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Analiza uszkodzen genéw DIAPH2, DIAPH3 i PCDH17 w ptaskonabtonkowym raku

krtani w kontekscie ich roli w procesie przerzutowania do weztéw chtonnych

1. Tematyka rozprawy doktorskiej

Praca dotyczy problematyki nowotworzenia oraz genetycznym i epigenetycznym mechanizmom
tego procesu a takze perspektywom ewentualnej terapii. Najogélniej mowiac, nowotwor powstaje
na skutek niekontrolowanego przez organizm wzrostu komoérek w obrebie danego narzadu.
Najczestszym rodzajem nowotworu zlosliwego krtani jest rak ptaskonablonkowy, stanowiacy ponad
90% wszystkich nowotworéw ztosliwych tego narzadu. Do gtéwnych czynnikow ryzyka
zachorowania na raka krtani nalezy palenie tytoniu, zwlaszcza potaczone z naduzywaniem
alkoholu. Waznym czynnikiem ryzyka rozwoju raka ptaskonabtonkowego jest zakazenie wirusem
brodawczaka ludzkiego (HPV), ktéry ogrywa réwniez istotng rolg w rozwoju raka odbytu i szyjki
macicy. W Polsce kazdego roku odnotowuje si¢ okoto 2500 nowych zachorowan, a okoto 1600
0s6b kazdego roku umiera z powodu raka krtani.

Liczba chorych na raka krtani stanowi okoto 2% wszystkich zachorowan na nowotwory ztosliwe
w Polsce. W Europie ptaskonabtonkowy rak krtani jest najczesciej diagnozowanym sposrod
wszystkich nablonkowych nowotworéw glowy i szyi.

Dla diagnozy i oceny nowotworu krtani konieczne sg badania obrazowe. Najczgsciej wykonuje si¢
tomografie komputerowa szyi, ultrasonografie szyjnych weztéw chfonnych, lub przeswietlenie
klatki piersiowej. W leczeniu raka krtani wykorzystuje sig chirurgi¢, radioterapi¢ 1 chemioterapie.
Wezesna identyfikacja jest ograniczona, ze wzgledu na niewielkie zmiany i niespecyficzne objawy,
ale niezwykle istotna, gdyz decyduje o rokowaniach i sposobie leczenia. W zwiazku z tym wazne 1
uzasadnione jest poszukiwanie znacznikoéw molekularnych swoistych dla tego nowotworu w celu

szybkiej i efektywnej diagnozy oraz prognozy choroby.




2. Charakterystyka i cele pracy doktorskie;j

Formalnie rozprawa sktada sie z 10 rozdzialéw oraz spisu rycin (48), tabel (25) oraz suplementu (2
rycin i 5 tabel). Praca jest opatrzona 350 odnosnikami literaturowymi.

Praca zawiera 28 — stronicowy wstgp omawiajacy epidemiologie i etiologie oraz podstawy
molekularne ptaskonabtonkowych nowotwordéw krtani.

Autorka rozprawy jako gléwny cel swoich badan wskazata okreslenie znaczenia dwoch genow z
rodziny formin DIAPH?2 i DIAPH3 oraz genu protocadheryny 17 w patogenezie i przerzutowaniu
ptaskonabtonkowego raka krtani do weztow chtonnych. Dla osiagniecia tego celu konieczna byta
identyfikacja i analiza mechanizmow genetycznych 1 epigenetycznych kontroli ekspresji genu oraz
czestosci deaktywacji badanych genéw w liniach komoérkowych oraz guzach nowotworowych
LSCC. Badania epigenetyczne tego procesu polegaty na obserwacji zmian profilu metylacji
regiondw promotorowych, ekspresji mikroRNA a takze wykorzystaniu znanego leku
epigenetycznego, deoxyrybozydu 5-azacytozyny do potwierdzenia roli hipermetylacji DNA w
deaktywacji LSCC a w szczego6lnosci ekspresji genu PCDH17.

Dobdr metod badawczych i statystycznych byt adekwatny do postawionych celow.

Wyniki badan i ich oméwienie obejmuja 6 podrozdziatow zawierajacych przejrzyste tabele i
ryciny.

Kolejnos¢ prezentacji wynikoéw jest jasna i logiczna i stanowi zrozumiala odpowiedZz na

problemy postawione w pracy.

3. Gtowne wyniki badan przedstawionych w rozprawie

3.1. Stwierdzono obnizenie ekspresji genu DIAPH2 w guzach nowotworowych (2x) oraz w
liniach komorkowych (4x). Dla genu PCDH17 obnizenie ekspresji w liniach
nowotworowych bylo statystycznie istotne a dla DIAPH3 nie zaobserwowano zmian.

3.2. Obnizeniu ekspresji genu DIAPH?2 nie towarzyszyt wzrost poziomu metylacji regionu
promotorowego DNA linii komorkowych LSCC.

. Zaobserwowano hipermetylacj¢ regionu promotorowego i wyciszenie genu PCDH17 w
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liniach komérkowych LSCC oraz w guzach.

3.4. Zidentyfikowano delecje eksonu 23 w obrgbie domeny FH2 biatka DIAPH2 w 5 liniach
komérkowych LSCC wyprowadzonych z przerzutow do weztow chtonnych. Delecji eksonu
23 (125 nt) towarzyszyla insercja fragmentu intronu (35 nt).

3.5. W genie DIAPH3 znaleziono 2 niesynomiczne polimorfizmy SNP, z ktérych jeden ma

prawdopodobnie wptyw na strukture i funkcje bialka.




. Sekwencjonowanie protokadheryny 17 (PCDH17) w liniach komérkowych LSCC wskazato

1 wariant sekwencji z mutacja G—T a w DNA wyodrebnionym z guzéw 1 wariant z

mutacjg C—T.

. Sekwencjonowanie 95 guzéw nowotworowych pokazato 4 warianty sekwencji o charakterze

hemizygotycznym. Trzy z nich wystepuja w domenach funkcjonalnych biatka DIAPH2.
Analiza in silico wykazuje, ze mutacje moga mie¢ negatywny wplyw na strukturg i funkcje

biatka.

. Inhibicja metylacji DNA w genie protokadhedryny 17 w obecnosci deoxynukleozydu 5-

azacytozyny (decytabiny) powoduje wzrost transkrypcji.

. Stwierdzono podwyzszong ekspresje mikroRNA oraz zaproponowano ich wptyw na

ekspresje genow DIAPH2 i PCDH17. Obserwowano zwigkszong ekspresjg (2x) hsa-miR-9-
5p w liniach i guzach LSCC w przypadku genu DIAPH2, a takze hsa-miR-15b-5p, hsa-miR-
16-2-3p i hsa-mir-30A-3P w przypadku genu PCDH17. Wskazuje to na epigenetyczna

regulacje ekspresji PCDH17 na poziomie metylacji DNA oraz mikroRNA.

3.10. Analiza immunohistochemiczna guzéw wykazata, ze protokadhedryna 17 wystepuje

gtownie w cytoplazmie a takze w jadrze komorkowym.

3.11. Wyniki badan przedstawionych w rozprawie zostaty opublikowane w czasopismach:

Molecular Carcinogenesis 57(7), 878-885 (2018) oraz Carcinogenesis 40, 1251-1259

(2019), w ktorych p. Ewa Byzia jest pierwszym autorem.

4. Uwagi do rozprawy

4.1.

4.4.

W badaniach wykorzystano 18 linii komérkowych wyprowadzonych z LSCC, DNA ze 108
guzoéw nowotworowych oraz 125 skrawkow z guzow zatopionych w bloczkach

parafinowych. Czy warunki FFPE zapewniaja trwalos¢ materiatu genetycznego?

. Obnizonej ekspresji genu DIAPH2 nie towarzyszyly zmiany w poziomie metylacji regionu

promotorowego w liniach komorkowych. Ta obserwacja stata sie podstawg do zaniechania
przez doktorantke analizy poziomu metylacji DNA w materiale z guzow oraz wskazania na
mozliwosé ,.innego” mechanizmu inaktywacji genu DIAPH2 w LSCC. Jaki mechanizm

rozwazano?

. Stwierdzenie, ze zmiana w sekwencji w linii UT-SCC-17 w obrebie domeny FH2 prowadzi

prawdopodobnie do inaktywacji biatka DIAPH2 oraz wskazuje na jego potencjalng role w
tworzeniu przerzutéw LSCC, wymaga dowodoéw eksperymentalnych.
Sugestia, ze mutacja somatyczna K135R negatywnie wplywa na strukture i funkcje biatka

DIAPH2 wymaga dodatkowego uzasadnienia.




4.5. Stwierdzenie, ze zwickszona ekspresja mikroRNA zwigzanych z genem protokadhedryny 17
daje mozliwos¢ ich wykorzystania jako biomarkerow oraz stworzenie terapii celowanej,
nalezy rozwing¢ i uzasadnic.

4.6. Sugestia wykorzystania mikroRNA jako markerow oraz opracowanie terapii celowanej sa
trafne pod warunkiem, ze okreslony miRNA jest rzeczywiscie udowodnionym dobrym
znacznikiem danej choroby, w tym przypadku raka krtani oraz, ze jest bardziej swoistym niz
inne mikroRNA.

4.7. Stwierdzenie, ze znaczenie wolnych rodnikéw w powstawaniu zmian w materiale
genetycznym polega na wywoltywaniu uszkodzen oksydacyjnych DNA oraz peroksydacji
lipidéw jest duzym uproszczeniem bardzo szerokiego zagadnienia (s. 14).

4.8. Stwierdzenie, ze wplyw metylacji DNA na kancerogeneze moze by¢ wynikiem aktywacji
sekwencji transpozonowych i retro sekwencji, ktére w warunkach normalnych sa
zmetylowane, wydaje si¢ niezreczne.

4.9. Brak hipermetylacji genu DIAPH2 w liniach komérkowych stat si¢ pochopnie przestanka
dla zaniechania analizy metylacji DNA w guzach oraz propozycji nowego mechanizmu
inaktywacji genu.

4.10. Wielokrotnie w pracy mozna znalez¢ okreslenie ,,szkodliwy dla struktury i funkcji biatka™,
ktore jest niejasne.

4.11. W badanych liniach komérkowych oraz w guzach nowotworowych stwierdzono
hipermetylacje regionu promotorowego genu PCDH17, chociaz nizszy poziom metylacji w
guzach moze by¢ wynikiem obecnosci komorek zdrowych (s. 118). Mimo, Ze jest to
prawdopodobne, to nie mozna wykluczy¢ globalnej demetylacji, ktora obserwuje sie
powszechnie w guzach.

4.12. Stwierdzenie, Ze obnizenie metylacji w innych regionach genomu mogto mie¢ posredni
wplyw na aktywacje transkrypcyjna PCDH17, jako, ze decytabina jest czynnikiem o
dziataniu niespecyficznym, nie jest jasne. Charakteryzuje sie on wysokg toksycznoscia

4.13. Przywolywane w pracy przestanki literaturowe muszg by¢ pokazane (s. 119, 120).

4.14. Nadekspresja mikroRNA 15b, 16-2 oraz 30a jest prawdopodobnie dodatkowym
mechanizmem wyciszajagcym gen PCDH17. Jesli tak jest, to nalezatoby pokazac te
oddziatywania.

4.15. Informacje o strukturze i funkcjach produktow ekspresji genow DIAPH2, DIAPH3 oraz

PCDH17 sa ograniczone, chociaz ich sekwencje zawierajg przestanki funkcjonalne.




5. Wniosek koncowy

5.1. Wyniki badan przedstawione w pracy doktorskiej mgr Ewy Byzia sa bogatym i solidnym
materiatem eksperymentalnym dotyczacym badan nowych biafek i ich genéw. Rozprawa
stanowi takze istotny wktad do poznania mechanizméw kancerogenezy a w szczegolnosci
pokazuje znaczenie epigenetyki w zrozumieniu nowotworow.
Ponadto material zawarty w rozprawie stat sie podstawa dwoch publikacji w recenzowanych

czasopismach.

5.2. Stwierdzam, ze oceniana praca spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z
Ustawa z dnia 21 kwietnia 2017 r. o zmianie ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz niektorych innych ustaw (Dz.U. 2017 poz. 859,
USTAWA z dnia 21 kwietnia 2017 r. o zmianie ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki oraz niektorych innych ustaw) i wnoszg do
Rady Naukowej Instytutu Genetyki Cztowieka PAN o dopuszczenie p. mgr Ewy Byzia do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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