesciej diagnozowane sa nowotwory nienaciekajace blone
migsniowa pgcherza moczowego (NMIBC), ktore charakteryzuja sie czestymi nawrotami. Z tego
wzgledu wystepuje koniecznos$¢ wielokrotnego monitorowania i powtarzania zabiegéw, a
nowotwory pecherza moczowego sg jednymi z najbardziej kosztownych w leczeniu. W wielu
przypadkach juz w momencie diagnozy stwierdza si¢ przerzuty do weztéw chtonnych, stad
wskaznik 5-letniego przezycia wynosi zaledwie 15%.

O ile w nowotworach innych narzadow takich jak gruczot sutkowy (pier$), jelito, czy
jajniki stwierdza si¢ charakterystyczne markery pozwalajace na wczesna diagnoze, o tyle w
nowotworach pecherza moczowego brak jest doniesien wskazujagcych na istnienie
charakterystycznych markeréw diagnostycznych pozwalajacych na wczesne wykrycie choroby

lub tez monitorowania jej progresji.



Na podstawie danych literaturowych dotyczacych przebiegu procesu transformacji
nowotworowej pecherza moczowego Pani Agnieszka Ciesielska postawita hipoteze badawcza
wedle ktorej biatko aKlotho, zaangazowane w regulacje szlaku FGF/FGFR (rozregulowanego w
omawianej jednostce chorobowej) i obeche w moczu pacjentow, moze przyczyniaé si¢ do
rozwoju i progresji choroby. Dlatego podj¢ta przez Doktorantke tematyka badan jest w peini
uzasadniona i nie tylko cenna pod wzglgdem naukowym, ale wazna przede wszystkim z
praktycznego punktu widzenia.

Weryfikacja postawionej hipotezy badawczej poprzedzona byta okreSleniem przez
Doktorantk¢ jasno sprecyzowanych zadan badawczych takich jak: ocena wptywu zmian
epigenetycznych na ekspresje genu aKlotho, ocena wptywu biatka aKlotho na aktywno$¢ szlaku
FGF/FGFR oraz ocena wplywu polimorfizméw pojedynczych nukleotydow (SNP) w genie

aKlotho na ryzyko wystapienia raka pgcherza moczowego.

Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Ciesielskiej zostalta wykonana w Katedrze
Cytobiochemii Instytutu Biochemii Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego i przygotowana w formie klasycznej, w ktorej wyrdzniono pigtnascie rozdziatow
obejmujacych 158 stron estetycznie przygotowanej publikacji, zawierajacej 9 tabel oraz 23
rysunki, a zakonczonej spisem 237 odnos$nikéw cytowanej literatury. Podstawe rozprawy
doktorskiej stanowig dwie prace doswiadczalne opublikowane w Folia Medica Lodziensia
punktowanych przez MNiSW, w ktorych doktorantka jest pierwszym autorem. Nalezy
podkresli¢, ze w sumie doktorantka w swoim dorobku naukowym jest wspotautorka szesciu prac

oryginalnych oraz trzech prac przegladowych o lacznym wspotczynniku oddziatywania
IF ~10.535.

We wstepie Doktorantka krétko opisuje aktualne dane dotyczace czgstosci zachorowan na
nowotwory pecherza moczowego w Polsce i na $wiecie oraz etiologii choroby, po czym bardzo
szczegotowo opisuje strukture genu aKlotho oraz kodowanego przez niego biatka jak rowniez
role i znaczenie tegoz biatka w warunkach fizjologicznych i patologicznych. Cel pracy jest
sformutowany wiasciwie i dobrze oddaje opisywane w dalszej czg$ci badania. Bardzo starannie
opisano rowniez metodyke pracy, co pozwala czytelnikowi odtworzy¢ wykonane do§wiadczenia.

Nalezy wspomnie¢, ze do badan wykorzystano ,bogatg” kolekcje materialu biologicznego



pochodzacego od pacjentow (73 preparaty tkanki nowotworowej pecherza moczowego oraz 96
preparatow krwi od pacjentow ze zdiagnozowanym przejsciowokomorkowym rakiem pecherza
moczowego) jak rowniez od zdrowych dawcow (5 preparatow prawidtowej tkanki pecherza
moczowego oraz 114 preparatéw krwi). Dodatkowo w badaniach wykorzystano lini¢ komorkowa

ludzkiego raka pecherza moczowego T24.

W swojej pracy doswiadczalnej Doktorantka wykorzystata metody badawcze obejmujace
techniki z zakresu biologii komorki oraz biologii molekularnej. Zastosowane metody pozwolity
na ocen¢ poziomu cytotoksycznosci inhibitorow metylotransferaz DNA i deacetylaz histonow tj.
5’-aza-2’-deoksycytydyny (AZA) oraz trichostatyny A (TSA); oznaczenie poziomu ekspresji
genéw ETS1, PAX6, c-Myc, c-Fos, STAT1, STAT3 kodujacych czynniki transkrypcyjne oraz
poziomu biatka ERK1/2, posrednich ,,wskaznikéw” aktywacji szlaku FGF/FGFR; jak rowniez na
dokonanie analizy trzech wybranych polimorfizméow (rs1207568, rs564481, rs9527025) genu
aKlotho. Dobdor metod $wiadczy o dojrzatosci naukowej i pracowito$ci Doktorantki oraz o

wielokierunkowym podejsciu do postawionego problemu badawczego.

Z przeprowadzonych badan wynika, iz ekspresja genu aKlotho oceniana na poziomie
mRNA jest nizsza w przypadku nowotworow pecherza moczowego w poréwnaniu z tkankag
prawidtowa, co wigcej wraz ze wzrostem zlosliwosci nowotworu (ocenionej na podstawie badan
histopatologicznych) poziom biatka aKlotho jest coraz nizszy. Jednak obserwowany spadek
ekspresji genu aKlotho w probkach pacjentdéw nie ma zwigzku z jego wyciszeniem wynikajacym
z metylacji wysp CpG w regionie promotorowym badanego genu (uzyskane rdznice w profilu
metylacji genu aKlotho miedzy probkami tkanki zdrowej I nowotworowej nie byly istotne
statystycznie). Autorka wykorzystujac lini¢ komoérkowa T24 wykazata rowniez, ze biatko
aKlotho wptywa na aktywacje kinazy ERK1/2, czego efektem jest zmiana poziomu mRNA dla
badanych czynnikéw transkrypcyjnych. Co wiecej poziom p-ERK1/2 zalezny byt od stezenia i
rodzaju uzytego do stymulacji biatka FGF. Kolejnym waznym, z klinicznego punktu widzenia,
wynikiem jest wykazanie, iz dwa z trzech analizowanych polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (SNP) genu aKlotho, rs1207568 (G-395A) oraz rs952705 (C370S) moga zwigkszac

ryzyko zachorowania na raka pgcherza moczowego.



Czas wykonywania pracy doktorskiej jest dla mlodego naukowca pewnego rodzaju
punktem przejécia, kiedy to zaczyna bardziej samodzielnie, niezaleznie, a przede wszystkim
aktywnie dziala¢ w obszarze prowadzonych badan. Napisanie pracy doktorskiej jest
ukoronowaniem wieloletniej pracy, pozwalajgcym na dojrzale, krytyczne spojrzenie na uzyskane
w toku badan wyniki. Stad tez, jako$¢ rozprawy doktorskiej i opisanych w niej doswiadczen
mozna oceni¢ w rozny sposob. Pewne spostrzezenia poczynione podczas czytania pracy
sprawiajg, ze chcialabym, aby Doktorantka podczas obrony rozprawy doktorskiej ustosunkowata

si¢ do ponizszych zagadnien.

1. Z zalozenia wstgp do kazdej pracy naukowej jest pewnego rodzaju zapoznaniem
czytelnika z  aktualnym  stanem  wiedzy  danego  zagadnienia  oraz
wyjasnieniem/uzasadnieniem dlaczego doktorant podjal ten a nie inny kierunek badan, a
tym samym stanowi pewnego rodzaju podstawe do sformutowania celu/celow badan. We
wstepie nalezy wykazaé, w jaki sposob prowadzenie pracy badawczej stanowigcej temat
rozprawy moze uzupelni¢ obecny stan wiedzy. Wstep w recenzowanej pracy jest
niezwykle obszerny i w moim przekonaniu zawiera wiele informacji, bardzo szczegétowo
opisujacych zagadnienia, ktore nie maja swojego odzwierciedlenia w podjetym kierunku
badan. Natomiast, zaskakujacy jest fakt, ze brak jest we wstepie jakichkolwiek informacji
dotyczacych mechanizmow epigenetycznej regulacji ekspresji genow i ich ewentualnego
wplywu na rozwoj i progresje¢ nowotworow ukladu moczowego, ktorych zbadanie byto

notabene jednym z gtéwnych celow badan recenzowanej pracy.

2. We wszystkich pracach do$wiadczalnych istotnym elementem jest przeprowadzenie
odpowiedniej analizy statystycznej otrzymanych wynikdw, ktorej rowniez nie zabrakto w
pracy doswiadczalnej autorki. Niemniej jednak informacja o tym, ze taka analiza byta w
ogole przeprowadzona znajduje si¢ dopiero w cze¢sci Wyniki 1 dotyczy tylko niektorych z
zaprezentowanych rezultatow np. pkt. 10.1 oraz 10.3.1. W pozostatych cz¢$ciach brak jest
jakiejkolwiek informacji dotyczacej analizy statystycznej, chociaz istotno$ci sa naniesione
na wykresy np. rys. 13. Informacja o przeprowadzonej analizie statystycznej, w tym
zastosowanych testach statystycznych w zalezno$ci od rodzaju analizowanych probek

oraz nazwy uzytego algorytmu lub programu komputerowego powinna znalez¢ si¢ W



cze$ci Metody. Co wiecej, W pracy brak jest informacji dotyczacych w jakiej postaci
wyrazono wyniki (np. $rednia arytmetyczna i $redni btad standardowy (SEM), czy
odchylenie standardowe (SD)). Taka informacja wraz z zaznaczeniem liczebnosci grup,
czy liczby powtérzen danego eksperymentu oraz okre$leniem jaka warto$¢ p oznaczaja
jedna lub dwie gwiazdki naniesione na wykresy powinna si¢ znalez¢ w legendzie lub

opisie pod rysunkiem, co znacznie utatwiatoby czytelnikowi interpretacj¢ wynikow.

. W pracy zabrakto mi rowniez informacji o sposobie doboru zakresu stezen zwigzkoéw
wykorzystywanych w do§wiadczeniach. Wydaje mi sig¢, ze szczegdlnie dobor dawek AZA
i TSA do doswiadczen majacych na celu ocene ich wplywu na odwrocenie efektu
metylacji genu aKlotho powinien opiera¢ si¢ na wyznaczeniu krzywej zalezno$ci
dawka-efekt i na tej podstawie wyznaczeniu wartosci np. 1Csg (czyli stezenia hamujacego
zywotnos¢/proliferacje komorek o 50%). W przypadku tej czgsci eksperymentow wydaje
si¢ zasadne dokonanie nie tylko oceny poziomu metylacji genu aKlotho, ale rowniez
poziomu acetylacji histonow (np. wykorzystujac metode immunoprecypitacji ChlIP) co

ma roOwniez zwigzek z uwagg zamieszczong w kolejnym punkcie.

Mianowicie, w pracy wykazano, ze metylacja regionu promotorowego nie ma $cistego
zwigzku z obnizeniem ekspresji genu aKlotho W raku pecherza moczowego, CO W
pewnym sensie poddaje w watpliwos$¢ przeprowadzenie do§wiadczen na linii komorkowej
T24. Z drugiej strony dlaczego nie podjeto proby ustalenia innych czynnikow, ktore
moglyby wptywac¢ na regulacj¢ ekspresji genu aKlotho np. wspomnianego poziomu

acetylacji histonéw, poziomu czynnikow transkrypcyjnych, czy miRNA.

Chcialabym rowniez uzyska¢ od Doktorantki wyjasnienie, czym si¢ kierowata wybierajac
gen HPRTL1 jako gen referencyjny do analizy RT-gPCR. Odpowiednie dobranie genu
referencyjnego 1 walidacja warunkéw reakcji RT-qPCR ma istotny wplyw na

wiarygodno$¢ otrzymanych wynikow.

. Autorka wykazata rowniez, ze biatko aKlotho (aKL) wptywa na sygnalizacj¢ zalezng od
szlaku FGF/FGFR indukujac wzrost lub spadek ekspresji okreslonych genéw —
odpowiednio: c-Myc i c-Fos oraz STAT1 i STAT3. Jednakze nie podjeto proby

wyjasnienia w jaki sposob zmiana W poziomie ekspresji tych gendw wptywa chociazby
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na proliferacj¢ badanych komorek, czy na inne procesy komodrkowe tj. zdolnos¢ do

migracji i inwazyjnosci.

7. W dyskusji zabrakto mi réwniez krotkiego komentarza dotyczacego wykazania przez
Doktorantke, iz dwa SNP-y genu aKlotho rs1207568 (G-395A) oraz rs952705 (C370S)
moga zwiekszac ryiyko zachorowania na raka pgcherza moczowego. Jest to dos¢ wazny
wynik, ktéry warto by bylo oceni¢/przeanalizowa¢ np. pod wzgledem Kkorzysci

klinicznych.

8. Niestety w pracy nie zabraklo tzw. literowek, drobnych niezrecznosci stylistycznych oraz
pomytek merytorycznych (np. zamienne stosowanie termindéw hiper- i hipofosfatemia)

wynikajacych zapewne bardziej z nieuwagi niz niewiedzy Doktorantki.

Pragne¢ jednak podkresli¢, ze moje uwagi nie umniejszajg wartosci poznawczej ocenianej
pracy. Pani Agnieszka Ciesielska bez watpienia wykazata si¢ znajomoscig warsztatu badawczego
oraz umiejetnoscig krytycznej analizy otrzymanych wynikéw. Uwazam, ze przedstawiona do
recenzji praca doktorska wykonana pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. Magdaleny Bry$ spetnia
wymagania okreslone w aktualnie obowigzujacej ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym. Wnosze zatem do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu Lodzkiego o dopuszczenie Pani mgr Agnieszki Ciesielskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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