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Plaskonablonkowy rak krtani (LSCC) stanowi duzy problem kliniczny ze wzgledu na
stosunkowo wysoka czesto$é wystepowania oraz brak skutecznego leczenia. W dobie
rosnacego znaczenia terapii personalizowanej nowotworéw, w tym LSCC, istotne jest
poznawanie molekularnych aspektéw powstawania i ewolucji choroby oraz genetycznych
uwarunkowan zwiekszajacych ryzyko zachorowania. W tym kontekscie podjecie przez

Kandydatke tematu zwigzanego z rolg uszkodzen genéw. DIAPH2, DIAPH3 1 PCDHI7 w

LSCC nalezy uzna¢ za celowe i wazne.

Trzeba podkresli¢, ze wybér konkretnych trzech gendéw (DIAPH2, DIAPH3 i PCDHI7) byt
dobrze uzasadniony poniewaz wynikat z wezesniej opublikowanych danych uzyskanych
przez promotora Kandydatki wraz z zespotem z uzyciem calogenomowych analiz technikami

mikromacierzowymi.

Szczegolowe cele pracy obejmowaty identyfikacje wariantow w obrebie badanych gendéw w
DNA z linii LSCC oraz z guzéw, analizy metylacji regionéw okotopromotorowych, analizy
ekspresji mikroRNA mogacych regulowaé ww. geny, a takze, w przypadku PCDH17, analizy
ekspresji na poziomie biatka w tkance guzéw. Istotnym elementem Pracy byto potwierdzenie
znaczenia stwierdzonej hipermetylacji regionu okotopromotorowego genu PCDHI7 w

badaniach funkcjonalnych opartych na hamowaniu metylacji DNA w liniach komérkowych

przy uzyciu decytabiny.

Materiatem do badan byto 18 nowotworowych linii komérkowych, DNA ze 108 guzéw
LSCC oraz 125 skrawkow guzow zatopionych w bloczkach parafinowych. W zaleznosci od
potrzeby wykorzystywano tez odpowiednie kontrole m.in. 145 préb DNA wyizolowanego z
krwi obwodowej od anonimowych zdrowych mezczyzn, DNA z wymazéw z jamy ustnej 10
zdrowych dawcéw oraz catkowity RNA z wycinka prawidlowego nabtonka krtani.
Wykorzystanie wszystkich materialéw zostato zatwierdzone przez odpowiednie komisje

bioetyczne.

W Pracy Kandydatka wykorzystata szeroki wachlarz nowoczesnych metod. Poza
standardowymi technikami jak izolacja DNA/RNA, synteza cDNA, sekwencjonowanie
metoda Sangera, ilosciowy PCR (takze w czasie rzeczywistym) wykorzystywata
sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS), pirosekwencjonowanie (w celu oceny

metylacji) oraz mikromacierze tkankowe (analiza immunohistochemiczna). Dodatkowo,
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istotna cze$é Pracy wymagata technik hodowli komorek in vitro. Opanowanie tylu
réznorodnych technik laboratoryjnych jest niewatpliwie silng strong Pracy 1 dowodzi
znakomitego przygotowania warsztatowego Kandydatki. Zwraca tez uwagg techniczna
staranno$¢ analiz — np. w trakcie sekwencjonowania NGS amplikony z pokryciem ponizej 20-

krotnym analizowano dodatkowo metodg Sangera.

Najciekawszy, wg. mnie, wynik Pracy dotyczy hipermetylacji regionu promotora PCDHI7.
Wyrazna hipermetylacja w stosunku do préb kontrolnych zostala stwierdzona we wszystkich
badanych liniach komérkowych oraz w 95% guzow nowotworowych. Znaczenie
hipermetylacji PCDH17 dla inaktywacji genu w badanych linach komérkowych
potwierdzono poprzez wykazanie przywrocenia ekspresji PCDHI7 w wyniku inhibicji
metylacji DNA z zastosowaniem decytabiny. Powyzsze obserwacje wskazujace na znaczenie
obnizenia ekspresji PCDH17 w LSCC sg tez interesujgce w kontekscie stwierdzonej w Pracy
wysokiej ujemnej korelacji migdzy nadekspresjg pewnych mikroRNA a ekspresja mRNA
PCDHI7 oraz stosunkowo czestej uracie ekspresji biatka PCDH17 w badaniu metodg
immunohistochemiczna (IHC). Pomimo podkreslanego przez Autorke (Dyskusja)
ograniczenia wynikajacego z faktu. ze materiat biologiczny wykorzystany w eksperymentach
[HC nie pozwolil na analize metylacji DNA na tych samych probach uwazam, ze powyzej
opisane wyniki sa przekonujace, oryginalne i potencjalnie wazne z puntu widzenia kliniki

oraz nauk podstawowych.

Kolejnym interesujacy wynik dotyczy mutacji genu DIAPH2. W szczegdlnosei, Autorka
wykazata delecje eksonu 23 genu DIAPH?2 z jednoczesng insercja fragmentu intronu 23
(c.3116_3240delins35) w jednej z badanych linii komérkowych. Autorka szeroko dyskutuje
mozliwy patogenny charakter zmiany. Przytaczane argumenty sg przekonujace a ostateczne
potwierdzenie znajduje si¢ w niezaleznej od niniejszej rozprawy publikacji pokazujacej, ze
ww. delecja zwieksza potencjal metastatyczny w modelu komorek HEK-293T
modyfikowanych met. CRISPR/Cas9 (Carcinogenesis 2019 40:1251. do1:
10.1093/carcin/bgz035). Dodatkowo, Autorka wykryta 4 kolejne mutacje DIAPH2 w
materiale z guzow, 3 z tych mutacji pochodzily z guzéw przerzutu] gcych. Analiza
statystyczna uzyskanych danych potaczonych z dodatkowymi danymi z cBioPortal wykazala,
ze mutacje genu DIAPH2 wystgpujg czesciej w grupie pacjentow z guzami przerzutujgcymi
do weztéw chtonnych (N+) w stosunku do grupy z guzami nieprzerzutujagcymi, co stanowi

kolejna wazna i nowa obserwacje¢ Autorki.




Analizy sekwencji genu DIAPH2 wykazaly tez czgstsze wystepowanie genotypu rs20374 A
wéréd pacjentéw w pordwnaniu do populacji europejskiej, co moglo sugerowaé powigzanie
tego wariantu z podniesionym ryzykiem LSCC. Nalezy jednak podkresli¢, ze przed
wyciagnieciem takiego wniosku Autorka zdecydowata sig przebadaé genotypy rs20374 w
populacji Polski. Wyniki wskazaty, ze w Polsce warlanty rs20374 majg inny rozktad niz w
populacji ogélnoeuropejskiej. W szczegélnosei wariant A jest czestszy, co prawdopodobnie
tlumaczy obserwacje u pacjentéw. Chciatbym podkresli¢, ze decyzja o poszerzeniu analiz na
populacje polska wiazala sie znacznym naktadem pracy 1 jej podjecie dowodzi dojrzatosci

naukowej Autorki.

Rozprawa liczy 167 stron. Ma typowy ukiad z podziatem na wprowadzenie, cel pracy,
materialy i metody, wyniki, wnioski, dyskusjg i list¢ piSmiennictwa. Dodatkowo Rozprawa
zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, listg skrétow, spis rycin i tabel oraz
suplement. Poszczegdlne czesci Pracy spetniajg swoja rolg, catosé wywodu jest jasna, bez
zbednych powtérzen. Lista cytowanego pismiennictwa liczy 351 pozycji, ktore sg dobrze

dobrane i wlasciwie przywolywane.

Ponizej lista uwag oraz zauwazonych drobnych bigdow stylistycznych/gramatycznych etc..

1 Uwagi

Str. 47 (Metody) ,,W celu okreslenia ekspresji genow DIAPH2, DIAPH3 oraz PCDHI7 w 10
liniach komérkowych, 5 guzach krtani oraz 3 prébach kontrolnych wykorzystano dane z
mikromacierzy ekspresyjnych (Affymetrix U133 Plus 2.0) uzyskane podczas realizacji
wezesniejszego projektu [79].” (High resolution ArrayCGH and expression profiling
identifies PTPRD and PCDH17/PCH68 as tumor suppressor gene candidates in laryngeal

squamous cell carcinoma. Genes Chromosomes Cancer 50: 154-166 ).

Czy nie ma w tej sytuacji konfliktu ze stwierdzeniem na str. 38 wskazujacym, ze wczesniejsze

wyniki byly punktem wyijscia do prac opisanych w Rozprawie? Zob.: ,,analiza przy

zastosowaniu mikromacierzy ekspresyjnej Affymetrix U133 Plus 2.0 wskazala na istotne
obnizenie ekspresji genu PCDH17 we wszystkich liniach komérkowych™. Jest to takze

podkreslone na str. 38 w sekcji ,,Uzasadnienie podjecia badan™ : ,, analiza przy zastosowaniu
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mikromacierzy ekspresyjnej Affymetrix U133 Plus 2.0 wskazala na istotne obnizenie
ekspresji genu PCDH17 we wszystkich liniach komérkowych oraz genu DIAPH2 w liniach

LSCC oraz w materiale z guzéw w poréwnaniu z prébami kontrolnymi [79].”

Str. 89 (Tabela S5). Przedstawiona analiza rozktadu genotyp6éw polimorfizmu rs20374 genu
DIAPH? nie uwzglednia faktu, ze gen jest na chr X. Analiza czgstosci wariantow w takich
przypadkach powinna uwzglednia¢ pte¢ osob z poréwnywanych grup, przynajmniej powinno

to byé omowione.

Str. 92 ,,(rs111260336 1 rs150023947) okreslane sg jako zmiany kancerogenne (FATHMM)
(Rycina 24, Tabela S5).” Programy typu FATHM zazwyczaj okreslaja prawdopodobienstwo,
7e zmiana zaburza funkcje biatka. Ciekawe byloby oméwienie, co moze by¢ podstawg

sugestii, ze w ww. przypadkach patogenno$¢ przeklada si¢ akurat na kancerogennosc.

Str. 113 Rycina 47 — nie jest jasne co odzwierciedla test Fishera. W szczego6lnosci, czy na
warto$¢ p (graniczng pod wzgledem znamiennosci), poza brakiem w kontroli probek bez
ekspresji PCDH17, ma takze wplyw brak w grupie kontrolnej probek o wysokiej ekspresji

tego genu?

Drobne bledy

Str. 4 Streszczenie ,,Wskazano réwniez na wigkszg czgstosé genotypu A|A rs111260336 w
populacji polskiej w stosunku do europejskiej populacji kaukaskiej.” - lektura pracy

wskazuje, ze to stwierdzenie powinno si¢ odnosi¢ raczej do rs20374.
Str. 4 Streszczenie WGA - brak rozwiniecia

Str. 14 ,,Wskazuje sie na wystepowanie delecji w chromosomie 13q oraz przyrost materiatu

genetycznego w obrebie 8p 1 20q” — zdanie niejasne.

Str. 15, Efektem tego sg czesto wtorne ogniska choroby oraz krétki 5-letni czas przezycia..”

niefortunne sformutowanie

Str. 15 ,,Aktywowane przez niego szlaki sygnatowe [...Juczestniczg w procesach istotnych
dla progresji nowotworu: proliferacja komérek, stymulacja angiogenezy i migracji komorek,

hamowanie apoptozy” — btad gramatyczny

Str.17 ,,SNP - ang. single nucleotide polymorphism)” — obecnie dominuje termin SNV —

single nucleotide variant.
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Str. 41 ,Na uzycie prob DNA do badan zostata wydana zgoda Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.” Brak numeru zgody,
niespdjnos¢ z wezesniej przytaczanymi zgodami - zgoda Komisji Bioetycznej (numer:
904/06, 164/10 i 828/12) przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu., zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przy

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy (numer: KB 417/2010).

Str. 41 ,catkowite RNA” - catkowity RNA, podobnie str 60 ,,Wyizolowane DNA” -
Wyizolowany DNA

Str. 75 Rycina 14. Pokazane wyniki wskazuja na obnizong metylacje DIAPH2 w stosunku
do préb kontrolnych. Jest to oczywiscie zgodne ze stwierdzeniem Autorki ,,nie
zaobserwowano wzrostu poziomu metylacji DNA regionu okotopromotorowego w liniach
komorkowych w poréwnaniu z materiatem kontrolnym (W1 -W10),” ale moim zdaniem
obserwacja powinna by¢, przynajmniej krétko, wspomniana/skomentowana, takze jesli

réznice (trendy?) byly jednak nieznamienne statystycznie.

Str. 83, Nie stwierdzono natomiast obecnosci polimorfizméw w obregbie genu DIAPH2 w
liniach komérkowych LSCC.” — nie jest jasne znaczenie terminu polimorfizm (uzywanego
takze w innych miejscach Pracy). Wariant niepatogenny? Wariant znany? Wariant czesty? Jak

czesty? W jakiej populacji?

Str. 88 Ryc 21. Opis tego typu danych, poza wartoscig p, powinien zawiera¢ parametr

szacujacy site powiazania, np. iloraz szans (OR, odds ratio).

Str. 96 ,,W przypadku linii UT-SCC-11 poziom metylacji DNA komorek inkubowanych w
0,1 uM DAC ulegt obnizeniu o 31,2% w stosunku do komorek kontrolnych, a w komoérkach
traktowanych 0,3 pM DAC odpowiednio o 31,1%. W linii komérkowej UT-SCC-29
wykazano z kolei obnizenie metylacji DNA o 31,4% po inkubacji w 0,1 pM DAC oraz 9,1%
w 0,3 uM DAC w stosunku do préb kontrolnych.” — nie jest jasne czy ww. opis odnosi sie do
metylacji LINE-1 czy PCDH17.

Str. 99 Rycina 30. Nie jest jasne co oznacza $ciezka na zelu opisana OK (w panelu B sciezka

zawiera produkt na poziomie PCDH19).

Str. 104 , Analiza korelacji ekspresji powyzszych miRNA oraz badanych genoéw przy

zastosowaniu wspotczynnika korelacji rang Spearmana wykazala wysoka lub bardzo wysoka




korelacje ujemna miedzy ekspresjg trzech mikroRNA, odpowiedzialnych za regulacj¢
potranskrypcyjna PCDH17, a ekspresja tego genu. Zalezno$¢ te stwierdzono zaréwno w
liniach komérkowych LSCC (n=7), jak i grupie linii komérkowych i guzéw (n=12). Wyniki
zestawiono w Tabeli 23 oraz na rycinach (Ryciny 36-44).” W tekscie oraz tabeli i rycinach

brakuje wartosci p, bezposrednio dokumentujacej znamienno$¢ statystyczng obserwaci.

Str. 117 ,,czeste mutacje i delecje opisane w niniejszej pracy w obrebie genu DIAPH? zdaja
si¢ $wiadczyé o znaczeniu obserwowanych uszkodzen tego genu w patogenezie LSCC.”

Okreslenie ,,czeste” powinno by¢ doprecyzowane.
bl

Str. 139 niepeine cytowanie (wiasnej) pracy: “DIAPH2 alterations increase cellular motility

and may contribute to the metastatic potential of laryngeal squamous cell carcinoma”

Podsumowujac, pomimo wyzej opisanych (drobnych) uwag uwazam, ze
przedstawiona rozprawa doktorska autorstwa

mgr Ewy Byzia pt.: ‘Analiza uszkodzeh genow DIAPH?Z, DIAPH3 i PCDHI7 w
ptaskonabtonkowym raku krtani w kontekscie ich roli w procesie
przerzutowania do weztéw chfonnych’ spetnia warunki okreslone w art.13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz.1789 ze zm.). W

zwiazku z tym wnioskuje o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapOw

przewodu doktorskiego.




