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RECENZJA
Rozprawy doktorskiej
Magister Marty Starczak

p-t. ,Nowe modyfikacje epigenetyczne DNA i ich rola w rozwoju raka jelita grubego”

W patogenezie wielu nowotworéw, w tym jelita grubego, obok mutagji prowadzacych do zmian
genotypu, istotng role odgrywajg zmiany epigenetyczne szczegélnie zwigzane z zaburzonym profilem
metylacji DNA. Te ostatnie wigzg sie¢ zwykle z hipermetylacjg miejsc promotorowych genow
supresorowych i zmniejszong zawartoécig 5-metylocytozyny (5-mCyt) w catym genomie.

Najczgsciej przedmiotem badar jest poszukiwanie konstelacji genéw, ktérych promotory maja
zmieniong metylacje w powigzaniu z oceng metylacji sekwencji LINE-1 jako posredniego zrodta
informacji o catkowitej zawartosci 5-mCyt w genomie.

W przedstawionym do recenzji zestawie prac, ktore majg by¢ podstawa do nadania stopnia doktora
skupiono si¢ na ocenie poziomu 5-mCyt i produktéw jej utlenienia w powigzaniu z markerami
uszkodzenia oksydacyjnego. Te ostatnie sg od lat przedmiotem zainteresowania zespotu, w ktérym
byla wykonywana praca i znaczacych osiggnie¢ w tym zakresie. Badania przeprowadzone w
ostatnich latach wykazaty, ze produkty naprawy oksydacyjnych uszkodzen DNA takie jak 8-oksy-7.,8
dihydro-guanina moga by¢ uznana za chemiczng modyfikacje DNA podobng do modyfikac;ji
epigenetycznych. Podjecie badan z tego zakresu , istotnych z punktu widzenia patogenezy
nowotworéw jest bardzo uzasadnione i stanowi ,naturalng” kontynuacje badan zespotu. Recenzowana
praca dobrze wpisuje sig¢ wpisuje sie w ten nurt badawczy.

Poréwnanie poziomu tych modyfikacji w tkance nowotworowej, niezmienionym marginesie
operacyjnym , a przede wszystkim leukocytach krwi obwodowej, ktére mozna pozyskac w stosunkowo
nieinwazyjny sposob nie tylko uzasadniaja, ale tez podwyzszajg wartosé podjetych badan.

Rozprawa przedstawiona jest w formie cyklu czterech tematycznie powigzanych publikacji, w tym
trzech wielo-autorskich prac oryginalnych. Doktorantka oraz wspbdtautorzy zgodnie z
Rozporzadzeniem MNiSzW z dnia 19 stycznia 2018 Rozdziat 1, § 4/2, ztozyli stosowane
oswiadczenia dotyczace ich udziatu w poszczegdlnych publikacjach.

We wprowadzeniu do rozprawy, opartym o 24 publikacje, Autorka szeroko omawia epidemiologie,
zmiany fenotypowe i histologiczne oraz molekularne podtoze rozwoju rakow jelita grubego.



W tym monotematycznym wprowadzeniu, zabrakio jednak sformutowania zatozen pracy, czy hipotezy
badawczej. Autorka bezposrednio przechodzi do przedstawienia celéw pracy zaktadajac, ze hipotezy
badawcze zostaty przedstawione w poszczeg6inych publikacjach.

Szkoda, ze we wprowadzeniu nie omoéwita choéby skrotowo metod analizy 5-mCyt i jej pochodnych a
tym samym uzasadnienia opracowania nowej skoro to stanowi jeden z celéw pracy. Ten element
pojawia si¢ dopiero w podsumowaniu rozprawy.

Wiaczona w cykl publikacja pogladowa (#1) stanowi cze$ciowo uzupetnienie wprowadzenia i omawia
charakterystyke 5-hydroksy-metylouracylu i jego mozliwy udziat w zjawiskach epigenetycznych.
Stanowi bardzo dobry przeglad ,dwuznacznosci” tego produktu oksydacji 5-mCyt.

Te jak i kolejne publikacje poprzedza opis gidwnych tez i wynikéw przedstawionych

w poszczegodinych pracach.

Punktem wyjscia do zasadniczych badan byto, jak wspomniano wyzej, opracowanie metody analizy
ilosciowej jak to okresla Doktorantka znacznikéw o potencjalnym znaczeniu epigenetycznym oraz
biomarkeréw stresu oksydacyjnego. Opracowana metoda — dwuwymiarowej ultra-sprawnej
chromatografii cieczowej z tandemowg spektrometrig mas umozliwiajgca analize szerokiego spectrum
modyfikacji DNA w formie deoksy- nukleozydéw stanowi wazne osiggniecie Doktorantki i zespotu. Jej
druga pozycja w spisie autorow i ich oéwiadczenia wskazujg na Jej istotny wkiad w opracowanie
metody. Warto$¢ metody zweryfikowano wykonujac badania pilotazowe w materiale pochodzacym od
pacjentow z rakiem jelita grubego i poréwnujgc poziomy modyfikacji DNA w tkance guza oraz
,prawidtowym marginesie operacyjnym”. Wnioski autorki sg na tym etapie troche zbyt daleko idace.

O ile perspektywiczne zastosowanie kliniczne opracowanej metody do monitorowania , a raczej
badan (metoda zbyt skomplikowana na codzienny uzytek laboratorium klinicznego) patogenezy
choréb zwigzanych ze stresem oksydacyjnym jest uzasadnione, to jej przydatnos¢ do oceny
zaburzen metabolicznych wymagataby wyjasnienia. Opracowang metode w szerszym zakresie
Doktorantka wykorzystata do oceny modyfikacji DNA w leukocytach krwi obwodowe; pochodzacych od
zdrowych wolontariuszy oraz pacjentéw z rakiem jelita grubego, gruczolakiem oraz zapalnymi
chorobami jelit. To najwazniejsza z punktu widzenia osiagnie¢ doktorantki praca, w ktorej jest
pierwszym autorem, opublikowana zostata w prestizowym Journal of Translational Medicine.

W ograniczonym zakresie proby wykorzystania leukocytéw do oceny poziomu 5- mCyt i 5-hmCyt

w raku jelita grubego byly podejmowane przez innych autoréw przy wykorzystaniu klasycznej metody
LC-MS/MS i wskazywaty na pozytywng cho¢ na granicy statystyczne] istotnosci korelacje miedzy
poziomami 5-mCyt w leukocytach i tkance guza (Udall et al. 2018).

W pracy Doktorantki takich poréwnan nie przeprowadzono, ale stwierdzono istotne réznice w poziomie
tych samych markeréw u wszystkich grup chorych w poréwnaniu do oséb zdrowych. U wszystkich
chorych zaréwno poziomy 5-mCyt jak i produktow jej utlenienia byty nizsze niz u osob zdrowych.
Jednak poziom 5-hmUra u pacjentéw z gruczolakiem byt zdecydowanie wyzszy niz u tych z rakiem
jelita grubego, co wskazuje, ze jego oznaczanie moze by¢ przydatne w diagnostyce stanéw
przedrakowych.

Szkoda, ze dla poréwnania nie wykonano analizy cfDNA , ktéry stanowi odzwierciedlenie zmian
epigenetycznych w tkance rakowe;.




Cenng obserwacjg byto stwierdzenie pozytywnej korelacji pomigdzy poziomem przynajmniej
niektérych pochodnych 5-mCyt i 8-oksyGua markera uszkodzen oksydacyjnych DNA we wszystkich
grupach chorych natomiast jej brak u 0séb zdrowych. W IBD zaobserwowano negatywng korelacje
migdzy poziomami 5-mCyt i 8-oksyGua. Wysoki poziom tej ostatniej jest zrozumiaty biorac pod uwage
patogeneze tego schorzenia, a szczegodinie role RFT w procesie zapalnym. Najwazniejszym
tytutowym osiggnieciem tej pracy doktorantki i jej wspotautoréw bylo stwierdzenie powigzania
pomiedzy poziomem L-askorbinianu w osoczu i poziomami 5-hmCyt i 5-hmUra w leukocytach, co
moze wskazywac, ze L-askorbinian moze mie¢ wptyw na réwnowage pomiedzy procesami metylacii i
demetylacji wysp CpG.

Cykl prac konczy artykut przedstawiajacy oceng poziomoéw 5-mCyt i jej pochodnych w powigzaniu

z 8-oksyGua w odniesieniu do tych samych jednostek chorobowych ocenianych w materiale
klinicznym pobranym ze zdrowych tkanek jelita oraz zmienionych chorobowo. Choé Doktorantka w
swoim komentarzu nie ustosunkowuje si¢ do tego problemu, modyfikacje DNA w materiale klinicznym
w pewnym tylko zakresie potwierdzity to co zaobserwowano w leukocytach. Wprawdzie najwyzsze
poziomy 5-mCyt i 5hmCyt stwierdzano w zdrowej tkance jelita jednak poziom 5-hmUra w
przeciwienstwie do leukocytow byt najnizszy w prébkach pobranych od pacjentéw z gruczolakiem.
Natomiast jak si¢ wydaje, zmniejszony poziom 5-fCytmoze by¢ cecha charakterystyczng
niezréznicowanych komoérek rakowych.

W omawianej pracy oceniano takze ekspresje genéw TET i AID zarbwno na poziomie mRNA jak

i biatka. O ile w odniesieniu do mMRNA szczegéinie TET1 i TET2 stwierdzano pewne roznice w jego
poziomie w probkach pochodzacych od pacjentéw i prawidiowej tkance jelita, to znalazty on
potwierdzenie na poziomie biatka zasadniczo tylko odniesieniu do TET1. Interpretacja tych
obserwacji zgodnie z ktérg zaleznos¢ pomiedzy nieprawidiowym wzorcem epigenetycznych
modyfikacji DNA a rozwojem nowotworu nie zalezy wytacznie od statusu transkrypcyjnego biatek TET
nie jest przekonywujaca. By¢ moze réznice w modyfikacji DNA sg wynikiem zmian aktywnosci TET,

a nie ekspresji kodujgcych te enzymy genéw. Brak korelacji pomiedzy poziomem mRNA TET2

| poziomem jego biatka moze wynika¢ m.in. z niskiej czutosci zastosowanej metody oceny biatka.

Prace konczy ,Podsumowanie” bedace w pewnym stopniu powtérzeniem wczesniej opisanych
obserwacji, ale takze dyskusjg przedstawionych wynikéw w konfrontacji z danymi literaturowymi.
Jak wspomniano wyzej dopiero tutaj doktorantka skrétowo omawia dotychczas stosowane metody
analizy 5-mCyt i jej pochodnych.

Interpretacja i omowienie wynikow jest poprawne, ale zdarzajg pewne uproszczenia szczegolnie w
opisie powigzania stanéw zapalnych i stresu oksydacyjnego, a takze jego wptywu na po-translacyjng
modyfikacje biatek TET (str. 103) . Dotyczy to takze interpretaciji wynikéw dotyczacych ekspresji
genow TET na str. 105. Trudno zgodzi¢ sie, ze stwierdzeniem, ze na aktywno$¢ 5-mCyt hydroksylaz
TET wplywa mutacja w domenie katalitycznej, bo ta w pierwszej kolejnosci zmniejszy ekspresje genu
kodujacego to biatko. Podobnie mato przekonywujace sa inne opisane w tym miejscu mutacje np.
dehydrogenazy izocytrynianowej.

Prace konczg cztery uzasadnione wnioski.



Bibliografia wykorzystana w komentarzach do zatgczonych prac obejmuje tgcznie 71 pozycje.
Zasadniczo wszystkie odnosniki sg poprawnie cytowane.
Komentarze sg starannie zredagowane, cho¢ pojawiajg sie pewne niezreczne, badz nieprecyzyjne
sformulowania np. zamiast o witarﬁinach antyoksydacyjnych nalezaloby mowi¢ o witaminach, ktére
nalezg do drobnoczasteczkowych przeciwutleniaczy. W odniesieniu do witaminy C Doktorantka
wymiennie uzywa terminu L-askorbinian lub witamina C, cho¢ w artykule jest mowa wytacznie o
askorbinianie; na str. 102 pojawiaja sie komérki hodowlane.
Osobiscie moj sprzeciw jako nauczycielé akademickiego budzg okreslenia ekspresja mRNA i
ekspresja biatka, cho¢ jak wida¢ sg akceptowane przez redakcje niektérych czasopism. Zaréwno
mRNA jako i biatko sg wynikiem ekspresji genu.
Artykuty przedstawione jako podstawa do nadania stopnia doktora byly juz przedmiotem zapewne
wnikliwych recenzji, stad dla oceny wkiadu Doktorantki w ich powstanie, obok jej wiasnego
oswiadczenia i oSwiadczen wspotautoréw, istotne sg przedstawione przez Nig komentarze do
poszczegdinych artykutow i interpretacja wynikéw przedstawiona w Podsumowaniu i Whnioskach.
Uwazam, ze mgr Starczak mimo przedstawionych wyzej uwag dobrze wywigzala sie z tego zadania.
Merytorycznie praca nie budzi zastrzezen i oceniam jg wysoko.
Podsumowujgc, z petnym przekonaniem stwierdzam, ze Doktorantka zrealizowata zakres badan,
bedacych celem dysertacji. Wszystkie badania zostaly rzetelnie przeprowadzone, a uzyskane wyniki
sg bardzo wartosciowe. Ich otrzymanie wymagato nie tylko duzej wiedzy, ale takze znakomitego
przygotowania laboratoryjnego, szczegélnie z zakresu ztozonych technik analitycznych.
Praca zawiera elementy nowosci i stanowi o indywidualnym wkiadzie doktorantki do pi$miennictwa
dotyczacego molekularnego podioza patogenezy nowotworéw jelita grubego i nieswoistego zapalenia
jelit (IBD) oraz poszukiwania biomarkeréw tych schorzen.
Tym samym praca spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Rozporzadzeniem
MNiSzW i pozwala mi wnosi¢ o przyjecie rozprawy i dopuszczenie magister Marty Starczak do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Na tej podstawie pozwalam sobie przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydzialu Farmaceutycznego
UMK Collegium Medicum w Bydgoszczy wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Marty
Starczak i dopuszczenie Jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




