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w procesy aktywnej demetylacji DNA w raku piersi”

Promotor: dr hab. Marek Foksinski

W przedstawionej do recenzji dysertacji Pani mgr Kinga Linowiecka podejmuje ambitng prébe
charakterystyki wybranych komponentéw szlaku aktywnej demetylacji DNA w raku piersi z poziomu
ich potencjalnego zastosowania do analiz diagnostycznych jako czynniki prognostyczne do oceny
zaawansowania stanu chorobowego.

Temat rozprawy jest szalenie ciekawy i niezwykle aktualny. Epigenetyczne mechanizmy
“regulacji procesu nowotworzenia, w szczegélnosci metylacja DNA od lat budza zainteresowanie wielu
badaczy. Z uwagi na zidentyfikowane zaburzenia w profilu metylacji DNA w komdrkach
nowotoworowych: (i) hipermetylacje wysp CpG w obrebie promotoréw protoonkogendw i genéw
supresorowych oraz (ii) globalng hipometylacje DNA, z powodzeniem zaczeto wykorzystywac
w interwencjach terapeutycznych inhibitory metylotransferazy DNA 1 (Dnmtl), 5-azacytydyne
(Vidaza™) czy decytabine (Dacogen™) jako szlak biernej demetylacji DNA. Przez dtugi czas byto
kwestig dyskusyjng, czy w organizmach ssakdw istniejg mechanizmy aktywnej demetylacji DNA.
Dopiero odkrycie biatek Tet, zdolnych przeksztatca¢ 5-metylocytozyne w 5-hydoksymetylocytozyne
rozwiato watpliwosci naukowcow i przeniosto dyskusje na inny poziom, a mianowicie wykorzystania
biatek do celéw terapeutycznych.

Prezentowana rozprawa mgr Kingi Linowieckiej bardzo dobrze wpisuje sie w aktualne nurty
poszukiwan znaczenia aktywniej demetylacji DNA w diagnostyce i leczeniu choréb nowotworowych.

Doktorantka podjeta sie wieloparametrycznej oceny poziomu 5-metylocytozyny (5-mC)



i jej pochodnych (5-hmC, 5-hmu, 5-fC, 5-caC) w raku piersi probujac uzyska¢ odpowiedz
czy ta modyfikacja epigenetyczna moze by¢ czynnikiem prognostycznym wspomagajgcym wczesne
wykrywanie nowotworu i/lub markerem skutecznosci leczenia. Niewatpliwg zaletg tej rozprawy jest
zastosowany model badawczy: (i) probek krwi od pacjentek i (ii) materiatu klinicznego tkanek guza
z rozréznieniem podtypu biologicznego raka piersi, stopnia zaawansowania choroby oraz stopnia

remisji guza po leczeniu chemioterapeutycznym.

Recenzowana rozprawa doktorska, liczagca 157 stron, zostata przygotowana w postaci
monografii o klasycznym uktadzie tekstu dla prac medycznych, zawierajacym 25 rycin, 27 tabel i 376
pozycji literaturowych w wigkszosci opublikowanych w ostatnich 10-ciu latach, ktére postuzyty
do przygotowania monograficznej czesci pogladowej, doswiadczalnej oraz dyskusji nad wynikami
badan wtasnych. Dobér literatury nie budzi zastrzezeri i podkresla, ze tematyka badan
podejmowanych przez Doktorantke i Pana Promotora jest bardzo aktualna. Monografia jest
opracowana bardzo starannie pod wzgledem jezykowym, stylistycznym i edytorskim. Czyta sie jg
z duzg przyjemnoscia.

Prace rozpoczyna cze$é teoretyczna liczaca 33 strony, zawierajaca 3 ryciny i 4 tabele dobrze
uzupetniajgce i wizualizujgce omawiane tresci. Poszczegélne rozdziaty czesci teoretycznej stanowig
ptynne przejscie od obszernego omdwienia mechanizméw epigenetycznej regulacji metylacji DNA,
ze szczegdlnym uwzglednieniem narzedzi i sygnatur procesu demetylacji na poziomie komdrkowym
do etiologii, diagnostyki i leczenia raka piersi. Wykorzystane przez mgr Kinge Linowieckg
pismiennictwo w czesci teoretycznej stanowi przyktad przemyslanego i Swietnie zilustrowanego
wyktadu na temat aktualnej wiedzy o omawianych zagadnieniach. Autorka pokazata, ze potrafi
wykorzystywa¢ dostepne dane literaturowe, twodrczo je opracowywac, systematyzowac
i komentowad.

Cele pracy zostaty jasno sformutowane. Doktorantka w 3 punktach przedstawita plan swoich
badan.

W rozdziale ,Materiaty i metody” mgr Kinga Linowiecka wyczerpujgco opisata stosowane
w pracy techniki badawcze, m.in. izolacje RNA/DNA z komorek i tkanek, technike Real-Time gPCR,
ultrasprawng chromatografie cieczowg z tandemowg detekcjg mas (2D-UPLC/MS/MS).

Wyniki przeprowadzonych badan opisano na 52 stronach, zaprezentowano w 23 tabelach
i zilustrowano na 22 rycinach. Dokumentacja wynikdw przekonuje, ze wszystkie doswiadczenia
przeprowadzone zostaly z duzg skrupulatnoscig. Sposéb prezentacji uzyskanych danych jest
przemyslany, co pozwala $ledzi¢ postepy pracy i rejestrowac realizacje kolejnych celéw i zadan.
Jedyne czego mi zabrakio to adnotacja pod wykresami jakim testem wyliczono istotno$c¢ statystyczna.

Podczas opisywania wynikdw Doktorantka dokonujac analizy badanych paramentéw u kobiet
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z rakiem piersi i w grupie kontrolnej pisze, iz obserwowano zmiany, ale nie byty one istotne
statystycznie np. strona 60, 63, 65. Nalezy pamigtac, ze po to wykonujemy analizg statystyczng zeby
stwierdzi¢ istnienie zmian bad? tez nie w obrebie badanego parametru i nie mozna mowic, ze
ekspresja genu rosnie lub maleje, jezeli réznice pomiedzy kontrolg a préba badang nie sg pozytywnie
zweryfikowane odpowiednim testem.

W pierwszym etapie badar Doktorantka dokonata analizy ekspresji biatek TET na poziomie
transkryptu w leukocytach pochodzacych od pacjentek z rakiem piersi jak réwniez we fragmentach
pierwotne] tkanki nowotworowej raka piersi. Wyniki badari pokazaty obnizenie ekspresji genu TET1
i w konsekwencji réwniez spadek poziomu 5-hmC w poréwnaniu do kontroli (leukocyty od kobiet
niechorujacych na raka piersi, fragmenty tkanki histopatologicznie niezmienionej pochodzacej
z obrzeza wycinka; odpowiednio), co wskazuje na potencjalny charakter prognostyczny obu
parametrow w diagnostyce raka piersi. Jednoczesnie uzyskane przez Doktorantkg wyniki
marginalizujg szlak deaminacji metylowanej cytozyny przez biatko AID, wskazujac
na hydroksymetylacje 5-mC jako dominujgcy mechanizm demetylacji DNA w raku piersi.

W drugiej fazie badari Doktorantka skupita sie identyfikacji potencjalnej korelacji pomigdzy
zastosowaniem chemioterapii przeodperacyjnej u kobiet chorujacych na raka piersi a wybranymi
elementami szlaku aktywnej demetylacji DNA i biochemicznymi parametrami charakteryzujgcymi
stan energetyczny komérki. Istotnym wynikiem uzyskanym przez Doktorantke w tej czg$ci badan jest
wykazanie, 7e terapia doksorubicyng i cyklofosfamidem nie jest obojetna dla procesu aktywnej
demetylacji DNA. Uzyskane wyniki wskazujg na istotne obnizenie ekspresji biatek TET na poziomie
transkryptu podobnie jak innych analizowanych genéw, m.in. glikozylazy tyminowej (TGD), AID, HIF1
i HIF2. Jednoczeénie obnizonemu poziomowi ekspresji wyzej wymienionych gendw towarzyszyt
wzrost poziomu 5-mC, 5-fC i 5-caC. Interwencja chirurgiczna powodowata za$ wzrost ekspresji
wszystkich analizowanych gendw, jak réwniez wzrost poziomu 5-mCi 5-hmC.

Kolejne badania przeprowadzone przez Doktorantke w postaci analizy ekspres;ji genow
dehydrogenazy izocytrynianowej (IDH1 i IDH2) i préba powigzania metabolizmu energetycznego
komérki z aktywna demetylacjg DNA, wykazata odmienny poziom ekspresji w zaleznosci
od analizowanego materiatu (w pierwotnych tkankach nowotworowych stwierdzono obnizony
poziom ekspresji IDH1 i podwyzszony poziom IDH2, podczas gdy w leukocytach od kobiet z rakiem
piersi wraz z obnizeniem poziomu 5-hmC zarejestrowano podwyzszony poziom ekspresji IDH1
i obnizony poziom IDH2. Chciatabym prosi¢ Doktorantke o kilka stéw komentarza odnosnie
stwierdzonych fluktuacji ekspresji izoform dehydrogenazy izocytrynianowej w badanym materiale
w odniesieniu do procesu kancerogenezy. Czy fragmenty tkanki raka piersi i probki krwi uzyte do

analiz pochodzity od tych samych pacjentek?



Jak wspomniatam wczeéniej badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej maja charakter wielopoziomowy i obejmuja réwniez analize ekspresji gendw TET i innych
molekut bezposrednio lub posrednio zwigzanych ze szlakiem aktywnej demetylacji DNA w zebranym
materiale biologicznym w zaleznosci od ekspresji receptorow dla: estrogenu (ER), progesteronu (PR)
i nabtonkowego czynnika wzrostu typu 2 (HER2), ktérych obecno$¢ determinuje okreslony podtyp
molekularny raka piersi. W swoich badaniach Doktorantka stwierdzita istotne zmiany w profilu
metylacji DNA (poziom 5mC) pomiedzy podtypem nowotworu z ekspresjg receptorow HER2
a podtypem potrdjnie ujemnym oraz podtypem z ekspresjg receptoréw hormonalnych. Nie wykazano
jednak istotnych zmian w ekspresji genow TET. Chciatabym prosi¢ Doktorantke o komentarz czy
zatem w $wietle przedstawionych danych obecno$¢ receptoréw nie ma wptywu na proces aktywnej
demetylacji? | czy zamierza kontynuowac ten nurt badan?

Dyskusja, liczaca 24 strony, jest syntetyczna i $wiadczy o biegtej znajomosci przez
Doktorantke zagadnierr zwigzanych z mechanizmem aktywnej demetylacji DNA w chorobach
nowotworowych. Mgr Kinga Linowiecka w sposdb krytyczny dokonata przejrzystej analizy oraz
interpretacji wiasnych wynikdw w oparciu o dostepne piSmiennictwo.

Rozprawe koricza wnioski wynikajace z opisanych wynikow. Streszczenie w jezyku polskim
i angielskim oddaje charakter pracy i nie budzi zastrzezen. Przejrzysto$¢ pracy wzbogaca wykaz
skrétéw oraz spis tabel i rycin umieszczonych w pracy. Zabrakto mi tylko zatgczenia do monografii
dorobku naukowego Doktorantki, a prezentowana dysertacja pozwala sadzi¢, ze jest sie¢ czym

pochwalic.

Podsumowujac, bardzo pozytywnie oceniam rozprawe doktorskg Pani mgr Kingi Linowieckiej:
,Badanie ekspresji genéw kodujacych biatka zaangazowane w procesy aktywnej demetylacji DNA
w raku piersi”. Na wysoka warto$¢ merytoryczng pracy, skfadaja si¢ zaréwno oryginalna tematyka
badawcza, umiejetnie dobrane nowoczesne metody weryfikujace postawione cele badawcze,
jak i zakres przeprowadzonych badan. Doktorantka wykazata sie bardzo dobra znajomoscig zagadnieri
epigenetycznych w zakresie obejmujgcym temat Jej badan, znajomoscia szeregu technik badawczych

oraz umiejetnoscig krytycznej analizy i interpretacji wynikow.

W mojej opinii przediozona do oceny dysertacja mgr Kingi Linowieckiej stanowi znaczny
wktad w rozwdj uprawianej przez Nig dziedziny i odpowiada warunkom dla rozprawy na stopien
doktora okre$lonym przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. (z péZniejszymi zmianami) o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. W zwigzku z tym bez
zadnych zastrzezerh popieram wniosek o nadanie mgr Kindze Linowieckiej stopnia doktora nauk

medycznych i zwracam sie z wnioskiem do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego Collegium
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Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu,
o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Kingi Linowieckiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Biorac pod uwage oryginalno$¢ pracy i jej bardzo wysokie walory poznawcze whnioskuje
o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Kingi Linowieckiej w przyjety na Wydziale
Farmaceutycznym Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu

Mikotaja Kopernika w Toruniu sposéb.
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