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Ocena rozprawy doktorskiej
mgr Marty Starczak
pt. ,Nowe modyfikacje epigenetyczne DNA i ich rola w rozwoju raka jelita grubego”

Rozprawa doktorska mgr Marty Starczak wpisuje sie w nurt badan dotyczgcych poszukiwania
zwigzku pomiedzy okreslonymi zmianami epigenetycznymi w DNA a procesem
nowotworzenia. Zmiany modyfikacji DNA mogg byéjedng z gtdwnych przyczyn
zarébwnopowstawania nowotworéw,jak réwniez wptywac na ich progresje. Rak jelita grubego
stanowi drugg, po raku ptuc, przyczyne zgondw z powodu nowotwordw, co sprawia, ze
poznanie wszystkich zaburzen odpowiedzialnych za jego powstawanie jest szczegdlnie wazne
i pilne . Transformacja nowotworowa jelita grubego jest procesem wieloetapowym.
Gruczolaki  konwencjonalne oraz polipy zabkowane mogg by¢ zmianami
prekursorowymipoprzedzajgcymi pojawienie sie zmian ztosliwych, dlatego doktadne
poznanie i poréwnanie rodzajow modyfikacji DNA w réznych zmianach chorobowych jelita
moze przyczyni¢ sie do lepszego zrozumienia mechanizmdéw stojgcych za rozwojem raka
jelita grubego. Zastosowanie w ostatnich latach nowoczesnych metod spekrometrii mas do
analizy tych modyfikacji, z uwagi na wyjatkowg czutos¢ i doktadnosé¢ analizy daje realng
szanse na usprawnienie diagnostyki nowotwordéw. Mgr Marta Starczak wigczyta sie nurt tych

badarn i podjeta sie nietatwego zadania zidentyfikowania i poréwnania zmian
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epigenetycznych DNA wmateriale klinicznym pochodzgcym od pacjentéw z nieswoistym
zapaleniem jelit, gruczolakami i rakiem jelita grubego.

Rozprawa doktorska mgr Marty Starczak stanowi monotematyczny cykl czterech prac
opublikowanych w renomowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym. Piecioletni
sumaryczny Impactfactor czasopism, w ktérych opublikowane zostaty prace wynosi 22,487 a
liczba punktdw MNISW 160. Jedna z prac jest pracg przegladowa, a trzy pozostate to
oryginalne prace doswiadczalne.W sktad rozprawy doktorskiej wchodzg nastepujace prace:

1. Ryszard Olinski, Marta Starczak, Daniel Gackowski. Enigmatic 5-hydroxymethyluracil:
oxidatively modified base, epigenetic mark or both?Mutation Research/Reviews in
Mutation Research 2016 767: 59-66.DOI: 10.1016/j.mrrev.2016.02.001.

2. Daniel Gackowski, Marta Starczak, Ewelina Zarakowska, Martyna Modrzejewska,
Anna
Szpila, Zbigniew Banaszkiewicz, and Ryszard Olinski. Accurate, Direct, and High-
Throughput Analyses of a Broad Spectrum of Endogenously Generated DNA Base
Modifications with Isotope-Dilution Two-Dimensional Ultraperformance Liquid

Chromatography with Tandem Mass Spectrometry: PossibleClinical
Implication.AnalyticalChemistry 2016 88 (24): 12128-12136.DOL:
10.1021/acs.analchem.6b02900

26

3. Marta Starczak, Ewelina Zarakowska, Martyna Modrzejewska, Tomasz Dziaman,
Anna Szpila, Kinga Linowiecka, Jolanta Guz, Justyna Szpotan, Maciej Gawronski, Anna
Labejszo, Ariel Liebert, Zbigniew Banaszkiewicz, Maria Klopocka, Marek Foksinski,
Daniel Gackowski, Ryszard Olinski. In vivo evidence of ascorbate involvement in the
generation of epigenetic DNA modifications in leukocytes from patients with
colorectal carcinoma, benign adenoma and inflammatory bowel disease.Journal of
Translational Medicine 2018 16 (1): 204. DOI: 10.1186/s12967-018-1581-9.

4. Tomasz Dziaman, Daniel Gackowski, Jolanta Guz, Kinga Linowiecka, Magdalena
Bodnar, Marta Starczak, Ewelina Zarakowska, Martyna Modrzejewska, Anna Szpila,
Justyna Szpotan, Maciej Gawronski, Anna Labejszo, Ariel Liebert, Zbigniew
Banaszkiewicz, Maria Klopocka, Marek Foksinski, Andrzej Marszalek, Ryszard
OlinskiCharacteristicprofiles of DNA epigeneticmodifications in colon cancer and
itspredisposingconditions : benignadenomas and inflammatoryboweldisease.
ClinicalEpigenetics 2018 10: 72.DOI: 10.1186/s13148-018-0505-0.

Prace sg wieloautorskie, wiec recenzowana rozprawa stanowi czes¢ pracy zbiorowej. Autorka

okreslita swdj udziat w realizacji wszystkich prac. Do rozprawy doktorskiej dotgczone zostaty
rowniez pisemne oswiadczenia pozostatych wspoétautorow. Z zatgczonych oswiadczen
wynika, ze udziat Doktorantki polegat na przeprowadzaniu eksperymentow zwigzanych z
walidacjg i kalibracje nowo opracowanej metody do identyfikacji i analizy modyfikacji zasad

DNA, oznaczaniu epigenetycznych modyfikacji DNA, oznaczaniu stezenia witamin w osoczu,



tworzeniu baz danych, analizie wynikéw, przygotowaniu tabel i rycin oraz udziat w pisaniu
jednego z artykutéw.

Poza kopiami publikacji do rozprawy Doktorskiej mgr Marta Starczakdotgczyta réwniez
nastepujace rozdziaty:wstep, cele badan, podsumowanie i wnioski. Ponadto kazda
z zamieszczonych prac poprzedza krotkie wprowadzenie w jezyku polskim. Autorka
zamiescita rowniez spis stosowanych skrétéw i pismiennictwa.

We wstepie Pani mgr Marta Starczak w sposdb syntetyczny przedstawita dane zwigzane
z epidemiologigraka jelita grubego oraz opisata molekularne podtozerozwoju tego raka,
uwzgledniajac role zaburzen metylacji DNA w powstawaniu zmian nowotworowych. Czes¢
wstepna jest napisana w sposéb bardzo klarowny i stanowi dobre wprowadzenie
w problematyke nowotworzenia jelita grubego. Mam tylko uwage dotyczacgjednego
sformutowania, cytuje: ,, Pojecie epigenetyka wyjasnia sie najczesciej jako zmiany w ekspresji
genow nie zwigzane ze zmianqg sekwencji nukleotydéow w DNA”. Epigenetyka jest nauka
podobnie jak genetyka. Epigenetyke mozina wiec okresli¢ jako nauke, badajgcg zmiany
w ekspresji gendw, ale sama epigenetyka tymi zmianami nie jest. Btagd ten moze wynika¢ z
odobienstw stéw angielskich , epigenetics” — epigenetyka i ,,epigenetic” -epigenetyczny.

Po wstepie Autorka przedstawita cele badawcze, ktérymi byty:

e Optymalizacja i walidacja metody pozwalajgcej na analize iloSciowg modyfikowanych
zasad azotowych w DNA izolowanym z leukocytéw krwi obwodowej oraz
prawidtowych i zmienionych chorobowo tkanek jelita grubego;

e Ocena roli modyfikowanych zasad DNA w rozwoju raka jelita grubego, poprzez
poréwnanie ich zawartosci u oséb chorych z nieswoistym zapaleniem jelit,
gruczolakami i rakiem jelita grubego na poziomie zdrowych i zmienionych
chorobowo
tkanek/guzéw, jak rowniez w leukocytach krwi obwodowej;

e Ocena zalezno$ci pomiedzy stezeniami witamin o dziataniu antyoksydacyjnym
a modyfikacjami DNA.

Mam w tym miejscu drobnezastrzezenie do sformutowania celu trzeciego. Jego oryginalne
brzmienie jest nastepujgce: ,Ocena zwigzku podstawowych stezenn witamin o dziataniu
antyoksydacyjnym z ilosciq modyfikacji o potencjalnym znaczeniu epigenetycznym w DNA”.
Nie rozumiem co Autorka miata na mysli uzywajac okreslenia ,podstawowe stezenia

witamin”. Ponadto zwraca mojg uwage nieco zbyt ogdlnie sformutowany cel drugi, poniewaz
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nie mam pewnosci, czy wytgcznie poprzez porodwnanie zawartoscimodyfikowanych
nukleozydéw w DNA o0s6b chorych z nieswoistym zapaleniem jelit,gruczolakami i rakiem
jelita grubego na poziomie zdrowych i zmienionych chorobowo tkanek oraz leukocytéw
mozna jednoznacznie ocenié¢ role modyfikowanych zasad w rozwoju raka jelita grubego.
Pozostawiam te kwestie do dyskusji.

W dalszej czesci pani mgr Marta Starczak krotko omowita oraz przedstawita prace
wchodzace w sktad rozprawy. Pierwsza praca jest pracg przegladowa dotyczaca
powstawania, usuwania oraz potencjalnego znaczenia 5-hydroksymetylourocylu. Praca jest
bardzo interesujgca, zwazywszy na fakt, ze o tej modyfikacji DNA wiemy stosunkowo mato
ijej potencjalna rola, szczegdlnie w regulacji ekspresji gendw, pozostaje nieznana. Okreslenie
roli tej modyfikacji jest interesujgce, tym bardziej, ze moze ona byé wynikiem zaréwno
dziatania enzyméw, a wiec podlega¢ pewnymkontrolowanymmechanizmom, jak i by¢
efektem ubocznym stresu oksydacyjnego. W pracy tejAutorzy nie tylko przedstawiajg
aktualny stan wiedzy na temat 5-hydroksymetylouracylu, alebardzo interesujgco dyskutujg w
oparciu o dane literaturowe i swoje wiasne doswiadczenia mozliwe scenariusze dotyczace
roli tej modyfikacji. Praca jest bez watpienia bardzo dobra, ale méj entuzjazm gasi
nieconiepewnos$¢ co do roli Doktorantki w tworzeniu tej pracy. W pracy przeglagdowej
Doktorantka jest drugim z trzech autoréw, ale niestety nie brata udziatu w pisaniu pracy.
Zgodnie z oswiadczeniem przygotowata ona rysunki i tabele oraz redagowata tekst
manuskryptu. Rysunki jednak sg dosyé proste i oczywiste, a cho¢ sg one przygotowane
bardzo starannie to nie dajg niestety mozliwosci oceny umiejetnosci Doktorantki do
pogtebionej analizy i syntezy informacji z zakresu epigenetycznych modyfikacji DNA. Pragne
jednak podkresli¢, ze nie sugeruje, iz Doktorantka takich umiejetnosci nie posiada,
zaznaczam tylko, ze trudno o nich wnioskowaé biorgc pod uwage wktad Doktorantki w
tworzenietej pracy. Krotkie wprowadzenie zamieszczone przed pracg daje tylkonamiastke
umiejetnosci Doktorantki w tym zakresie.

Udziat Doktorantki w powstaniu drugiej pracy jest niewatpliwie znaczacy, jest ona drugim
sposrdod siedmiu autoréw. Mgr Marta Starczak odpowiadata za synteze, oczyszczenie i
analize standardow wewnetrznych, ktére nie byty dostepne komercyjnie oraz eksperymenty
zwigzane z walidacjg i kalibracja metody, a takze brata udziat w analizie wynikéw i
przygotowywata ryciny i tabele. Praca ta jest szczegdlniewartosciowa poniewaz opracowana

i opisana w AnalyticalChemistry metoda oparta na zautomatyzowanej dwuwymiarowej
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ultrasprawnej chromatografii cieczowej z tandemowg spektrometrig mas (2D-UPLC-MS/MS),
z zastosowaniem standardéw wewnetrznych znakowanych stabilnymi izotopami daje
mozliwos¢ wiarygodnej identyfikacji i szybkiej oraz doktadnej analizy ilosciowej wielu
modyfikacji DNA.Na uwagezastuguje fakt, ze byta to pierwsza metoda pozwalajgca na
rownoczesng analize szerokiego spektrum endogennie generowanych modyfikacji zasad
w DNA podczas analizy pojedynczejprébki. Takie podejscie pozwala oceni¢ poziom
okres$lonych modyfikacji na tle innych modyfikacji DNA, co moze mie¢ duze znaczenie dla
zrozumienia mechanizméw odpowiadajgcych za zmiany modyfikacji DNA oraz ich
biologicznej roli.

Trzecia praca dotyczy udziatu askorbinianu, retinolu i tokoferolu w potencjalnym
generowaniu epigenetycznych modyfikacji DNA leukocytéw pacjentédw z nowotworami jelita
grubego, gruczolakami oraz zapalng chorobg jelit. W pracy tej jest az 16 wspdtautoréw.
Podkredli¢ jednak trzeba, ze Doktorantka jest pierwszym autorem i oprdécz wykonania
szeregu oznaczen bratfa réwniez udziat w pisaniu manuskryptu, co zdecydowanie swiadczy o
jej wiodacej roli w powstaniu tej pracy. W omawiane]j pracy oprécz analizyporéwnawczej
zawartosci 5-mCyt, 5-hmCyt, 5-fCyt, 5-caCyt, 5-hmUra, 8-oksyGua w leukocytach krwi oséb
zdrowych i chorych z nieswoistym zapaleniem jelit oraz pacjentéw z tagodnymi i ztosliwymi
nowotworami jelita grubego, przeprowadzono rdéwniez ocene korelacji pomiedzy
zawartoscig poszczegdlnych modyfikacji DNA a stezeniem w osoczu wybranych witamin oraz
ekspresjg gendow kodujacych biatka TET, uczestniczgcew utlenianiu 5-mCyt. Na uwage
zastuguje bardzo dobre opracowanie statystyczne uzyskanych wynikéw, ktére pozwolito na
okreslenie szeregu zaleznos$ci. W pracy wykazano istotnie wyzszg zawarto$¢ 5-mCyt i 5-
hmCyt w DNAizolowanym z leukocytéw oséb zdrowych w pordwnaniu do pozostatych grup,
przy czym najnizszg zawarto$s¢ obserwowano w leukocytach pacjentéw z rakiem jelita
grubego. Zatem zmiany modyfikacji DNA nie ograniczajg sie jedynie do samej zmienionej
chorobowo tkanki jelita ale mogg byé wykrywane w leukocytach, co potencjalnie moze
zosta¢ wykorzystane do opracowania nieinwazyjnych testéw wspomagajgcych diagnostyke
raka jelita grubego. Ponadto stwierdzono istotng zalezno$¢ pomiedzy zawartosciag w DNA
leukocytéw 5-hmCyt i 5-hmUra a stezeniem askorbinianu w osoczu, co moze sugerowac jego
istotng role w procesie metylacji/demetylacji DNA. Po uwazinej lekturze artykutu i
opracowania Autorki w dysertacji zwrdcity mojg uwage wyniki wskazujgce na odwrotna

korelacje pomiedzy ekspresjg niektérych genéw TET, szczegdlnie TET2 a pewnymi
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modyfikacjami DNA. Poniewaztaka zalezno$¢ jest nieoczekiwana, bioragc pod uwage role
biatek TET, chciatabym aby Doktorantka odniosta sie do tych wynikéw i podjeta prébe
wyjasnienia tego zjawiska.

W pracy czwartej ponownie dokonano analizy zawartosci zmodyfikowanych zasad oraz
ekspresji gendw TETu oséb chorych z nieswoistym zapaleniem jelit, gruczolakami i rakiem
jelita grubego, ale tym razem na poziomie zdrowych i zmienionych chorobowotkanek.
Ponadto okreslono ekspresje genu kodujgcegodeaminaze AID oraz ilo$¢ biatek TET
z wykorzystaniem immunohistochemii. Uzyskane wyniki wskazujg, ze kazda zmiana
chorobowa jelit cechowata sie odrebnym wzorem modyfikacji DNA, ktdéry pozwala na
odréznienie ich od siebie, jak réwniez od tkanki prawidtowej. Ponadto okazato sie, ze
zaleznos¢ pomiedzy zmienionym wzorem modyfikacji a rozwojem raka jest bardzo ztozona i
nie wynika jedynie ze statusu ekspresji genéw TET.

Rozprawe doktorskg konczy podsumowanie oraz cztery wnioski.Dwa pierwsze wnioski sg
poprawnie sformutowane i majg dobre odzwierciedlenie w wynikach.Chociaz uwazam, ze
wszystkie zatozone cele zostaty zrealizowane, to mam pewne watpliwosci dotyczace
sformutowan we wnioskachtrzecim i czwartym. Whniosek trzeci rozpoczyna zdanie ,,Jednym z
czynnikow srodowiskowych odpowiadajqcych za rozwdj raka jelita grubego moze byc¢ zalezne
od diety stezenie L-askorbinianu w osoczu”. Po pierwsze zdanie to nie jest dobrze
stylistycznie napisane, poniewaz sugeruje, ze to stezenie askorbinianu w osoczu a nie dieta
jest czynnikiem s$rodowiskowym. Po drugie teza, ze stezenie to wynika z zawartosci
askorbinianu w diecie nie jest do korica uprawniona, poniewaz nie mamy dowodu, ze dieta
pacjentéw charakteryzujgcych sie rézng zawartosciag askorbinianu w osoczu byfta odmienna.
Co wiecej, ewentualne rdznice witasciwie zniwelowano na wstepnym etapie badan
wykluczajgc na przyktad osoby stosujgce suplementy. Rdznice w zawartosci askorbinianu w
osoczu mogg wiec bardziej wynika¢ z rdéznic  wchfaniania czy specyficznych zmian
metabolizmu oséb chorych. Zatem nie wiadomo tak naprawde czy obnizona zawartos$c
askorbinianuw osoczu jest ,,przyczyng czy skutkiem” choroby.

Whniosek czwarty, ktéry ma brzmienie , Obserwowana juz u chorych z nieswoistym
zapaleniem jelit i gruczolakami jelita grubego istotnie nizsza zawartos¢ 5-mCyt i 5-hmCyt w
DNA moze przyczyniac sie do niestabilnosci genomu i stanowi¢ decydujgcy krok w rozwoju
raka jelita grubego” jest w mojej ocenie nieco na wyrost.Praca ma charakter opisowy i

poréwnawczy,a nie mechanistyczny. Trudno na tym etapiejednoznacznie stwierdzi¢, czy
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rzeczywiscie ma to decydujgce znaczenie w rozwoju raka, tym bardziej ze wyniki Doktorantki
wskazujg, na wiekszg zawartos¢ 5-mdC w DNA z tkanek w przypadku raka jelita w
poréwnaniu z gruczolakiem.

Podsumowujgc, pomimo pewnychuwag krytycznych przedstawionych z obowigzku
recenzenta, wysoko oceniam rozprawe doktorskg pani mgr Marty Starczak. Na jej duzg
wartos$¢ merytoryczng sktadajg sie dobrze zaplanowane i przeprowadzone badania, ktérych
wyniki opublikowane zostaty w bardzo dobrych czasopismach i ktére dotyczg aktualnego
i waznego problemu jakim jest udziat zmian epigenetycznych w procesie nowotworzenia.
Doktadne poznanie zaleznosci pomiedzy zaburzeniami modyfikacji DNA a rozwojem raka
jelita grubego moze przyczyni¢ sie do ulepszenia diagnostyki i zapewni¢ odpowiednio
wczesng interwencje, co zdecydowanie moze podnie$é skutecznosé terapii. Autorka w swojej
rozprawie przedstawita wyniki oryginalnych badan, ktére majg duzg wartos¢ poznawczg, a w
przysztosci moze tez aplikacyjna.

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr Marty Starczak zatytutowana Nowe modyfikacje
epigenetyczne DNA i ich rola w rozwoju raka jelita grubego stanowi cenny wktad w poznanie
epigenetyki raka jelita grubego i spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14 marca
2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki(Dz
U nr 65, poz 595 z pozn.zm.).

Biorgc powyzisze pod uwage mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu
Farmaceutycznego Collegium Medicum w Bydgoszczywniosek o dopuszczenie mgr Marty
Starczakdo dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysokie walory merytoryczne oraz fakt opublikowania prac sktadajgcych sie

na rozprawe w wysokopunktowanych czasopismach proponuje wyrdznienie pracy.

Dr hab. Anna Kreslak
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