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Rak jelita grubego (RJG) jest bardzo czestym nowotworem, coraz czestszym
m.in. ze wzgledu na zmienione nawyki zywieniowe cztowieka i zwiekszong zawartosc

wysoko przetworzonej zywnosci w diecie.

Gtéwnym tematem badan genetycznych w raku jelita grubego jest jego
podtoze molekularne, przede wszystkim dziedziczne aspekty tego podtoza. Niemniej
jednak, rowniez caty somatyczny cigg ,wydarzen genetycznych” jest w RJG bardzo
interesujgcy i coraz czesciej analizowane sa sporadyczne postacie tego raka,
zdecydowanie czgstsze niz dziedziczne, nalezgce do cigzkich chorob cywilizacyjnych
XXI wieku. Zainteresowanie sporadycznym rakiem jelita grubego kwitto juz wiele lat
temu, potem przycichto ze wzgledu na przewage zainteresowania dziedzicznymi
aspektami nowotwordw. Ostatnio jednak zauwaza sie renesans tego
zainteresowania; ukazujg sie liczne prace dotyczgce nabytych (somatycznych) zmian
genetycznych lezacych u podtoza RJG. Zwigzane jest to m.in. z rosngcym
zainteresowaniem epigenetyka oraz ze zwiekszonymi, w poréwnaniu z ubiegtymi

latami, mozliwo$ciami analizy epigenomu.

W te tendencje wpisuje sie praca doktorska mgr biotechnologii Przemystawa
Leszczynskiego, poswiecona znaczeniu metylacji genéw adamalizyn w rozwoju RJG.
Adamalizyny, metaloproteinazy kodowane przez geny z rodzin ADAM i ADAMTS,
majg w duzej mierze charakter supresorow transformacji nowotworowej, stad
hamowanie ich funkcji poprzez metylacje wysp CpG ich promotoréw moze wydatnie

wptywaé na wzmozenie tej transformacji, rowniez w jelicie grubym.

W pracy stanowigcej podstawe rozprawy doktorskiej mgr Przemystaw

Leszczynski przebadat status metylacyjny promotoréw czterech genéw z rodziny



ADAMTS — ADAMTS1, ADAMTS2, ADAMTS5 i ADAMTS 18, oraz promotora jednego
genu z rodziny ADAM — ADAM12. Geny te wyselekcjonowat stosujac technike
mikromacierzy metylacyjnych u chorych z RJG, poréwnujgc dane ze zmienionej

nowotworowo i zdrowej tkanki jelita grubego.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa jest interesujgca merytorycznie, ma
typowy uktad rozdziatéw i podrozdziatdéw i obfitg (ponad 200 pozycji), aktualng
bibliografie.

Wstep” stanowi przeglad obecnych pogladéw dotyczgcych etiopatogenezy
sporadycznego raka jelita grubego. We wstepie zawart réwniez Doktorant krétkie
podsumowanie dotychczasowej wiedzy na temat adamalizyn, mechanizméw ich
dziatania i roli w nowotworzeniu. Wykazat tez, ze rola ta nie jest jeszcze w petni
poznana, a niektére poglady na nig — sprzeczne, co stanowito motywacje do podjecia
badan nad genami tej grupy biatek w pracy doktorskie;j.

Hipotezy, ktére Doktorant chciat potwierdzi¢ w pracy, zostaty dobrze
sformutowane i méwig o: wiekszej czestosci metylacji promotorow genow ADAM i
ADAMTS w tkance nowotworowe] w porownaniu ze zdrowa, o jej zwigzku, w
wiekszosci przypadkow, z brakiem innych markeréw RJG, takich jak mutacje genéw
BRAF i KRAS oraz niestabilnos¢ mikrosatelitarna. Gtéwnym celem pracy byta ,préba
znalezienia nowych markeréw molekularnych i/lub podtoza kancerogenezy RJG”. Do
osiggniecia tego celu dazyt Autor poprzez realizacje nastepujacych celéw
szczegotowych: ocene metylacji wysp CpG promotoréw wybranych genéw z rodzin
ADAM i ADAMTS w tkance RJG w poréwnaniu ze zdrowg tkankg jelita tych samych
0so6b, ocene, czy metylacja ta wystepuje czesciej w nowotworach z ujemnym
fenotypem metylatorowym i czy moze ona wptywac na rozwéj sporadycznego RJG u
0s6b bez mutacji BRAF i KRAS i niestabilnosci mikrosatelitarnej.

Przedstawione cele osiggnat Doktorant poprzez realizacje ztozonych badan
molekularnych, takich jak ocena fenotypu metylatorowego i niestabilnosci
mikrosatelitarnej, [m.in. badania z zastosowaniem mikromacierzy metylacyjnych i
specyficznej dla metylacji tanncuchowej reakcji polimerazy (MSP)], ocena mutac;ji
gendéw BRAF i KRAS i in.

Metody badan zostaty adekwatnie dobrane do zatozonych celow.



Grupe badang stanowito 136 nieleczonych chorych z RJG, w tym 101 z
guzem w czesci dystalnej i 35 w czesci proksymalnej, od ktorych pobrano wycinki
. tkanki zmienionej nowotworowo. Od 110 z nich udato sie réwniez pobrac fragment
zdrowej tkanki jelita grubego, ktéra, choé nie zostata tak nazwana, stanowita niejako
kontrole przy ocenie intensywnos$ci badanych zmian molekularnych w komérkach
RJG. Poza tg ,wewnetrzna” kontrolg materiat kontrolny byt dobierany do kazdego z
ocenianych parametréw oddzielnie; d]a badan metylacji wysp CpG kontrolg
pozytywna byto catkowicie zmetylowane genomowe DNA linii komorkowej raka szyjki
macicy Hela (Henrietta Lacks), zas kontrolg negatywna — caty genom
zamplifikowany bez kopiowania wzoru metylacyjnego (REPLI-g), dla badania mutacji
genu KRAS kontrolg pozytywng byto DNA linii komérkowej SW480. Innych kontroli
nie byto, a przynajmniej nie zostaty one wymienione w rozdziale ,Materiaty i metody”.
Zaréwno grupa badana, jak i grupa i materiat kontrolny zostaty dobrze dobrane do

zatozonych badan.

Metodyka badan byta bardzo ztozona i obejmowata wiele metod badan
molekularnych, uwzgledniajgc réznorodne techniki PCR i oparte na nich metody, np.
COBRA, analiza MSI, MSP i inne, amplifikacje catego genomu bez wzoru
metylacyjnego (MDA, ten skrét nie zostat objasniony w ,Spisie skrétéw i stowniku™),
macierze metylacyjne. Precyzyjny opis zastosowanych metod pozwala na
przypuszczenie, ze Autor przynajmniej cze$é z nich realizowat osobiscie, co
Swiadczytoby, ze dysponuje bogatym warsztatem badawczym, dajacym szanse na
kontynuacje badan w przysztosci. W opisie badan funkcjonuje jednak btedne
okreslenie ,reakcja taricuchowej polimerazy” zamiast ,faricuchowa reakcja

polimerazy” i inne drobne btedy, wymagajace korekty.

Do analizy wynikéw postuzyly dobrze dobrane narzedzia bioinformatyczne i

metody statystyczne.

Wyniki badan wskazaty na najwiekszy udziat epigenotypdéw o niskiej metylaciji
(LME) wsrod badanych prébek (84 probki), i najmniejszy epigenotypdw o wysokiej
metylacji (HME — 10 prébek). Epigenotypy HME zaklasyfikowat Autor do grupy
klasycznego dodatniego fenotypu metylatorowego CIMP+, a potaczone epigenotypy
IME i LME do klasycznego fenotypu CIMP-.



Analizujac mutacje w genie KRAS Doktorant wykazat, ze kojarzyly sie one z
,niskim” fenotypem metylatorowym albo jego brakiem (IME, LME = CIMP-),
natomiast w grupie z ,wysokim” fenotypem metylatorowym (HME = CIMP+) mutacji
nie wykryto. Analize PCR-RFLP mutacji genu KRAS zilustrowat doktorant przejrzysta
rycing 2, z adekwatng legenda. Natomiast w tekscie pracy pomylit numeracje préb —
prébie 7 zamiast 6 przypisat heterozygotyczna mutacje u pacjenta, podczas gdy

proba ta odpowiada kontroli pozytywnej, o czym zresztg wspomina dwie linijki nizej.

Obecnos$¢ mutacji V60OE w genie BRAF kojarzyta sie w badanej grupie z

wysokim fenotypem mutatorowym.

Natomiast niestabilnos¢ mikrosatelitarna, wskazywana przez cze$¢ autorow
jako marker stopnia zaawansowania i ztosliwosci RJG, nie kojarzyta sie z Zzadnym

epigenotypem.

Badanie poréwnawcze tkanki RJG z tkanka zdrowg, przeprowadzone z
uzyciem mikromacierzy metylacyjnych, wykazato znaczne naktadanie sie wynikéw
miedzy grupami HME i LME; dotyczyto to 49% wszystkich metylowanych wysp CpG.
Rozktad metylowanych wysp CpG w trzech epigenotypach przedstawit Doktorant na
ryc. 6. Jednak ze wzgledu na brak jej opisu, jest ona stabo czytelna, zrozumiata tylko
w tgcznej analizie z rycing 7, ale i tak nie do korica, gdyz niektére wartosci liczbowe
nie zgadzajg sie miedzy tymi rycinami. W sumie wykazano, ze 666 wysp CpG byto
metylowanych we wszystkich trzech epigenotypach, w tym m.in. wyspy
zlokalizowane w genach nalezgcych do rodzin ADAM i ADAMTS. Sposréd nich do
dalszej analizy wybrano ADAMTS 1, 2, 5i 18 oraz ADAM12. Cenny jest fakt, ze
wszystkie dane uzyskane z badan macierzowych zostaty ideponowane w
internetowej bazie danych NCBI Gene Expression Omnibus.

Dla ww. wybranych genéw porownywano czesto$é wystepowania metylacji w
ich promotorach (MSP), stwierdzajac réznice pomiedzy metylacjg w tkance
nowotworowej a metylacjg w tkance zdrowej (najwieksze dla ADAMTS 1i 2 oraz
ADAM12), potwierdzajgc tym samym stusznos¢ ich wyboru jako markeréw
nowotworzenia do dalszych badan. Jednoczes$nie stwierdzono nieréwna dystrybucje

metylacji ww. gendéw pomiedzy réznymi epigenotypami.

Dalsze analizy wykazaty znamienna korelacje miedzy metylacja promotora
genu ADAMTS2 a proksymalng lokalizacja guza, mutacjg genu KRAS i



epigenotypem IME. Dla ADAMTSS5 stwierdzono czestszg metylacje w komaérkach
RJG kobiet niz mezczyzn oraz korelacje z epigenotypem IME. Dla metylacji ADAM12
wykazano korelacje z proksymalng lokalizacja guza, obecnoscig mutacji BRAF oraz
dodatnim fenotypem metylatorowym, CIMP+. Dla genéw ADAMTS 1i 18 nie
znaleziono zadnych korelacji, przy czym Autor omytkowo pisze tu (str. 71) o genie
ADAMTSS zamiast ADAMTS18.

Whyniki swoich badan, czasem zgodne, a czasem sprzeczne z wynikami
innych badaczy, przeanalizowat Doktorant w rozdziale ,Dyskusja”, wykazujac sie
analitycznym mysleniem i dojrzato$cig naukowa. Dyskusja jest dobrg czescia
rozprawy; Doktorant krytycznie analizuje kazdy aspekt wynikow swojej pracy w
odniesieniu do wynikdéw innych autorow oraz do mozliwosci zastosowania w praktyce
klinicznej. W dyskusji nie ma btedéw merytorycznych, jednak na str.75 gen
ADAMTSS5 zostat wymieniony w dwoch przeciwstawnych grupach — tej, w ktorej
udato sie metodg MSP potwierdzi¢ metylacje stwierdzong w badaniu z
zastosowaniem mikromacierzy metylacyjnych, i w tej, w ktérej sie to nie udato.

Rozprawe koriczy szes¢ dobrze sformutowanych, odpowiadajgcych
poszczegblnym celom pracy, wnioskow, wyciggnietych bezposrednio z wyzej

przedstawionych jej wynikow.

Praca jest merytorycznie dobra, oryginalna, powstata z zastosowaniem
nowoczesnych metod badawczych i dotyczy najbardziej gorgcego obecnie tematu w
genetyce, czyli epigenetyki.

Jednak ogdlnie dobre wrazenie dotyczace pracy, oprécz ww. wymienionych
bteddw i niescistosci paramerytorycznych (w tym m.in. ,gen PTEN [...] jest powodem
(??7?) mniej niz 1% wszytkach (?7?7) RJG”, ,autosomalnie dominujgce mutacje”,
.reakcja tancuchowej polimerazy”, psujg obecne w niej btedy jezykowe; co najmniej
kilka bteddéw ortograficznych (wacha sie, ,pod kontem” zamiast ,pod katem”), duzo
bteddw stylistycznych, kalki jezykowe (wydaje sie by¢, wydajg sie korespondowac,
itp.) i stosunkowo duzo literéwek, btedy w zapisie nazwisk znanych uczonych (np.
Linch zamiast Lynch, Bar zamiast Barr) i inne. Wymienione btedy i niedociagniecia
nie obnizajg jednak w znacznym stopniu merytorycznej wartosci pracy. Poza tym

praca zastuguje na druk w anglojezycznym czasopiémie z listy filadelfijskiej, w ktérym



btedy polszczyzny nie bedg w ogdle graty roli. A jednak szkoda, ze znalazty sie one
w dobrej skadinad pracy...

Podsumowujgc stwierdzam, Zze rozprawa doktorska ,Zmiany wzoru metylaciji
wysp CpG promotoréw gendw kodujgcych proteazy z rodziny ADAM(TS) w
sporadycznym raku jelita grubego” pana mgr biotechnologii Przemystawa
Leszczynskiego jest oryginalng praca, opartg na dobrym projekcie badawczym. Jej
wyniki maja znaczenie poznawcze, poszerzajgc wiedze o etiopatogenezie
sporadycznego raka jelita grubego, a w przysztosci byé moze réwniez kliniczne, gdyz
metylacja gendw adamalizyn moze sie sta¢, przynajmniej w niektérych aspektach,

markerem nowotworzenia w jelicie grubym.

Oceniana rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 ust. 1
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 pdézn. zm.). W zwigzku z
tym wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego im.
Piastéw Slaskich we Wroctawiu o dopuszczenie pana mgr Przemystawa

Leszczynskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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