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Ocena rozprawy doktorskiej lek. Lukasza Szukalskiego pod tytulem:

,Analiza epigenetycznych modyfikacji DNA w leukocytach i moczu dorostych pacjentow

z ostra bialaczka szpikows (AML) oraz zespolami mielodysplastycznymi (MDS)”

Ostra biataczka szpikowa (AML) i zespoty mielodysplastyczne (MDS) to choroby
charakteryzujgee si¢ ztym rokowaniem, cigzkim przebiegiem oraz wysokg smiertelnoscia.
Ich ctiopatogeneza pozostaje od wiclu lat obiektem intensywnych badan. Dotychczas
zidentyfikowano setki mutacji genowych pehiacych potencjalng role w rozwoju AML, MDS,
ale tylko czesci z nich przypisano wartos¢ prognostyczna.

Metylacja DNA komorek hematopoetycznych pnia (HSC — ang. Hematopoietic Stem
Cells) ma kluczowe znaczenie dla ich dojrzewania i réznicowania, poniewaz za jej pomocg
wyciszane sg geny odpowiedzialne za podtrzymanie ‘niedojrzalego statusu’ komorki
macierzystej, a pobudzane do ekspresji sa geny biorgce udziat w réznicowaniu konkretnych
linii komérkowych z HSC. Procesem przeciwstawnym do metylacji cytozyny (CpG) jest
demetylacja. Procesy te zostaly szczegdlowo omowione przez lek. ukasza Szukalskiego
w jego rozprawie doktorskiej. Podstawowym modyfikatorem epigenetycznym jest proces
metylacji wysp CpG, bez ktérego réznicowanie komoérek jest niemozliwe. Nadmierna
metylacja wysp CpG jest za$ zaburzeniem typowym dla proceséw nowotworowych,
w tym, jak wykazano w niniejszej pracy — rowniez ostrej bialaczki szpikowej i zespolow
mielodysplastycznych. Jak udowodniono i réwniez szeroko opisano we wstgpie do pracy,
hipermetylacja bedaca konsekwencja zaburzei epigenetycznych prowadzi do leukemogenezy.
Organizm wytworzyl jednak zaawansowany system naprawczy, ktorego zadaniem jest
wycinanie z DNA zmetylowanych czasteczek cytozyny poprzez jej uprzednig oksydacjg.
System ten okreslono mianem TET-TDG-BER-zaleznej aktywnej demetylacji DNA, ktérej
aktywnos¢ prowadzi do usuwania z DNA i wydalenia do moczu zdemetylowanych
pochodnych 5-metylocytozyny, w czym kluczowa role odgrywa dioksygenaza TET2
oraz glikozylaza TDG.. Poniewaz zidentyfikowano dotad szereg czynnikow
odpowiedzialnych za hipermetylacje Doktorant uznal za zasadne wykonanie ich oceny,
a takze elementdw systemu naprawczego i zaleznosci pomigdzy nimi.

Jak dotad przeprowadzono relatywnie niewiele badan nad rola czynnikéw
epigenetycznych u chorych z ostra biataczka szpikowa i1 zespotem miclodysplastycznym,

co wiece] czesto wyniki tych badan sg niespdjne i niejednoznaczne.
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Stad tez celami pracy lekarza Lukasza Szukalskiego byly:

A. Ocena procesow epigenetycznych u pacjentéw dorostych z ostra biataczka szpikowg
(AML) oraz zespolami mielodysplastycznymi  (MDS)- gléwny cel pracy.
Cele szczegotowe dotyczyly

1. Analizy pozioméw produktéw aktywnej demetylacji w DNA leukocytarnym z krwi
obwodowej dorostych pacjentéw z AML i MDS oraz grupy kontrolnej.

2. Analizy stezen produktow aktywnej demetylacji w moczu pacjentéw dorostych
z AML i MDS oraz grupy kontrolnej celem oceny zaangazowania mechanizmow
naprawczych modyfikacji epigenetycznych w tych grupach pacjentow.

3. Analizy ekspresji mRNA gendéw zaangazowanych w procesy epigenetyczne w grupie
pacjentéw z AML i MDS oraz w grupie kontrolnej i ich wpltyw na szlak TET-TDG-
BER aktywnej demetylacji DNA.

4. Qceny czestosci wystgpowania mutacji genow zaangazowanych w procesy
epigenetyczne u pacjentéw dorostych z AML 1 MDS.

5. Oceny wplywn wyjsciowych pozioméw produktow demetylacji w DNA
leukocytarnym oraz stezen tych produktéw w moczu na dane kliniczne: ryzyko

* transformacji MDS do AML, odpowiedZ na chemioterapi¢ indukujgcg oraz dhugosé¢
zycia pacjentow z AML.

Na przeprowadzenie badania lek. Lukasz Szukalski uzyskat zgode Komisji Bioetycznej
(uchwata nr: KB 404/2016).

Do badania wiaczono 62 chorych z nieleczong AML oraz 42 pacjentéw z nieleczonym
MDS. U wszystkich chorych oznaczano wartosci produktow aktywnej demetylacji w DNA
leukocytarnym oraz w moczu, a do analiz wykorzystano dedykowana metodologie opartg
o dwuwymiarows ultrasprawng chromatografi¢ cieczowa z tandemows spektrometria mas
(2D UPLC-MS/MS). Wykonano takze pomiary ekspresji mRNA genow TETI, TET2, TETS3,
TDG, IDHI oraz IDH2. Uzyskane wyniki poréwnywano do grupy kontrolnej (n=52).
U wszystkich pacjentéw oznaczono réwniez status mutacji genéw TET2, IDHI oraz IDH?.
Grupe kontrolng stanowili ludzie zgtaszajacy sie do Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 im. Jana
Biziela w Bydgoszczy celem uczestnictwa w narodowych programach przesiewowych chordb
nowotworowych. W grupie kontrolnej wykluczono pacjentow z nowotworami, chorobami

hematologicznymi oraz cigzkimi chorobami towarzyszacymi.
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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska obejmuje wraz ze streszczeniami,
wykresami, rycinami i tabelami 110 stron wydruku komputerowego. Uklad pracy
przedstawiony w spisie tresci jest poprawny.

We wstepie Autor szczegétowo omawia aktualny stan wiedzy na temat diagnostyki
i leczenia AML i MDS ze szczegdlnym uwzglgdnieniem znanych czynnikow ryzyka
oraz przede wszystkim czynnikow epigenetycznych i ich potencjalnego zastosowania
w hematologii i onkologii.

Postawione cele pracy nalezy uznac za godne realizacji.

Pacjenci i metody stanowia kolejny rozdzial, szczegdtowo opisujgcy przebieg
badania.

Wyniki podane sg w osobnym rozdziale w formie graficznej i opisowej, pozwolity
one na sformutowanie nastepujacych wnioskow, ktére zostaly przedstawione w sposéb
opisowy i stanowia odpowiedzi na postawione cele pracy:

1. Wykazano obnizenie poziomu 5-hmdC w DNA leukocytarnym pacjentow z AML
wzgledem grupy kontrolnej oraz pacjentow z MDS wzgledem grupy kontrolnej.

2. Stwierdzono réznice w stezeniach produktéw aktywnej demetylacji w moczu:
najwyzsze stezenia u 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 wsrod pacjentéw z AML, posrednie wsrdd pacjentow

z MDS oraz najnizsze w grupie 0sob zdrowych.

3. Wykazano zwickszona ekspresje mRNA TET! oraz TET3 w grupie pacjentéw z AML
wzgledem grupy kontrolnej, co przy stwierdzonym jednoczesnie spadku ekspresji

TET2 wspiera hipoteze zakladajaca kompensacyjng funkcje gendw TET! oraz TET3

w odpowiedzi na deplecj¢ TET2. Dodatkowo w grupie pacjentéw z AML wykazano

znacznie wyzsza ekspresje mRNA genu 7DG w stosunku do oséb zdrowych,

co odzwierciedla znaczne nasilenie procesow naprawczych zaburzen metylacji przez

TET-TDG-BER-zalezng aktywna demetylacj¢ DNA w grupie chorych na AML.

4. Okreslono czesto$¢ wystgpowania mutacji w genach 7TET2, IDHI oraz [DH?2

w populacji pacjentéw z AML oraz MDS, zbiezng z danymi literaturowymi.

5. Wykazano, ze poziomy produktéw aktywnej demetylacji w DNA leukocytarnym
oraz stezenia tych produktow w moczu pacjentéw z AML nie majg wpltywu
na odpowiedZ na leczenie chemioterapia intensywna. Pacjenci z MDS, u ktérych

doszto do transformacji do AML mieli nizszy wyjsciowy poziom 5-mdC w DNA
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leukocytarmym  niz pacjenci, u ktérych nie doszto do transformacji.
Wykazano, ze pacjenci z AML z niskim wyjéciowym stezeniem 5-mdC w moczu
mieli dtuzsze przezycie catkowite, niz pacjenci z wysokim stgzeniem 5-mdC.
W rozdziale Oméwienie wynikéw i dyskusji Autor w sposéb zwigzly
i szczegbtowy ocenia uzyskane przez siebie wyniki i poréwnuje je z rezultatami badan
przeprowadzonych, opublikowanych przez innych lekarzy.
Pi$miennictwo jest bardzo rozbudowane, dobrane wlasciwie, w zdecydowanej

wiekszosci pochodzi z ostatnich 10 lat.

Podsumowujac oceng rozprawy doktorskiej nalezy stwierdzi¢, ze stanowi ona kolejny
krok w ocenic zastosowania czynnikéw epigenetycznych jako mnowych czynnikow
prognostycznych i predykcyjnych, wskazéwek co do sposobu leczenia u chorych z ostrymi

biataczkami szpikowymi i zespolami mielodysplastycznymi.

W pracy lekarz Lukasz Szukalski wykazat si¢ znajomoscig warsztatu jakim powinien
sic postugiwaé pracownik naukowy- lekarz. Na wyréznienie zastuguje perfekeyjne
wykorzystanie skomplikowanych metod statystycznych do opracowania uzyskanych

wynikow oraz perfekcyjna znajomos$¢é mechanizméw metylacji i demetylacji.

Zwraca uwage fakt, ze szereg uzyskanych rezultatdbw moze stanowi¢ podstawy do
dalszych badan nad nowymi czynnikami prognostycznymi i predykcyjnymi w opisywanych
przez Doktoranta jednostkach chorobowych.

W swojej pracy Doktorat potwierdzil/ udowodnit/okreslil, ze:

1. Jednym z czynnikéw prowadzacych do hipermetylacji moga by¢ mutacje gendw
TET?2, IDHI oraz IDH2, ktére uposledzaja proces TET-TDG-BER-zaleznej aktywne;
demetylacji DNA poprzez defekt enzymu przeprowadzajacego reakcje oksydacji
5-mdC do 5-hmdC lub poprzez wytworzenie blgdnego substratu dla przeprowadzanej
reakcji.

2. Okreslit czestosé wystgpowania mutacji wymienionych genéw u pacjentow z AML
oraz MDS.
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Wykazat gleboka deplecje ekspresji mRNA genu TET2 w grupie chorych z AML
oraz znalazt dowdd potwierdzajacy mechanizm kompensujacy zaburzenie ekspresji
mRNA 7ET2 (poprzez nadekspresje TET1 1 TET3).

Wykazal istnienie znacznie wyzszych mian produktéw aktywnej demetylacji DNA
w moczu w grupie pacjentéw z AML i MDS w stosunku do grupy kontrolnej
1 udowodnil, Ze zaburzenia epigenetyczne sg znacznie bardziej nasilone w AML oraz
MDS niz w grupie kontrolnej.

Potwierdzil analizujac ekspresjc mRNA genu 7DG odpowiedzialnego za aktywne
usuwanie 5-fCyt 1 5-caCyt z DNA, ze proces aktywnej naprawy DNA jest najbardzie;
aktywny u chorych z ostra biataczkg szpikowa.

tacznie wyniki przedstawione w pracy dostarczyly dowoddéw wspierajgcych

hipotezg, ze zaburzenia epigenetyczne sa podwaling dla procesu leukemogenezy.

Na uwage zasluguja wnioski:

1.

Poziomy produktéw aktywnej demetylacji w DNA leukocytarnym oraz stgzenia tych
produktow w moczu pacjentéw z AML nie maja wplywu na odpowiedZ na leczenie
intensywng chemioterapig.

Wyjsciowy poziom 5-mdC w DNA leukocytarnym u pacjentow z MDS moze mieé
wartos¢ prognostyczng w ocenie ryzyka transformacji do AML, a stgzenie 5-mdC

w moczu moze wplywac na dlugos¢ przezycia catkowitego pacjentéw z AML.

Ograniczenia pracy wskazat sam Autor, to stosunkowo mata liczebnos¢ niektorych grup

badanych chorych uniemozliwiajaca zastosowanie konkretnych metod analizy statystycznej

oraz ograniczenia finansowe co do liczby wykonanych badan.

Pomimo istnienia tych niedoskonatosci prace oceniam bardzo pozytywnie ze wzglgdu na

zaprezentowany materiat oraz istotne klinicznie refleksje nad nim.
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Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.) oraz art. 179 ust. 1 ustawy z dnia
3 lipca 2018r. Przepisy wprowadzajace ustawg- Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

(Dz. U. 22018 r. poz. 1669 z pdzn. zm.).

Biorac pod uwage powyzsze zwracam si¢ zatem do Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy o dopuszczenic

lek. Lukasza Szukalskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnice dzigkuje za przywilej recenzowania tej pracy.

S
Prof, dr hn!_x"n. med,
. Piotr Rzepecki )
SPECIALISTA CHOROR WEWNETRZNYCH
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