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Rozprawy doktorskiej 
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p.t. „The analysis of Fanconi anemia/BRCA pathway genes in laryngeal carcinoma" 

Niedokrwistosc Fanconi'ego (FA) jest stosunkowo rzadkim recesywnym defektem 

spowodowanym mutacjami w co najmniej jednym z 14 znanych genow kodujq^cych bialka szlakow 

zwi^zanych z naprawq^ DNA, w tym BRCA. Wiqze si? to ze zwi?kszonym ryzykiem choroby 

nowotworowej. Choc najcz?sciej dotyczy to biataczek, to coraz wi?cej jest informacji na temat 

powiq^zania FA z guzami iitymi, w tym piaskonabtonkowymi nowotworami gtowy i szyi (HNSCC). 

Sprzyjaj^ temu m.in. dtuzsze okresy przezycia pacjentow z FA. Poszukiwanie mechanizmow, ktore 

wyjasniatby powi^zanie tych zjawisk jest wazne poniewaz inaktywacja szlakow naprawy DNA moze 

miec istotne znaczenie w skutecznosci terapii. 

Recenzowana praca dobrze wpisuje si? wpisuje si? w ten nurt badawczy. Co wi?cej mi?dzynarodowy 

zespot, w ktorym praca byta realizowana nalezy do wiodq^cych, ktore tym zagadnieniem si? zajmuj^. 

Do niedawna badania epigenetycznej inaktywacji sciezki FA/BRCA w guzach litych koncentrowafy si? 

na hipermetylacji promotora genow BRCA^ i BRCA2. 

Bior^c pod uwag? mozliwosc wspolnego molekularnego podloza nowotworow gtowy i szyi b?d^cych 

skutkiem FA i sporadycznych Doktorant postawit sobie za eel pracy identyfikacj? genow sciezki 

FA/BRCA, ktorych ekspresja moze bye zmieniona w raku krtani. 

W tej obszernej pracy imponuje ilosc przeprowadzonych doswiadezeii, zarowno in vitro w 20 liniaeh 

komorkowyeh wyprowadzonych z rakow krtani (LSCC) jak i w materiaie klinicznym oraz rozne 

podejscia eksperymentalne zmierzaj^ce do wszeehstronnego poznania mechanizmow wywotujq^cych 

zaburzenia badanego szlaku nie tyIko na poziomie DNA, ale takze funkcjonalnym. 

Praca ma uktad typowy dia tego typu opracowaii. Ze wzgl?du na fakt, ze jest napisana w j?zyku 

angielskim na jej poezqtku oprocz streszczenia w j?zyku angielskim zamieszczono bardziej obszerne 

w j?zyku polskim. W tym ostatnim wkradt si? drobny btq^d powtorzony takze w innej cz?sci pracy 

Zamiast o catkowitej metylacji genomu, naiezatoby raczej mowic o zawartosci 5-metylocytozyny w 

genomic. 

Opis eksperymentow i uzyskanych wynikow poprzedza wst?p oparty na 175 pozycjach literaturowych 

prawidtowo cytowanych i dobrze dobranych. Obj?tosc tej cz?sci pozostaje we wtasciwej proporcji do 



catosci pracy. Omowiono w niej charakterystyi<? ptaskonabtonkowych rakow gtowy i szyi ogolnie i 

szczegotowo w odniesieniu do nowotworow krtani, gtowne czynniki ryzyka oraz aktualny stan wiedzy 

na temat genetycznych i epigenetycznych mechanizmow indukcji tych nowotworow podkreslajac 

jednoczesnie brak wiarygodnych markerow diagnostycznych i prognostycznych, co odczytatam z 

satysfakcj^ bo zapotrzebowanie na tego typu markery jeszcze kilka lat temu byto kontestowane przez 

Promotora pracy. W kolejnych podrozdziatach tej cz?sci autor pracy opisuje objawy, diagnostyk? i 

terapi? niedokrwistosci FA i jej molekularne podtoze. Wprowadzenie koriczy omowienie mozliwych 

powi^zari zaktocenia systemu naprawy DNA sciezki FA/BRCA z nowotworami gtowy i szyi.. 

Ta cz?sc pracy jak i jej catosc jest starannie napisana i dobrze uzasadnia zarowno hipotez? 

badawczy jak i eel pracy. 

Czytajqcy odnosi jednak wrazenie, ze niektore zagadnienia omawiane w tej cz?sci zostaty 

potraktowane troch? hastowo . Dotyczy to np. opisu sekwencji LINE-1, w ktorym nie odniesiono si? do 

do charakterystycznego dIa nowotworow zjawiska hypometylacji catego genomu zwi^zanego z 

obnizon^ zawartosci^ 5-metylocytozyny i w tym kontekscie mozliwosc; wykorzystania sekwencji 

LINE-1 jako posredniego zrodta informacji o catkowitej zawartosci w 5-metylocytozyny genomie. 

Osobiscie odczuwam niedosyt w opisie zjawisk epigenetycznych. Choc celem pracy byla m.in. ocena 

metylacji promotorow wybranych genow oraz sekwencji LINE-1 i miRNA, to w tzw kodzie 

epigenetycznym rownie wazna modyfikacje histonow/chromatyny i nalezato o nich chociazby 

wspomniec. 

Zaprezentowana cz?sc teoretyczna udowadnia jednak, ze doktorant posiada obszern^ teoretyczn^ 

wiedz? z zakresu biologii komorki nowotworowej ze szczegolnym uwzgl?dnieniem epigenetycznej 

regulacji aktywnosci genow oraz roll biatek uczestnicz^cych w transformacji nowotworowej. Fakt 

dobrej znajomoSci tych zagadnieh dodatkowo potwierdzajq^ publikacje z tego zakresu, w tym rozdziat 

w monografii: Head and nec/c cancer. 

W oparciu o przedstawione we wst?pie do pracy przeslanki prawidtowo sformutowano zatozenia i eel 

pracy. Pewne zastrzezenie moze budzic stwierdzenie w punkcie a) celow szczegotowych : promoter 

DNA methylation, z ktorego naiezatoby usunqc stowo promoter lub doprecyzowac methylation of the 

selected genes promoters and global LINE-1 methylation 

Cz?sc eksperymentalna pracy zostata dobrze zaplanowana i wykonana umozliwiaj^c weryfikacj? 

postawionej hipotezy badawczej i realizaej? celu pracy. Na uznanie zasluguje bardzo nowoczesny 

warsztat badawczy uwzgl?dniaj^ey m.in pirosekwencjonowanie do oceny metylacji wysp CpG i NGS 

do sekwencjonowania. 

Opis zastosowanych procedor, odczynnikow, a nawet drobnego sprz?tu jest bardzo szczegolowy. 

Listy tych ostatnich mozna by zdecydowanie skrocic. Naiezatoby natomiast blorep pod uwag? 

oceniane parametry bardziej szczegotow opisad hodowie komorkowe w tym sktad medium, w ktorym 

zawartosc kwasu foliowego moze miec istotny wptyw na stan metylacji przynajmniej niektorych genow 

(Lubecka-Pietruszewska et a!., 2013). Wprawdzie stosowano standardow^ pozywk?, ale zawartosc KF 

mogta si? roznic w poszczegolnych seriach. 

Opis wynikbw, zgodnie z przyj?tym celem, charakterystyki wybranych genow na roznych poziomach 

molekularnych, zapoczq^tkowuje przedstawienie danych dotycz^^cych metylacji DNA. W zdaniu 
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wprowadzaj^cym autor stwierdza, ze metylacja DNA jest najwazniejszym mechanizmem regulacji 

transkrypcji, co nie jest stwierdzeniem prawdziwym, bo bior^c pod uwag? chocby tyIko mechanizmy 

epigenetyczne wazniejsza s ^ raczej kowalencyjne modyfikacja histonow. 

Analiza profilu metylacji technik^ pirosekwencjonowania produktow chemicznej konwersji DNA z 

uzyciem wodorosiarczanu (IV) sodu, pozwolita jednak na dokonanie ciekawych obserwacji, ktore 

mog^ miec wptyw jak to rowniez Doktorant udowodnit na ekspresj? analizowanych genow. Zmieniony 

profil metylacji stwierdzono w odniesieniu do czterech {FANCA, FANCB, BRCA1 i BRCA2) sposrod 

16 analizowanych genow sciezki FA/BRCA w komorkach LSCC w porownaniu z komorkami 

kontrolnymi nabtonka jamy ustnej. Wiqzal si? on najcz?sciej z obnizon^ metylacja promotorow tych 

genow. 

Szczegotowa analiza metylacji promotora FANCA wykazata, ze hipometylacja tego genu zar6wno w 

liniaeh komorkowyeh wyprowadzonych z raka krtani jak i materiaie klinicznym jest zjawiskiem ez?stym 

w porownaniu z komorkami nabtonka jamy ustnej, jednak nie w porownaniu z marginesem 

operaeyjnym . Co wi?cej hipometylacja charakteryzowata pacjentow o dtuzszym okresie przezycia. 

Pewnq^ korelacj? stwierdzono tez pomi?dzy hipometylacja promotora FANCA i LINE-1 traktowanq^ 

jako surogat catkowitej zawartosci 5-mcytozyny w genomie 

Wst?pna analiza technik^ mikromacierzy ekspresji 14 genow sciezki FA/BRCA wskazata rowniez na 

znaczq^ce roznice w ekspresji 6 genow FA, ktorych promotory charakteryzowata zmieniona metylacja. 

W odniesieniu do FANCA potwierdzita to dalsza analiza technikq^ R-T PCR, wykazuj^c ponadto 

komorkowo specyficzne roznice w ekspresji tego genu. W liniaeh komorkowyeh niski poziom ekspresji 

mierzony mRNA wiqzat si? zgodnie z oezekiwaniami z wysokim poziomem metylacji. 

Brak wyraznej korelacji pomi?dzy poziomem metylacji promotora genu FANCA i jego ekspresj i na 

poziomie mRNA w materiaie klinicznym moze bye spowodowany pochodzeniem z roznych pr6bek 

DNA i RNA. Ten fakt zasadniezo uniemozliwia lub co najmniej ogranicza interpretaej? uzyskanych 

danych. W celu dalszego wyjasnienia nadekspresji FANCA w probkach klinicznych przeprowadzono 

sekwenejonowanie technikq^ NGS, ktora jednak nie wykryta mutaeji w sekwencjach kodujacych tego 

genu. 

Zgodnie z oezekiwaniami analiza Western blot z detekcj^ chemiluminesceneyjn^ nie wykryta sygnatu 

w tkance prawidtowej (human tissue lysate; Abeam UK) i byto to skorelowane z poziomem transkryptu 

i metylacji promotora FANCA. Jednak takiej korelacji nie stwierdzono w liniaeh LSCC. 

Ostatni etap pracy to badanie funkejonowania systemu naprawy DNA w komorkach LSCC poprzez 

ocen? ubikwitynacji biatka FANCD2 1 uszkodzeri DNA metod^ kometkow^ (single gel 

electrophoresis). Do tego ostatniego wybrano linie komorkowe charakteryzujq^ce si? zroznicowanym 

poziomem biatka FANCA. Do wywotywania uszkodzeri zastosowano eisplatyn? w dawee 20 i 80pM. 

Nie podano jednak kryteriow doboru tych dawek. Szkoda, ze nie poprzedzono tych badati ocenq^ 

przezywalnosci kombrek poddanych dziataniu roznych st?zeii tego leku. Umozliwito by to m.in. 

interpretaej? wynikow w linii UT-SCC-108 (niski poziom/brak biatka FANCA) gdzie stwierdzono 

wyzszy poziom uszkodzeri przy zastosowaniu nizej dawki eisplatyny. 

Uzyskane wyniki autor omawia w rozdziale Dyskusja odnosz^e si? do poszczegolnych etapow badari. 

Omowienie kazdego z etapow podobnie jak w ombwieniu wynikow podsumowuje krotkim 
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komentarzem, co dyskusj? w duzej mierze porz^dkuje. Niektore fragmenty wprowadzenia do dyskusji 

(str 94), mozna by pomin^c bo s ^ powtorzeniem informacji przedstawionych wczeSniej w cz?sci 

teoretycznej 

DIa recenzenta szczegolnie satysfakcjonujq^cy jest fragment dyskusji (str 95) omawiaj^cy brak 

zroznicowania w poziomie metylacji promotora genu FANCA w tkance guza i tzw marginesie 

operaeyjnym poniewaz potwierdza to nasze wczesniejsze obserwacje dotyczq^ce metylacji innych 

genow w LSCC. 

Zaieznosc ekspresji genu FANCA od metylacji jego promotora w tkance guza (str 97) jest, jak to juz 

wspomniano wyzej, w zasadzie nie mozliwa do zinterpretowania poniewaz DNA i RNA pochodzito z 

odr^bnych probek. 

Ciekawym stwierdzeniem (str 97) jest sugestia, ze zwi?kszona ekspresja FANCA moze bye wynikiem 

zwi?kszonej aktywnosci sciezki ATR/CHEK1. Szkoda, ze nie przeanalizowano blizej tej mozliwosci -

badaj^e zaieznosc pomi?dzy aktywacjq^ ATR/CHEK1 i metylacja FANCA. 

Jak wspomniano wyzej interpretaej? znaezenia zroznicowanej ekspresji FANCA w odpowiedzi na 

eisplatyn? (str 101 ) utatwitaby ocena cytotoksycznosci 

Na str 102 dyskusja na temat mozliwego powi^zania zwi?kszonej ekspresji FANCA z okresem 

przezycia pacjentow i podatnosei^ na terapi? jako ze dotyczy dwoch roznych zjawisk jest pewn^ 

nadinterpretacj^zwtaszeza, ze autor sam stwierdza, ze chemioterapia, w tym eisplatynq, jest rzadko w 

Polsce stosowana. 

W zakoiiezeniu Dyskusji zabrakto zdania podsumowuj^eego jakie jest znaczenie biologiezne 

zamienionej ekspresji FANCA w kaneerogenezie HN. 

Prae? podsumowuje szesc uzasadnionych wnioskow. Wniosek 4, byt bardziej wiarygodny gdyby 

potwierdzono go stosuj^c siRNA, ale to moze bye przedmiotem dalszych badah 

W odniesieniu do Wniosek 5 recenzent odezuwa ponownie osobista satysfakcjq, poniewaz tego 

rodzaju obserwacje budzity wezesniej wq^tpliwosci Promotora pracy. 

Bibliografia obejmuje t^cznie 218 pozyeje. Wszystkie odnosniki ss^ poprawnie cytowane. 

Praca jest bardzo starannie zredagowana. TyIko w nielicznyeh miejscach odnotowano drobne 

niedoci^ni?eia. I tak w wykazie skrotow mozna by pomin^c powszechnie uzywane i obowiqzujq^ce 

np. ATP, dNTP. Natomiast skrot CYP odnosi si? tyIko do cytochromu P450, co naiezatoby wyjasnic. 

Na str 22 linia 4 od dotu jest demethylation of tumor suppressor genes, a powinno bye proto-

oncogenes, natomiast na str 97, linia 10 od dotu) zamiast eel impurity, sample impurity. Objasnienia 

do tabel wbrew zwyczajowo przyj?tym zasadom umieszczono pod tabelami. W przypadku tabel 

umieszezonych na dwoch stronach (np. Tab 4 i 14 ) utrudnia to troch? czytanie. Ponadto w wielu 

miejscach pracy, co jest zresztq^ bardzo powszeehne autor postuguje si? poj?ciem ekspresja mRNA, 

bq^dz ekspresja biatka, choc to poj?eie odnosi si? tyIko do genu. 

Podsumowuj^e, z petnym przekonaniem stwierdzam, ze Doktorant zrealizowat zakres badaii, 

b?dq^cych celem dysertacji. Wszystkie eksperymenty zostaty rzetelnie przeprowadzone, 

a przedstawione wyniki s ^ bardzo wartoseiowe. leh uzyskanie wymagato nie tyIko duzej wiedzy, 

znakomitego przygotowania laboratoryjnego, ale i ogromu pracy, co dodatkowo podnosi jej wartosc. 

Podkreslic nalezy konsekwentne dqzenie do kompleksowego rozwi^zania problemu badawezego. 
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Praca zawiera elementy nowosci i stanowi o indywidualnym wWadzie doktoranta do pismiennictwa 

dotyczacego molekularnego podtoza patogenezy nowotworow krtani. Dotyczy to szczegolnie roll genu 

FANCA i jego produktu. 

Tym samym praca spetnia wi?c wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, co pozwala mi 

wnosic do Wysokiej Rady Instytutu Genetyki Cztowieka PAN o przyj?cie rozprawy 

i dopuszczenie magistra Marcina Szaumkessel do dalszych etapow przewodu doktorskiego. 

Ponadto biorq^c pod uwag? jakosc pracy i fakt, ze cz?sc wynikow w niej przedstawionych zostata juz 

opublikowana, wnioskuje o jej wyroznienie. 
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