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NiedokrwistoS¢ Fanconi'ego (FA) jest stosunkowo rzadkim recesywnym defektem
spowodowanym mutacjami w co najmniej jednym z 14 znanych genéw kodujacych biatka szlakow
zwigzanych z naprawg DNA, w tym BRCA. Wigze sie to ze zwiekszonym ryzykiem choroby
nowotworowej. Cho¢ najczesciej dotyczy to biataczek, to coraz wiecej jest informacji na temat
powigzania FA z guzami litymi, w tym ptaskonabtonkowymi nowotworami gtowy i szyi (HNSCC).
Sprzyjajg temu m.in. diuzsze okresy przezycia pacjentéw z FA. Poszukiwanie mechanizmow, ktore
wyjasniatby powigzanie tych zjawisk jest wazne poniewaz inaktywacja szlakéw naprawy DNA moze
mie¢ istotne znaczenie w skutecznosci terapii.

Recenzowana praca dobrze wpisuje si¢ wpisuje sie w ten nurt badawczy. Co wiecej miedzynarodowy
zespot, w ktorym praca byta realizowana nalezy do wiodacych, ktére tym zagadnieniem sie zajmuija.
Do niedawna badania epigenetycznej inaktywacji ciezki FA/BRCA w guzach litych koncentrowaty sie
na hipermetylacji promotora genéw BRCA1 i BRCA2.

Biorgc pod uwage mozliwos¢ wspélnego molekularnego podioza nowotworéw gtowy i szyi bedagcych
skutkiem FA i sporadycznych Doktorant postawit sobie za cel pracy identyfikacie genow sciezki
FA/BRCA, ktorych ekspresja moze by¢ zmieniona w raku krtani.

W tej obszernej pracy imponuje ilos¢ przeprowadzonych doswiadczen, zaréwno in vitro w 20 liniach
komodrkowych wyprowadzonych z rakéw krtani (LSCC) jak i w materiale klinicznym oraz rézne
podejscia eksperymentalne zmierzajgce do wszechstronnego poznania mechanizméw wywotujgcych
zaburzenia badanego szlaku nie tylko na poziomie DNA, ale takze funkcjonalnym.

Praca ma uktad typowy dla tego typu opracowan. Ze wzgledu na fakt, ze jest napisana w jezyku
angielskim na jej poczatku oprocz streszczenia w jezyku angielskim zamieszczono bardziej obszerne
W jezyku polskim. W tym ostatnim wkradt si¢ drobny btad powtérzony takze w innej czesci pracy
Zamiast o catkowitej metylacji genomu, nalezatoby raczej mowi¢ o zawartosci 5-metylocytozyny w
genomie.

Opis eksperymentdw i uzyskanych wynikéw poprzedza wstep oparty na 175 pozycjach literaturowych
prawidtowo cytowanych i dobrze dobranych. Objeto$¢ tej czesci pozostaje we wiasciwej proporcji do



catosci pracy. Omowiono w niej charakterystyke ptaskonabionkowych rakéw gtowy i szyi ogdlnie i
szczegotowo w odniesieniu do nowotworéw  krtani, gtéwne czynniki ryzyka oraz aktualny stan wiedzy
na temat genetycznych i epigenetycznych mechanizméw indukcji tych nowotworéw podkreslajac
jednoczesnie brak wiarygodnych markeréw diagnostycznych i prognostycznych, co odczytatam z
satysfakcja, bo zapotrzebowanie na tego typu markery jeszcze kilka lat temu byto kontestowane przez
Promotora pracy. W kolejnych podrozdziatach tej czesci autor pracy opisuje objawy, diagnostyke i
terapie niedokrwistosci FA i jej molekularne podtoze. Wprowadzenie konczy oméwienie mozliwych
powigzan zaktocenia systemu naprawy DNA $ciezki FA/BRCA z nowotworami glowy i szyi..

Ta czes¢ pracy jak i jej cato$¢ jest starannie napisana i  dobrze uzasadnia zaréwno hipoteze
badawczg jak i cel pracy.

Czytajacy odnosi jednak wrazenie, ze niektére zagadnienia omawiane w tej czesci zostaty
potraktowane troche hastowo . Dotyczy to np. opisu sekwencji LINE-1, w ktérym nie odniesiono sie do
do charakterystycznego dla nowotworéw zjawiska hypometylacji catego genomu zwigzanego z
obnizong zawartoscig 5-metylocytozyny i w tym kontekécie mozliwosci wykorzystania sekwencii
LINE-1 jako posredniego zrédia informacji o catkowitej zawartosci w 5-metylocytozyny genomie.
Osobiscie odczuwam niedosyt w opisie zjawisk epigenetycznych. Choé celem pracy byta m.in. ocena
metylacji promotorow wybranych genéw oraz sekwencji LINE-1 i miRNA, to w tzw kodzie
epigenetycznym réwnie wazna sg modyfikacje histonéw/chromatyny i nalezato o nich chociazby
wspomnieg.

Zaprezentowana czegs¢ teoretyczna udowadnia jednak, ze doktorant posiada obszerng teoretyczng
wiedze z zakresu biologii komorki nowotworowej ze szczeg6inym uwzglednieniem epigenetyczne;
regulacji aktywnosci genéw oraz roli biatek uczestniczacych w transformacji nowotworowej. Fakt
dobrej znajomosci tych zagadnier dodatkowo potwierdzajg publikacje z tego zakresu, w tym rozdziat
w monografii: Head and neck cancer.

W oparciu o przedstawione we wstepie do pracy przestanki prawidiowo sformutowano zatozenia i cel
pracy. Pewne zastrzezenie moze budzi¢ stwierdzenie w punkcie a) celéw szczegétowych : promoter
DNA methylation, z ktérego nalezatoby usung¢ stowo promotor lub doprecyzowaé methylation of the
selected genes promoters and global LINE-1 methylation

Czes¢ eksperymentalna pracy zostata dobrze zaplanowana i wykonana umozliwiajgc weryfikacje
postawionej hipotezy badawczej i realizacje celu pracy. Na uznanie zastuguje bardzo nowoczesny
warsztat badawczy uwzgledniajgcy m.in pirosekwencjonowanie do oceny metylacji wysp CpG i NGS
do sekwencjonowania.

Opis zastosowanych procedor, odczynnikéw, a nawet drobnego sprzetu jest bardzo szczegdtowy.
Listy tych ostatnich mozna by zdecydowanie skrocic. Nalezatoby natomiast biorac pod uwage
oceniane parametry bardziej szczego6téw opisa¢ hodowle komorkowe w tym sktad medium, w ktorym
zawartos¢ kwasu foliowego moze mie¢ istotny wptyw na stan metylacji przynajmniej niektérych genéw
(Lubecka-Pietruszewska et al., 2013). Wprawdzie stosowano standardowg pozywke, ale zawartosé¢ KF
mogta sie rézni¢ w poszczegoélnych seriach.

Opis wynikéw, zgodnie z przyjetym celem, charakterystyki wybranych genéw na roznych poziomach
molekularnych, zapoczatkowuje przedstawienie danych dotyczacych metylacji DNA. W zdaniu



wprowadzajgcym autor stwierdza, ze metylacja DNA jest najwazniejszym mechanizmem regulacii
transkrypcji, co nie jest stwierdzeniem prawdziwym, bo biorgc pod uwage choéby tylko mechanizmy
epigenetyczne wazniejsza sg raczej kowalencyjne modyfikacja histonéw.

Analiza profilu metylacji technikg pirosekwencjonowania produktéw chemicznej konwersji DNA z
uzyciem wodorosiarczanu (IV) sodu, pozwolita jednak na dokonanie ciekawych obserwacii, ktore
moga mie¢ wptyw jak to rowniez Doktorant udowodnit na ekspresje analizowanych genéw. Zmieniony
profil metylacji stwierdzono w odniesieniu do czterech (FANCA, FANCB, BRCA1 i BRCA2) sposrod
16 analizowanych genéw $ciezki FA/BRCA w komorkach LSCC w poréwnaniu z komoérkami
kontrolnymi nabtonka jamy ustnej. Wigzat sie on najczesciej z obnizong metylacjg promotoréw tych
genow.

Szczegdtowa analiza metylacji promotora FANCA wykazata, ze hipometylacja tego genu zaréwno w
liniach komérkowych wyprowadzonych z raka krtani jak i materiale klinicznym jest zjawiskiem czestym
w poréwnaniu z komorkami nabtonka jamy ustnej, jednak nie w poréwnaniu z marginesem
operacyjnym . Co wigcej hipometylacja charakteryzowata pacjentéw o dtuzszym okresie przezycia.
Pewng korelacje stwierdzono tez pomigedzy hipometylacja promotora FANCA i LINE-1 traktowang
jako surogat catkowitej zawartosci 5-mcytozyny w genomie

Wstepna analiza technikg mikromacierzy ekspresji 14 genéw $ciezki FA/BRCA wskazata réwniez na
znaczace réznice w ekspresji 6 genow FA, ktérych promotory charakteryzowata zmieniona metylacja.
W odniesieniu do FANCA potwierdzita to dalsza analiza technikg R-T PCR, wykazujac ponadto
komdrkowo specyficzne réznice w ekspresji tego genu. W liniach komérkowych niski poziom ekspresii
mierzony mRNA wigzat si¢ zgodnie z oczekiwaniami z wysokim poziomem metylaciji.

Brak wyraznej korelacji pomigdzy poziomem metylacji promotora genu FANCA i jego ekspresjg na
poziomie mMRNA w materiale klinicznym moze by¢ spowodowany pochodzeniem z réznych prébek
DNA i RNA. Ten fakt zasadniczo uniemozliwia lub co najmniej ogranicza interpretacje uzyskanych
danych. W celu dalszego wyjasnienia nadekspresji FANCA w probkach klinicznych przeprowadzono
sekwencjonowanie technikg NGS, ktéra jednak nie wykryta mutacji w sekwencjach kodujgcych tego
genu.

Zgodnie z oczekiwaniami analiza Western blot z detekcjg chemiluminescencyjng nie wykryta sygnatu
w tkance prawidiowej (human tissue lysate; Abcam UK) i byto to skorelowane z poziomem transkryptu
i metylacji promotora FANCA. Jednak takiej korelacji nie stwierdzono w liniach LSCC.

Ostatni etap pracy to badanie funkcjonowania systemu naprawy DNA w komérkach LSCC poprzez
oceng ubikwitynacji biatka FANCD2 i uszkodzen DNA metodg kometkowg  (single gel
electrophoresis). Do tego ostatniego wybrano linie komérkowe charakteryzujgce sie zréznicowanym
poziomem biatka FANCA. Do wywotywania uszkodzen zastosowano cisplatyne w dawce 20 i 80uM.
Nie podano jednak kryteriéw doboru tych dawek. Szkoda, ze nie poprzedzono tych badan oceng
przezywalnosci komoérek poddanych dziataniu réznych stezen tego leku. Umozliwito by to m.in.
interpretacje¢ wynikéw w linii UT-SCC-108 (niski poziom/brak biatka FANCA) gdzie stwierdzono
wyzszy poziom uszkodzen przy zastosowaniu nizej dawki cisplatyny.

Uzyskane wyniki autor omawia w rozdziale Dyskusja odnoszac sie do poszczegélnych etapow badari.
Omoéwienie kazdego z etapéw podobnie jak w oméwieniu wynikéw podsumowuje krotkim



komentarzem, co dyskusje w duzej mierze porzadkuje. Niektére fragmenty wprowadzenia do dyskusji
(str 94), mozna by poming¢ bo sg powtdrzeniem informacji przedstawionych wczesniej w czesci
teoretycznej
Dla recenzenta szczegoinie satysfakcjonujacy jest fragment dyskusji (str 95) omawiajgcy brak
zréznicowania w poziomie metylacji promotora genu FANCA w tkance guza i tzw marginesie
operacyjnym poniewaz potwierdza to nasze wczesniejsze obserwacje dotyczace metylacji innych
genéw w LSCC.
Zalezno$¢ 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
odrebnych probek.
Ciekawym stwierdzeniem (str 97) jest sugestia, ze zwigkszona ekspresja FANCA moze byé wynikiem
zwigkszonej aktywnosci $ciezki ATR/CHEK1. Szkoda, ze nie przeanalizowano blizej tej mozliwosci —
badajac zaleznos¢ pomiedzy aktywacjg ATR/CHEK1 i metylacjg FANCA.
Jak wspomniano wyzej interpretacje znaczenia zréznicowanej ekspresji FANCA w odpowiedzi na
cisplatyne (str 101 ) utatwitaby ocena cytotoksycznosci
Na str 102 dyskusja na temat mozliwego powigzania zwigkszonej ekspresji FANCA z okresem
przezycia pacjentéw i podatnoscig na terapie jako ze dotyczy dwoch roznych Zjawisk jest pewng
nadinterpretacjg zwlaszcza, ze autor sam stwierdza, ze chemioterapia, w tym cisplatyng, jest rzadko w
Polsce stosowana.
W zakonczeniu Dyskusji zabraklo zdania podsumowujacego jakie jest znaczenie biologiczne
zamienionej ekspresji FANCA w kancerogenezie HN.
Pracg podsumowuje sze$é uzasadnionych wnioskéw. Wniosek 4, byt bardziej wiarygodny gdyby
potwierdzono go stosujgc siRNA, ale to moze byé przedmiotem dalszych badan
W odniesieniu do Wniosek 5 recenzent odczuwa ponownie osobista satysfakcjg, poniewaz tego
rodzaju obserwacje budzity wczesniej watpliwosci Promotora pracy.
Bibliografia obejmuje tacznie 218 pozycje. Wszystkie odnosniki sg poprawnie cytowane.
Praca jest bardzo starannie zredagowana. Tylko w nielicznych miejscach odnotowano drobne
niedociggnigcia. | tak w wykazie skrotow mozna by poming¢ powszechnie uzywane i obowigzujace
np. ATP, dNTP. Natomiast skrot CYP odnosi sig tylko do cytochromu P450, co nalezatoby wyjasnic.
Na str 22 linia 4 od dotu jest demethylation of tumor suppressor genes, a powinno by¢ proto-
oncogenes, natomiast na str 97, linia 10 od dotu) zamiast cel impurity, sample impurity. Objasnienia
do tabel wbrew zwyczajowo przyjetym zasadom umieszczono pod tabelami. W przypadku tabel
umieszczonych na dwéch stronach (np. Tab 4 i 14 ) utrudnia to troche czytanie. Ponadto w wielu
miejscach pracy, co jest zresztg bardzo powszechne autor postuguje si¢ pojeciem ekspresja mRNA,
badz ekspresja biatka, choé to pojecie odnosi sie tylko do genu.

Podsumowujgc, z petnym przekonaniem stwierdzam, ze Doktorant zrealizowat zakres badan,
bedacych celem dysertacji. Wszystkie eksperymenty zostaly rzetelnie przeprowadzone,
a przedstawione wyniki sg bardzo wartosciowe. Ich uzyskanie wymagato nie tylko duzej wiedzy,
znakomitego przygotowania laboratoryjnego, ale i ogromu pracy, co dodatkowo podnosi jej wartos¢.
Podkresli¢ nalezy konsekwentne dazenie do kompleksowego rozwigzania problemu badawczego.



Praca zawiera elementy nowosci i stanowi o indywidualnym wkiadzie doktoranta do pi$émiennictwa
dotyczacego molekularnego poditoza patogenezy nowotworéw krtani. Dotyczy to szczegélnie roli genu
FANCA i jego produktu.

Tym samym praca spetnia wigc wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim, co pozwala mi
wnosi¢ do Wysokiej Rady Instytutu Genetyki Cztowieka PAN o przyjecie rozprawy

i dopuszczenie magistra Marcina Szaumkessel do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ponadto biorgc pod uwage jako$¢ pracy i fakt, ze czg$¢ wynikéw w niej przedstawionych zostata juz
opublikowana, wnioskuje o jej wyréznienie.
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