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RECENZIJA
pracy doktorskiej mgr Marcina Szaumkessel

The analysis of Fanconi anemia/BRCA pathway genes in laryngeal carcinoma

Coraz wigce] danych wskazuje, ze deregulacja biatek naprawy DNA moze by¢ waznym
czynnikiem etiologii nowotworéw czlowieka, a takze narzedziem do poprawy terapii oraz
prognozowania postgpu choroby. Rozprawa doktorska mgr Marcina Szaumkessel wpisuje si¢ w ten nurt
badan. Przedmiotem rozprawy bylo zbadanie deregulacji $ciezki Fanconiego w etiologii nowotwordéw
krtani. Uzasadnieniem podjecia takich badan byty obserwacje, ze chorzy z niedokrwisto$cig Fanconiego
(FA) czesto zapadaja na nowotwory gltowy i szyi, a takze fakt, ze geny $ciezki Fanconiego sg zmutowane
w wielu sporadycznych nowotworach cztowieka. Temat zostat podjety przez Doktoranta bardzo szeroko
zaréwno pod wzgledem stawianych pytan jak i metod, ktore zostaly zastosowane w pracy, a takze
materiatu, na ktérym zostaly wykonane badania, t.j. na 22 liniach komorek wyizolowanych z raka krtani,
materialu pooperacyjnego (guzy i obrzeze) uzyskanego od 101 pacjentéw z rakiem krtani oraz DNA
wyizolowanego z policzkéw i leukocytow 0sob zdrowych jako kontroli. W liniach komorek raka krtani
mgr Szaumkessel zaobserwowat hipometylacj¢ promotorow czterech, sposrod 14 badanych genow FA,
FANCA, FANCB, BRCAI i BRCA2. Jednak w materiale pooperacyjnym zaobserwowat hipometylacje
jedynie FANCA, a takze hipermetylacje BRCAZ2. Dalsze badania zostaly skoncentrowane na analizie genu
FANCA. Najbardziej spektakularny wynik uzyskany przez Doktoranta to obserwacja, ze hipometylacja
genu FANCA koreluje z dtuzszym 5-letnim przezyciem chorych na raka krtani. Wydawalo sie wiec, ze
wyzsza ekspresja genu FANCA prawdopodobnie zwigkszajaca tempo naprawy DNA, a wiec poprawiajaca
funkcjonowanie nowotworu jest paradoksalnie czynnikiem ograniczajacym jego wzrost i/lub inwazyjnos¢.
Nalezy jednak zauwazy¢, ze w histologicznie niezmienionym obrzezu mgr Szaumkessel rowniez
obserwowat hipometylacj¢ genu FANCA, co mogto by¢ cechg charakterystyczng pacjentow z rakiem
krtani. Szkoda, ze nie oznaczono takze metylacji promotora FANCA w DNA z policzkéw lub leukocytow
tych samych pacjentéw. Mysle, ze ostatnio opublikowana praca grupy Roselli, Journal of Experimental
Medicine, 5 Maj 2014, ktéra pokazuje role FANCA w zwigkszaniu réznorodnosci przeciwciat w procesie
somatycznych hipermutacji mogtaby czgsciowo ttumaczy¢ te kontrowersyjne wyniki.

Dalsze badania miaty na celu wyjasnienie aktywnosci produktu genu FANCA w komérkach raka

krtani i obejmowaty badanie amplifikacji lub utraty genéw FANC, polimorfizmu pojedynczych




nukleotydow FANCA, ekspresji mRNA i biatka, a takze aktywacji systemu Fanconiego w komérkach raka
krtani. Ogélny uzyskany obraz sugeruje, ze hipometylacji promotora genu FANCA towarzyszy wzrost
ekspresji mRNA zar6wno w badanych liniach komérkowych jak i w pierwotnych guzach krtani. Wzrost
ekspresji moze tez by¢ spowodowany amplifikacjg genu w niektérych liniach. Chociaz poziom biatka w
liniach raka krtani jest mierzalny metoda Western, za$ nie mozna go zidentyfikowa¢ w materiale
uzyskanym z niezmienionej tkanki krtani, to nie koreluje on z poziomem mRNA. Doktorant ttumaczy to
indukcjg roznych rodzajéow miRNA w rakach krtani, ktére mogg hamowaé translacje biatka. Biatko to
powinno by¢ aktywne, gdyz mgr Szaumkessel nie znalazt inaktywujacych mutacji punktowych. W
wybranych liniach komérkowych z wysokim poziomem biatka FANCA naprawa przerw DNA po
traktowaniu cis platyng byta bardzo wydajna. Linie, ktore miaty niski lub umiarkowany poziom FANCA
albo nie usuwaty przerw DNA, albo ich poziom wzrastat po 2 godz. naprawy, co mogto sugerowaé, ze
naprawa jest wprost proporcjonalna do ilosci biatka FANCA. Doktorant obserwowat jednak rozdzwiek
pomigdzy szybkoscig naprawy DNA w relacji do poziomu FANCA, a zdolnoscig komérek do aktywacji
sciezki Fanconiego mierzona ubikwitynacja biatka FANCD2. W dyskusji rozdzwiek ten thumaczy
mozliwoscig naprawy przerw DNA przez inny system naprawczy, faczenie niehomologicznych koficow
DNA. Mam jednak watpliwosci odno$nie sposobu badania ubikwitynacji biatka FANCD2, str. 86. Biatka
zostaly stabo rozdzielone. Moim zdaniem co najmniej w jeszcze jednej linii (UT-SCC-29) wida¢
ubikwitynacje biatka FANCD2. Poza tym, w komérkach niepoddanych stresowi replikacyjnemu, jak na
Ryc. 23, ubikwitynacji FANCD2 na ogét nie wida¢. Dopiero po ekspozycji na czynniki blokujace
replikacj¢ nastepuje wyrazna ubikwitynacja FANCD2. Wprawdzie badania takie wykonano, ale tylko dla
trzech linii komoérkowych, tak ze ogélny wniosek o braku aktywnego systemu FANC w komorkach LSCC
nie musi by¢ prawomocny. Chciatabym takze zapyta¢ czy Doktorant badat Zywotnosé komorek po
traktowaniu cis platyna. Czy spadek ilosci biatka FANCD2 przy wyzszej ilosci CDDP, a szczeg6lnie po
okresie dodatkowej inkubacji w celu naprawienia uszkodzen DNA nie jest zwiazany ze Smiercig komorki.

Niezaleznie od tych watpliwosci sadze, ze gtowny cel pracy mgr Marcina Szaumkessel zostat
osiggnigty. Doktorant w elegancki sposob pokazat deregulacje ekspresji genu FANCA w raku krtani,
tacznie z mechanizmem zwigzanym z aktywacja transkrypcji zalezng lub niezalezna od liczby kopii genu
oraz aktywno$cig miRNA. Cennym wynikiem jest odkrycie nowych miRNA dla FANCA i propozycja, ze
regulujg one nie poziom transkryptu lecz poziom translacji. Najciekawsza, moim zdaniem, jest korelacja
hipometylacji promotora genu z dtugo$cia 5-letniego przezycia pacjentéw z rakiem krtani. Ten watek
moze stwarza¢ podstawy do prognozowania przebiegu choroby, co jest powaznym problemem
wspolczesnej onkologii. Na uwage zashuguje takze szeroki wachlarz metod, ktore zostaly uzyte w pracy i
wymagaly od Doktoranta szerokich umiejetnosci, od metod biologii molekularnej do
wysokoprzepustowych metod analizy ekspresji genéw i polimorfizméw pojedynczych nukleotydow do
badan bioinformatycznych i wyrafinowanej analizy statystycznej. Wszystkie one zostaly opanowane przez
mgr Szaumkessel bardzo dobrze.

Praca napisana jest w jezyku angielskim, liczy 147 stron i zawiera poza rozdzialami typowymi dla
tego rodzaju opracowan, t.j. wstepu, materialow i metod, wynikow i dyskusji, a takze streszczen w jezyku
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czesci zasadniczej rozprawy, a takze dodatkowe ryciny, ktére uzupetniajg dane i umozliwiaja petniejsza
dyskusje wynikow. Wstep (17 stron) zawiera szczegdtowa charakterystyke nowotworow glowy i szyi ze
szczegbdlnym naciskiem na nowotwory krtani, ich etiologie, a takze znane markery molekularne. Poza tym
opisuje szlak niedokrwistosci Fanconiego. Wstep nie jest bardzo rozbudowany, ale w pelni wprowadza do
dalszych czgsdci rozprawy. Materiaty i metody sg opisane na tyle szczegdétowo, ze mozliwe jest ich
odtworzenie. Wyniki zostaty zebrane na 32 stronach oraz dodatkowo w formie niecopracowanej w
materiatach uzupelniajgcych, co daje wyczerpujacy obraz. Mam jednak kilka uwag odnosnie prezentacji
wynikow. Wydaje mi si¢, ze kwantyfikacja ilosci biatka w panelu D Ryc. 24 nie odzwierciedla obrazu
elektroforetycznego pokazanego w panelu B (str. 88). Na rycinach 24-27, panele C, krzywe chyba nie
powinny by¢ prowadzone od zera. Skad bierze si¢ ogon komety w komoérkach nietraktowanych CDDP?

Dyskusja jest wnikliwa, dobrze napisana, stawia ciekawe hipotezy i thumaczy mozliwe
konsekwencje deregulacji genu FANCA w raku krtani. Ogélnie rozprawa prezentuje si¢ bardzo dobrze,
szczegolnie starannie sg przygotowane ryciny, a poszczegolne watki sg rozwijane logicznie, czyta si¢ ja
bardzo dobrze.

7 obowigzku recenzenta musz¢ jednak zwroci¢ uwage na drobne uchybienia w edycji pracy.
Pomimo starannie przygotowanych i jasnych ilustracji zawiera szereg btedow literowych,
niewykreslonych lub niepotrzebnie wykreslonych sformulowan, a to utrudnia czytanie. Poza tym czgsto
mylone s3 nazwy gendéw, np. w kilku miejscach (Tabela na str. 28, a takze w dyskusji) podano, ze
FANCDI1 to BRCAI, a tymczasem jest to BRCA2. W innych czgsciach pracy informacje te sa
prawidtowe. W kilku miejscach pomylono numeracje rycin, np., na str.76-77 po Ryc. 16 nastepuje 19, sa
dwie ryciny 10, itd. Opisy niektorych rycin sg nieprzejrzyste, np. opis Ryc. 4, str. 45 nie pokazuje w
ktorym miejscu znajduje si¢ marker RNA. Dobrze takze byloby trzymac si¢ jednej nomenklatury. Niestety
w nazewnictwie genow FANC panuje chaos i posiadajg one kilka nazw. Doktorant naprzemiennie uzywa
nazw starszych i nowozalecanych, lepiej bytoby ujednolici¢ nazewnictwo. Poza tym w calej rozprawie
Doktorant uzywa terminu czynniki alkilujace dla zwigzkow sieciujgcych. Niektore czynniki alkilujace
mogg sieciowa¢ DNA, ale stosowana w pracy cis platyna nie alkiluje DNA. Ponadto podpisy tabel
powinny by¢ zamieszczone raczej nad tabelg niz pod nia. Przy kilkustronicowych tabelach, jak w
niniejszej rozprawie, podpisy pod tabelg bardzo utrudniajg czytanie.

Powyzsze uwagi krytyczne nie wpltywaja na moja wysoka oceng¢ rozprawy doktorskiej mgr
Marcina Szaumkessel. Zawarto$¢ merytoryczna rozprawy, sposob przeprowadzenia badan, ich analiza i
dyskusja wynikow $wiadcza o dojrzatosci naukowej Kandydata i w petni uzasadniajg ubieganie si¢ o
stopien doktora. Cel pracy zostat w petni zrealizowany, a wyniki zamieszczone w rozprawie zostaly
opisane w trzech publikacjach w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym o wysokim wspolczynniku
oddziatywania. Wnioskuje¢ zatem do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Genetyki Czlowieka PAN o
dopuszczenie mgr Marcina Szaumkessel do dalszych etapéw przewodu doktorskiego, a takze o

wyrdznienie stosowna nagroda ze wzgledu na wysoki poziom naukowy prezentowanych badan.
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