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OCENA
rozprawy doktorskiej lek. Lukasza Szukalskiego
., Analiza epigenetycznych modyfikacji DNA w leukocytach i moczu dorostych
pacjentéw z ostrg biataczka szpikowg (AML) oraz zespotami

mielodysplastycznymi ”

Regulacja transkrypcji jest fundamentalnym mechanizmem, ktéry odpowiada za
zmiany funkcjiiwtasciwosci komorki w procesie roznicowania, transformaciji
nowotworowej oraz w odpowiedzi na bodZce zewnetrzne (na przykiad bodzce
mikro$rodowiska, uktadu immunologicznego lub dziatanie chemioterapeutykow). W
ostatnich latach szczegélng uwage po$wiecono zaburzeniom regulacii epigenetycznej
w patogenezie nowotworéw uktadu krwiotwérczego i chtonnego. Ten ostatni aspekt
wydaje sie szczegodinie istotny po uzmystowieniu, iz kazda z jadrzastych komorek
cziowieka zawiera czastki DNA o tgcznej dtugosci 2m, upakowane w jadrze o srednicy
ok. 6um. To upakowanie osiggniete zostaje przez ,nawinigecie” liniowej czastki DNA na
kompleksach biatek histonowych. Taka struktura pozwala upakowacé¢ DNA, ktérego

informacja jest zbedna dla danej komérki w formie heterochromatyny, ale wymaga
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precyzyjnej regulacji i oznakowania regionéw, ktére maja byé dostepne dla transkrypciji

lub wytaczone z tego procesu. Informacja ta jest przekazywana poprzez mechanizmy
epigenetyczne, obejmujace kowalencyjne modyfikacje DNA i biatek histonowych
(metylacja DNA oraz post-translacyjne modyfikacje histonéw, w tym metylacje,
fosforylacje i acetylacje ogonéw histonowych). Modyfikacje epigenetyczne niosg ze
sobg informacje o gotowosci, izolacji i pamigci transkrypcyjnej, zatem jej zaburzenia
moga modyfikowac zachowanie komérki. Co wiecej, modyfikacje epigenetyczne moga
zmienia¢ transkryptom komoérki bez zmian w pierwszorzedowej sekwencji DNA w
odpowiedzi na sygnaty mikrosrodowiska i/lub stres srodowiskowy. Z uwagi na tak
istotny wptyw mechanizméw epigenetycznych na transkrypcje, zrozumiate jest czeste
wystgpowanie mutacji w biatkach odpowiedzialnych za przekazywanie informacji
epigenetycznej. Mutacje dotyczace IDH1/2, DNMT3A, ASXL1 i TET2 naleza do
najczestszych w nowotworach uktadu krwiotworczego i zwykle pojawiajg sie wezeénie
w procesie onkogenezy (tzn. pojawiajg sie jako pierwsze w kolejnosci nabywania
mutacji sprawczych), w zwigzku z czym majg charakter klonalny (wystepujg we
wszystkich komoérkach dominujacego klonu). Niektére z nich (np. DNMT3A, TET2 i
ASXL1) sg obserwowane takze w preleukemicznej hematopoezie klonalnej (CHIP), co
wskazuje, iz zapewniajg komérce klonalng ,korzy$¢” i stanowig wydarzenie inicjujace
leukemogeneze.

Rozprawa lek. tukasza Szukalskiego dotyczy tych wiaénie aspektéw biologii komadrek
AML i MDS. W swoich badaniach doktorant postanowit ocenié procesy epigenetyczne
u dorostych chorych z AML i MDS.

Rozprawa przedstawiona mi do oceny posiada konstrukcje typowa dla rozpraw
doktorskich i obejmuje wstep, przedstawienie celéw i zakresu pracy, opis materiatow i
metod, wyniki, dyskusje oraz wnioski. Rozprawe uzupetiaja streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, spis uzytych skrétéow, kopia zgody komisji bioetycznej oraz 175
pozycji piSmiennictwa (w$réd ktérych dominujg prace starsze, a nowsze,

opublikowane po 2020 roku sg w zdecydowanej mnigjszosci).

We wstepie pracy, szczegding uwage Autor poswieca definicji i klasyfikacji AML i MDS,
aspektom kliniczno-terapeutycznym tych choréb oraz molekularnym mechanizmom

epigenetycznym, skupiajgc sie na metylacji DNA. Ta cze$é pracy wskazuje na gieboka
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wiedze Autora, choé Doktorant nie uniknat kilku btedéw. Po pierwsze — na stronie 10

pisze, iz mutacje genéw zaangazowanych w procesy epigenetyczne nie znalazly sig
w aktualnej stratyfikacji ryzyka wg ELN, podczas gdy w tabeli strone wczesniej,
zgodnie z prawdag, zamieszcze w klasie wysokiego ryzyka geny ASXL1 i EZH2. Autor
omawia nastepnie zjawiska epigenetyczne i udziat genéw odpowiadajacych za te
modyfikacje w patogenezie choréb nowotworowych uktadu krwiotwérczego. Brakuje w
tej czesci pracy jednak szerszej definicji modyfikacji epigenetycznych wykraczajgcej
poza metylacje DNA. Najwiekszym jednak brakiem tej czesci pracy jest kompletne
pominiecie patogenezy hematopoezy klonalnej (CHIP — Clonal Hematopoiesis of
Indeterminate Potential), jako zespotu moggcego poprzedzaé nowotwory uktadu
krwiotworczego. Jest to w mojej opinii do$¢ duze zaniedbanie, poniewaz u podstawy
CHIP leza mutacje gendéw — modulatoréw epigenetycznych, w tym DNMT3A, TET2 i
ASXL1. Oczekiwatbym rozwiniecia tego tematu podczas obrony pracy, z oméwieniem
roli tych mutacji w promowaniu zapalenia i klonalnej przewagi linii mieloidalnej
(,myeloid bias”). Nastepnie Autor przedstawia szczegétowe cele badan, ktére definiuje
nastepujaco:
1. Analiza pozioméw produktow aktywnej demetylacji w DNA leukocytarnym krwi
obwodowej dorostych pacjentéw z AML i MDS oraz grupy kontrolnej
2. Analiza stezen produktéw aktywnej demetylacji w moczu pacjentow dorostych
z AML i MDS oraz grupy kontrolnej celem oceny zaangazowania mechanizmow
naprawczych modyfikacji epigenetycznych w tych grupach pacjentow
3. Analiza ekspresji mMRNA genéw zaangazowanych w procesy epigenetyczne w
grupie pacjentéw 2 AML i MDS oraz w grupie kontrolnej i ich wptyw na szlak
TET-TDG-BER aktywnej demetylacji DNA
4. Ocena czesto$ci wystepowania mutacii gendéw zaangazowanych procesy
epigenetyczne u pacjentéw dorostych 2 AML i MDS
5. Ocena wplywu wyjsciowych pozioméw produktéw demetylacji w DNA
leukocytarnym oraz stezen tych produktéw w moczu na dane Kliniczne: ryzyko
transformacji MDS do AML, odpowiedz na chemioterapie indukujgca oraz

dtugos¢ zycia pacjentow z AML.

Autor w badaniach skupia sie na bezposredniej ocenie metylowanej cytozyny (5-mC)

i jej metabolitéw: 5-hydroksymetylocytozyny, 5-formylo cytozyny, 5-karboksy cytozyny,
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S-hydroksymetylouracylu, wykorzystujac do tego celu chromatografie cieczowa

potgczong ze spektrometrig mas.

Materiatem do badan byty leukocyty krwi obwodowej i mocz pacjentéw. Tu pojawia
sie najwazniejsza uwaga dotyczaca metodyki badania, ktéra w mojej ocenie
moze istotnie podwazac lub zmienia¢ wnioski ptynace z badan: autor nie izolowat
blastow z krwi obwodowej, badat natomiast catg frakcje mononuklearéw. Poniewaz
grupie na pewno byli pacjenci z blastami na obwodzie, jak i z cytopeniamii, tak
heterogenny materiat nie moze by¢ podstawg do wyciggania poprawnych z
biologiczno- patogenetycznego i molekularnego punktu widzenia wnioskéw. Brakuje
nawet tabeli, w ktdrej zestawiono by dane dotyczgce leukocytozy i odsetka blastow
obwodowych. Z tego samego powodu — ocena ekspresji gendw, ktdre oceniat autor
nie odnosi sie wytgcznie do komérek nowotworowych, a wnioskowanie sugeruje, ze

tak witasnie jest.

Musze ponadto zwréci¢ uwage na kompletny chaos w nazewnictwie, ktéry trudno
zaakceptowac, bo wskazuje na braki w elementarnej wiedzy biochemicznej lub zwykte
roztargnienie. Autor pisze wielokrotnie o oznaczaniu ,deoksycytozyny” w hydrolizacie
DNA leukocytéw lub w moczu. Cytozyna jest pirymidyng, ktéra tworzgc wigzanie
glikozydowe z rybozg lub deoksyryboza, tworzy cytydyne lub deoksycytydyne.
Deoksycytydyna podlega metylacji, tworzac 5-m-deoksycytydyne, ktéra moze
podlega¢ utlenianiu, tworzagc 5-hydroksymetylocytydyne, i nastepnie 5-
formylometylocytydyne/5-karboksycytydyne, z ktérych sama pirymidyna moze zostaé
~wycieta” przez glikozylaze TDG, uwalniajac modyfikowana zasade. Nie jest miznany
zwigzek pod nazwa ,deoksycytozyna”. | nie jest to jednorazowa pomytka, a
notorycznie powtarzany btad. Domys$lam sie, ze autorowi chodzito o znaczenia 5-
metylodeoksycytydyny i jej metabolitéw w hydrolizatach DNA, a w moczu — wolne;
zarowno deoksycytydyny i jej metylowanych pochodnych i ich metabolitéw, jak i wolnej
zasady (cytozyny) i jej pochodnych. Niemniej jednak, ten chaos jest istotnym zarzutem
pod adresem doktoranta.

W sekcji ,Wyniki” Autor podsumowuje wykonane oznaczenia — z ktérych, w znaczne;
czesci, przez wskazany powyzej chaos nomenklaturowy — trzeba mocno domysélaé sie,

co miat na mysli.
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Do tej czedci mam nastepujgce pytania i uwagi:

1.

Czes¢ poréwnan w mojej ocenie jest prowadzona nieco przypadkowo i trudna
do merytorycznego uzasadnienia. Jaka hipoteza na przyktad stoi za
poszukiwaniem zalezno$ci miedzy zawartoscig metylowanej deoksycytydyny w
leukocytach krwi obwodowej (byt to materiat do badan) a liczbg blastow w
szpiku? Poprawniejszg analizg byloby odniesienie zawartosci metylowanej
deoksycytydyny w leukocytach krwi obwodowej do liczby blastéw w krwi
obwodowej. Czy Autor moze taka analize wykonac?

Z jakiego powodu Autor nie wykonat badan stanu mutacji DNMT3A i innych
genow wptywajacych na metylacje DNA (ASXL1)?

. Brakuje mi w pracy wynikéw analiz metylocytozyny i jej metabolitéw w moczu w

zaleznoéci od stanu mutacji genéw TET1, IDH1/2 (i DNMT3A/ASXL1, ale tych
oznaczen w ogodle nie wykonano). Czy Autor obserwowat réznice w ilosci
wydalanych z moczem badanych zwigzkéw miedzy grupami chorych
roznigcymi sie mutacjami w TET2/IDH1/27

Obserwacje dotyczace zaleznosci miedzy stezeniem 5mC i jej metabolitéw w
moczu a czasem przezycia sg interesujgce i warte rozwiniecia. W krytycznej
interpretacji tych wynikéw Autor skupit sie jednak tylko na niektorych hipotezach
mogacych ttumaczy¢ ten efekt. W moim przekonaniu, stezenie 5mC moze po
prostu odzwierciedlac catkowitg mase guza, moga tez zaleze¢ od stanu mutacji
— czego autor nie przedstawit. Dobrze bytoby, gdyby Autor zechciat uzupetni¢

te analizy.

Whioski ptyngce z pracy Doktorant przedstawia nastepujgco:

s

Wykazano obnizenie poziomu 5-hmdC W DNA leukocytarnym pacjentéw z AML
wzgledem grupy kontrolnej oraz pacjentéw z MDS wzgledem grupy kontrolnej:
Stwierdzono réznice w stezeniach produktéow aktywnej demetylacji w moczu:
najwyzsze stgzenia pacjentow z AML, posrednie u pacjentéw z MDS oraz
najnizsze w grupie kontrolnej. Wykazano przez to réznice w nasileniu zaburzen
epigenomu w tych grupach: najwigksze wsréd pacjentéw z AML, posrednie

wsrod pacjentow z MDS oraz najnizsze w grupie 0s6b zdrowych:
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3. Wykazano zwigkszong ekspresje mRNA TET1 oraz TET3 W grupie pacjentow

z AML wzgledem grupy kontrolnej, co przy stwierdzonym jednoczesnie spadku
ekspresji TET2 wspiera hipoteze zaktadajgcg kompensacyjna funkcje genow
TET1 oraz TET3 w odpowiedzi na deplecie TET2. Dodatkowo w grupie
pacjentéw z AML wykazano znacznie wyzszg ekspresje mRNA genu TDG w
stosunku do oséb zdrowych, co odzwierciedla znaczne nasilenie procesow
naprawczych zaburzen metylacji przez TET-TDG- BER-zalezng aktywng
demetylacje DNA grupie chorych na AML.

4. Okreslono czesto$é wystepowania mutacji w genach TET2, IDH1 oraz IDH2 w
populacji pacjentéw z AML oraz MDS, zbiezng z danymi literaturowymi.

5. Wykazano, ze poziomy produktéw aktywnej demetylacji w DNA leukocytarnym
oraz stezenia tych produktéw w moczu pacjentéw z AML nie majg wptywu na
odpowiedz na leczenie chemioterapig intensywng. Pacjenci z MDS, u ktdrych
doszio do transformacji do AML mieli nizszy wyj$ciowy poziom 5-mdC w DNA
leukocytarnym niz pacjenci, u ktérych nie doszto do transformaciji. Wykazano,
ze pacjenci z AML z niskim wyjsciowym stezeniem 5-mdC w moczu mieli

dtuzsze przezycie catkowite, niz pacjenci z wysokim stezeniem 5-mdC

W zwiazku z watpliwosciami dotyczgcymi ocen metabolitéw deoksycytydyny w DNA
leukocytarnym, wnioski z tych analiz nalezy traktowa¢ z ostrosnoscig. Natomiast
oznaczenia tych zwigzkéw w moczu mogg odzwierciedlaé aktywnos¢ procesow
demetylacji/metylacji i mase guza, w zwiazku z czym — mogg mie¢ rzeczywiste

znaczenie w monitorowaniu choroby jako marker.

Rozprawe koAczy dyskusja, w ktérej Autor konfrontuje swoje wyniki z danymi innych
autorow. Nadinterpretacja jest natomiast uzywanie pojecia ,epigenom” w odniesieniu
do uzyskanych przez doktoranta wynikéw. Epigenom obejmuje bowiem panel innych

modyfikacji, nie tylko metylacje DNA.

Za duzg warto$¢ uwazam krytyczne odniesienie sie do wiasnych wynikéw w sekcji

dotyczacej ograniczen przeprowadzonych badar i zastosowanej metodyki.

——————————
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W dyskusji Autor sugeruje, ze nieselektywne leki demetylujace powinny zostaé

wyparte przez leki demetylujgce okreslone obszary genomu. Czy Autor bytby w stanie

zaproponowac taka selektywng strategie?

Reasumujgc, pomimo sformutowanych powyzej uwag, ktére powinny stanowié
przyczynek do dyskusji z Doktorantem w trakcie obrony, uwazam, ze przedstawiona
mi do oceny rozprawa stanowi oryginalne opracowanie naukowe i spetnia ustawowe

wymogi stawiane rozprawom doktorskim.

Pragne przeto przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy wniosku o dopuszczenie lek. tukasza

Szukalskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
k. F@W )
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