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OPINIA
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pt. ,,Analiza epigenetycznych modyfikacji DNA w leukocytach i moczu dorosiych
pacjentéw z ostra bialaczks szpikowa (AML) oraz zespoiami mielodysplastycznyini
(MDS)”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pt: ,,Analiza epigenetycznych
modyfikacji DNA w leukocytach i moczu dorostych pacjentéow z ostra biataczka szpikowa
(AML) oraz zespotami mielodysplastycznymi (MDS)” stanowi monografi¢. Jest to praca
badawcza, koncentruje sie na diagnostyce 1 leczeniu chorych z ostrymi biataczkami
szpikowymi i zespotami mielodysplastycznymi, ktérych rokrocznie diagnozujemy coraz wigcej
a niedalekiej przysztosci prawdopodobnie bgdzie to najwigksza grupa chorych (MDS) na
nowotwory hematologiczne.

We wstepie Autor przedstawil charakterystyke tej grupy schorzen: oméwil czynniki
przyczyniajgce si¢ do rozwoju tych nowotwordw, epidemiologi¢, zmiany cytogenetyczno-
molekularne, czynniki  prognostyczne.  Szczegdlowo —omowiono  rolg  procesow
epigenetycznych, leczenie demetylujgce oraz terapie celowane. Wstep swiadczy o dobrej

znajomosci tematu przez Doktoranta.



Cele pracy zostaly jasno i przejrzyscie sformulowane, Gtownym celem badania byla
ocena proceséw epigenetycznych u chorych dorostych z AML oraz MDS, w tym analiza
poziomow produktow aktywnej demetylacji w DNA leukocytarnym oraz stezen tych
produktéw w moczu w pordwnaniu do grupy kontrolnej, analiza ekspresji mRNA genow
zaangazowanych w procesy epigenetyczne i ich wplyw na szlak TET-TDG-BER-aktywnej
demetylacji DNA oraz ocena czgstoscl wystgpowania mutacji gendw epigenetycznych.
Zaplanowano réwniez ocene wplywu wyjsciowych pozioméw produktéw demetylacji w DNA
leukocytarnym oraz stezen tych produktéw w moczu na dane kliniczne: ryzyko transformacji
MDS do AML, odpowiedz na chemioterapi¢ indukujacg oraz dhugosé zycia pacjentow z AML.

Jezeli chodzi o materiat i metody to do badania wlaczono 62 chorych z nieleczong AML
oraz 42 chorych z nieleczonym MDS. U wszystkich chorych oznaczano wartosci produktéw
aktywne] demetylacji w DNA leukocytarnym oraz w moczu, a do analiz wykorzystano
dedykowang metodologie oparta o dwuwymiarowa ultrasprawna chromatografi¢ cieczowy z
tandemowsa spektrometrig mas (2D UPLC-MS/MS). Wykonano takze pomiary ekspresji
mRNA genow TET], TET2, TET3, TDG, IDH] oraz IDH?. Uzyskane wyniki poréwnywano do
grupy kontrolnej (n=52). U wszystkich chorych oznaczono réwniez status mutacji gendw
TET2, IDHI oraz IDH2.

W wynikach badaf Doktorant przedstawit bardzo ciekawe obserwacje: wykazano
obnizenie poziomu 5-hmdC w DNA leukocytarnym chorych z AML wzgledem grupy
kontrolnej oraz chorych z MDS wzgledem grupy kontrolnej. Najwyzsze stezenia produktow
aktywnej demetylacji w moczu odnotowano u chorych z AML, posrednie u chorych z MDS, a
najnizsze w grupie kontrolnej. W grupie chorych z AML wykazano nizsza niz w grupie
kontrolnej ekspresje mRNA TE7?2 i jednoczesnie wyzsza ekspresje mRNA TETI, TET3, TDG
oraz [DH1/2. Stwierdzono obecno$¢ mutacji genetycznych u chorych z AML i MDS: IDH]
odpowiednio u 3,23% i 2,4% chorych, TET2 odpowiednio u 6,5% 1 11,9% chorych oraz IDH?
u4,8% chorych z AML. Nie wykazano zwigzku pomigdzy wartodciami produktow demetylacji
a odsetkiem odpowiedzi na chemioterapi¢ intensywng u chorych z AML. Pacjenci z MDS, u
ktorych doszlo do transformacji do AML mieli nizszy wyjsciowy poziom 5-mdC w DNA
leukocytarnym niz chorzy, u ktoérych nie doszlo do transformacji. Chorzy z AML z niskim
wyjsciowym stezeniem 5-mdC w moczu mieli dluzsze przezycie calkowite, niz chorzy z
wysokim stezeniem 5-mdC.

We wnioskach wykazano, ze hipermetylacja wyrazona poprzez deplecje 5-hmdC jest
cechg charakterystyczng AML oraz MDS. Dostarczono dowodow na to, ze jedna z jej przyczyn

moze byé obnizenie ekspresji mRNA genu 7TET2. Poprzez analize stezen produktow



demetylacji trafiajacych do moczu wykazano réznice w nasileniu zaburzen epigenomu w
badanych grupach: najwieksze wsrod chorych z AML, posrednie wsrod chorych z MDS oraz
najnizsze w grupie 0sob zdrowych. Poprzez wykazanie zwickszonej ekspresji mRNA TDG w
grupie AML potwierdzono znaczne nasilenie proceséw naprawczych zaburzen metylacji przez
TET-TDG-BER-zalezna aktywna demetylacje DNA. Dodatkowo dostarczono dowodow
wspierajacych hipotezg zakladajacy kompensacyjng funkcje genoéw TET oraz TET3 w
odpowiedzi na deplecjg TET2 oraz ustalono czestosé wystepowania mutacji epigenetycznych
w populacji pacjentow z AML i MDS. Wyj$ciowa warto$¢ produktow aktywnej demetylacji w
DNA i w moczu nie miala wplywu na powodzenie chemioterapii indukujagcej u pacjentow z
AML. Wyjsciowy poziom 5-mdC w DNA leukocytarnym u chorych z MDS moze mie¢ wartosc¢
prognostyczng w ocenie ryzyka transformacji do AML, a stezenie 5-mdC w moczu moze
wpltywaé na diugosc przezycia catkowitego chorych z AML. Wnioski te powinny zostac
potwierdzone na wigkszej grupie pacjentow w analizie wieloczynnikowe;j.

7 roli recenzenta uwazam, iz wnioski, opisane w pracy, mozna nieco przeredagowac,
gdyz czg$¢ z nich jest powtdrzeniem wynikow bada, nie umniejsza to jednak w niczym jakosci
wykonanej pracy.

Reasumujac, przedstawiona mi do opinii praca porusza wazne kwestie kliniczne
dotyczace chorych z ostrg biataczka szpikowa i zespotami mielodysplastycznymi. Ze wzgledu
na starzejgce si¢ spoteczenstwo, iloé¢ zachorowan, szczegdlnie na zespoty mielodysplastyczne,
stale wzrasta, poprawita sie takze diagnostyka oraz swiadomos¢ lekarzy, ktérzy coraz czescie)
rozpoznaja te schorzenia. Material zawiera szeroko zakrojong analize wynikow wiasnych
obserwacji, dowodzi pracowitosci i skrupulatnosci Doktoranta, umiejetnosei konfrontowania
wlasnych wynikow badan z wynikami wielu opublikowanych przez innych autorow publikacji.
Uwazam, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w
art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. z 2021
r. poz 478 ze zm).
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