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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr ini. Ewelina Siwiak-Niedbalska pt. ,,Ocena mechanizméw
cytotoksycznego wspoldzialania inhibitoréw glikolizy oraz inhibitoréw deacetylaz histonéw
(HDAC) w modelu in vitro glejaka wielopostaciowego” wykonanej w Samodzielnej Pracowni
Genetyki i Biologii Molekularnej, Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii w Warszawie
pod kierunkiem promotora dr hab. n. med. inz. Beata Pajak, prof. WIHE oraz promotora
pomocniczego dr n. rol. Anna Jaskiewicz.

Na przestrzeni ostatnich lat obserwowany jest wzrost zachorowalnosci na pierwotne ztosliwe
guzy osrodkowego uktadu nerwowego, a nowotwory pochodzenia glejowego naleza do najczesciej
diagnozowanych typéw tych nowotworéw. Glejak wielopostaciowy (GBM) to szczegolnie ztosliwa
posta¢ pierwotnego guza mozgu. Mediana przezywalno$ci pacjentéw po ustyszeniu diagnozy wynosi
zaledwie 15 miesigcy. W leczeniu glejakéw wielopostaciowych najczeéciej stosowanym schematem
jest protokol Stuppa, bazujacy na polaczeniu radioterapii z chemioterapia temozolomidem —
zwigzkiem alkilujagcym z grupy triazenow, ktorego dziatanie polega na wewnatrzkomérkowej
przemianie do metabolitu posredniego - metylo-triazen-1-imidazolo-4-karboksyamidu,
prowadzacego do metylacji nukleotydow guaninowych w DNA. Konsekwencja metylacji guaniny
jest przerwanie ciagtosci struktury DNA, z powodu nieprawidtowego parowania zasad azotowych w
kwasie nukleinowym. Nastgpstwem sa zaburzenia w syntezie DNA aktywujace programowang
smier¢ komorek nowotworowych na drodze apoptozy. Niestety skutecznos¢ temozolomidu jest
ograniczona, z powodu wystgpowania u okoto 50 % pacjentow z GBM nadekspresji enzymu
metylotransferazy O-6-metyloguaniny, bioracego udzial w mechanizmach naprawy DNA, co znosi
cytotoksyczne dziatanie tego cytostatyku. Dlatego w osrodkach naukowych na calym $wiecie
prowadzone s3 badania nad nowymi chemioterapeutykami lub mozliwo$cig zastosowania terapii z
uzyciem kombinacji tych lekéw, co przyniostoby przelom w leczeniu pacjentdbw i znaczaco
przyczynitoby si¢ do zwigkszenia ich przezywalnosci. W badaniach sprawdzane sg rozne strategie
eliminacji komoérek GBM, m.in. poprzez wykorzystanie:

- immunoterapii z uzyciem przeciwcial monoklonalnych wiazacych czynnik wzrostu $rodbtonka
naczyn (VEGF) - bavacizumab,

- inhibitoréw dla receptorow o aktywnosci kinaz tyrozynowych, do ktorych nalezg receptory
wigzace VEGF - regorafenib.

Do nowych strategii zalicza si¢ rowniez wykorzystanie szczegdlnego metabolizmu glukozy w

komorkach glejaka wielopostaciowego, opartego przede wszystkim na glikolizie tlenowej, czyli

wzmozonym pobieraniu glukozy oraz intensywnej glikolizie do mleczanu z jednoczesnym
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ograniczeniem fosforylacji oksydacyjnej nawet w obecno$ci tlenu. Taka forma metabolizmu jest
cechg szybko proliferujacych komorek, dlatego obserwowana jes]: w okresie zarodkowym oraz w
tworzgcych si¢ guzach nowotworowych. Wlasnie tym zagadnieniem zajela si¢ w swojej pracy
doktorskiej mgr inz. Ewelina Siwiak-Niedbalska, stawiajac sobie za cel zbadanie mozliwosci
eliminowania komorek nowotworowych glejaka wielopostaciowego poprzez jednoczesne
zastosowanie inhibitoréw glikolizy (2-deoksy-D-glukozy i jej pochodnej - WP1122) oraz inhibitoréw
deacetylaz histonow (maslanu sodu, walproinianu sodu) wykorzystujac model in vitro dwéch linii
komorkowych: U-87 i U-251. W badaniach wykorzystana zostata rowniez nowa pochodna 2-DG:
WP1234 wykazujaca dwutorowe dziatanie poprzez jednoczesne hamowanie metabolizmu glukozy
oraz aktywnosci deacetylaz histonow, co jest elementem nowatorskim w tej pracy. Tematyka
wybrana przez Doktorantke jest wigc ze wszech miar zasadna, a wykonane badania przedkliniczne
mogg potencjalnie przyczyni¢ si¢ do znalezienia nowych rozwigzan terapeutycznych w leczeniu
glejaka wielopostaciowego.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej
zostata przygotowana w formie monografii naukowej liczacej 150 stron. Uklad dysertacji jest
tradycyjny i zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis tresci, szczegbtowy wykaz
stosowanych skrotow, wstep, cel pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, wnioski,
pismiennictwo oraz dotaczony na koficu wykaz rycin i tabel. Kontrowersyjny zdaniem Recenzentki
jest fakt, 1z rozprawa doktorska Pani mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej w duzej mierze oparta
jest na trzech publikacjach zespotu naukowego prof. Beaty Pajak, w ktorych Doktorantka jest drugim
autorem, a prof. Beata Pajak jest pierwszym autorem:

1. Pajak B, Siwiak E, Soltyka M, Priebe A, Zielinski R, Fokt I, Ziemniak M, Jaskiewicz A,
Borowski R, Domoradzki T, Priebe W. 2-Deoxy-d-Glucose and Its Analogs: From Diagnostic to
Therapeutic Agents. Int J Mol Sci. 2019 Dec 29;21(1):234. doi: 10.3390/ijms21010234.

2. Pajak B, Siwiak-Niedbalska E, Jaskiewicz A, Sottyka M, Zielifiski R, Domoradzki T, Fokt I,
Skéra S, Priebe W. Synergistic Anticancer Effect of Glycolysis and Histone Deacetylases
Inhibitors in a Glioblastoma Model. Biomedicines. 2021 Nov 23;9(12):1749. doi:
10.3390/biomedicines9121749.

3. Pajak B, Siwiak-Niedbalska E, Jaskiewicz A, Soltyka M, Domoradzki T. WP1234-A Novel
Anticancer Agent with Bifunctional Activity in a Glioblastoma Model. Biomedicines. 2022 Nov
3;10(11):2799. doi: 10.3390/biomedicines10112799.

Pierwszy z wymienionych artykutow, opublikowany w International Journal of Molecular Sciences
stanowi przeglad aktualnej literatury dotyczacej zastosowania 2-deoksy-D-glukozy oraz jej
pochodnych w diagnostyce oraz terapii przeciwnowotworowej. Zostal napisany przez 11
wspotautorow, jednak nie podano informacji na temat szczegétowego udziatu wspotautorow w
przygotowaniu tekstu. Artykut ten jest jedynym sposrod trzech wymienionych powyzej, ktory zostat
zacytowany przez Pania mgr inz. Eweling Siwiak-Niedbalska w tekscie rozprawy. Réwniez w opisie
ryciny 2 dysertacji, bedacej polska wersja ryciny 2 omawianego artykutu jest wyrazne odniesienie do
tej pozycji literaturowej, ktora w spisie pismiennictwa oznaczona jest numerem 74. Ww. artykul
stanowil rowniez wzorzec ryciny 5 w dysertacji, co zostalo zaznaczone w opisie pod rysunkiem.
Brakuje natomiast takiej informacji w opisie tabeli II zawartej w rozprawie doktorskiej, ktora takze




1816
£ 2 N
ol =

&

L 4
At
» 3 *
Lurhe,
Q‘S\Gﬁwg
Instytut Medycyny Weterynaryjnej SGGW
ul. Nowoursynowska 159b, bud. 24, 02-776 Warszawa

ALY 5¢4

jest polska wersja tabeli nr 1 w artykule przegladowym opublikowanym w 2019 r. w czasopismie
International Journal of Molecular Sciences.

W rozprawie doktorskiej zabrakto natomiast cytowania drugiego artgyku}u, wydanego w czasopismie
Biomedicines w listopadzie 2021 r., a wiec przed ztozeniem rozprawy do recenzji. Artykut ten jest
artykutem oryginalnym, opisujacym wyniki badan nad molekularnymi mechanizmami
wspotdziatania inhibitorow glikolizy (2-DG, WP1122) oraz inhibitorow deacetylaz histonow
(maslanu sodu, walproinianu sodu) w komorkach glejaka wielopostaciowego, co stanowi trzon
recenzowanej pracy doktorskiej. W dysertacji mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej ryciny oraz
tabele przedstawiajace wyniki dotyczace tego zagadnienia sa polska wersja rycin zawartych w
publikacji z 2021 r. W opisie udziatu autoréw w przygotowaniu ww. artykutu naukowego znajduje
si¢ informacja o udziale Doktorantki w badaniach eksperymentalnych (,,investigation™) oraz pracy
edytorskiej nad tekstem i poprawkach po recenzji (,writing—review and editing”), jednak
dominujacy wklad w powstanie tego artykulu miata pierwsza autorka, prof. Beata Pajak, ktora nie
tylko byla autorka koncepcji badan, ich koordynatorka oraz administratorka projektu, ale rowniez
brata udzial w samych badaniach, miata nadrzedny udzial w ich interpretacji, oraz byla autorka
oryginalnej wersji tekstu. Dlatego nasuwa sie pytanie, ktore wyniki opisane zaréwno w dysertacji jak
1 w artykule opublikowanym w 2021 r. w czasopi$mie Biomedicine stanowia oryginalna prace
tworcza Doktorantki?

Wyniki badan dotyczacych molekularnych mechanizmow dzialania pochodnej 2-DG: WP1234
zostaly z kolei opisane w artykule opublikowanym w czasopismie Biomedicines w 2022 r. Ten artykut
zostal wystany do redakcji juz po ztozeniu przez mgr Eweling Siwiak-Niedbalska rozprawy
doktorskiej do recenzji, w pazdzierniku 2022 roku. Artykut zostat przyjety do druku 3 listopada 2022.
Dlatego Recenzentka rozumie, ze jego zacytowanie w pracy bylo niemozliwe. Pozostaje jednak
pytanie dotyczace udziatu Doktorantki w tej publikacji, poniewaz z opisu podanego w ww. artykule
wynika, ze udziat ten zndéw ograniczat si¢ do pracy laboratoryjnej oraz pracy edytorskiej nad tekstem
1 poprawkach po recenzji, cho¢ tym razem pojawia sie rowniez informacja na temat udziatlu w
wizualizacji (,,visualization”), co mozna chyba interpretowa¢ jako przygotowanie graficznej strony
artykutu. Poniewaz w rozprawie doktorskiej az 10 z 12 rycin (w dysertacji rysunki o numerach: 39,
40, 41, 42, 43, 45, 46, 48, 49, 50) stanowi polska wersje jezykowa rycin zawartych w publikacji z
2022 r., Recenzentka réwniez prosi o usci$lenie roli Doktorantki w pozyskiwaniu opisywanych
wynikow badan.

Pomimo przedstawionych powyzej watpliwosci Recenzentka pozytywnie ocenia
przygotowana rozprawe doktorska, ktora zostala napisana starannie i posiada duza wartos¢
merytoryczna. We wstepie Doktorantka przedstawia klasyfikacje glejakow oraz szczegélowa
charakterystyke glejaka wielopostaciowego, uwzgledniajac informacje na temat szlakow
glikolitycznych, ktére sg punktem wyjscia do przeprowadzonych w pracy badan. Recenzentka
pragnie jednak zwréci¢ uwage na zbyt czeste uzywanie anglojezycznych terminow lub skrotow w
odniesieniu do procesow i reakcji dobrze poznanych i posiadajacych ugruntowana terminologie w
jezyku polskim. Szlak glikolityczny zostat odkryty w pierwszej polowie XX wieku i obecnie nalezy
do podstawowych procesow metabolicznych opisywanych w podrgcznikach do Biochemii.
Wszystkie nazwy produktéw posrednich i koncowych oraz enzymow katalizujacych poszczegdlne
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reakcji w szlaku s3 dobrze znane i w polskich podrecznikowych opisach bardzo rzadko stosuje si¢
skroty nazw. Dlatego podawanie w teks$cie, w nawiasach, angloje;gycznego nazewnictwa wraz ze
skrotami oraz stosowanie w dalszych rozdziatach skrétowych nazw enzyméw w odniesieniu np. do
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu nie bylo konieczne. Generalnie Doktoranta miata tendencje do
stosowania skrotow angielskich nazw zamiast postugiwac sie prawidtowa polskg terminologig. Na
przyktad w pracy pojawia si¢ duzo czesciej skrot BBB niz polska nazwa bariera krew-mozg, ktora
nie jest terminem skomplikowanym, a utatwitaby czytelnikowi odbiér tresci pracy. Podobnie jest ze
skrotami NADH oraz NAD+, ktore w tekécie wstepu posiadaja w nawiasach rozwiniecia nazw
angielskich, zamiast dobrze znanych nazw polskich, ktére mozna znalez¢ jedynie w wykazie skrotow.

Bardzo warto$ciowe sa natomiast rozdziaty wstepu dotyczace terapii glejaka wielopostaciowego oraz
zwigzkow zastosowanych w pracy doktorskiej. Wstep zawiera rowniez 11 rycin oraz 4 tabele, ktore
doskonale koresponduja z tekstem stanowiac dobre podsumowanie omawianych zagadnien.

W kolejnym rozdziale autorska przedstawita szczegbtowe cele badawcze pracy, ktore zostaty
sformutowane prawidlowo. Rozdziat Cel pracy rozpoczyna si¢ jednak zdaniem wskazujacym na
opisang wczesniej hipoteze badawcza dotyczaca mozliwosci eliminowania komoérek nowotworowych
glejaka wielopostaciowego poprzez jednoczesne zastosowanie inhibitorow glikolizy oraz deacetylaz
histonow. Recenzentka pragnie zauwazy¢, ze pod koniec wstepu taka hipoteza badawcza nie zostata
sformutowana w sposob jednoznaczny i czytelny. Jedynie krotki podrozdziat 1.13. pt. , Terapia
kombinowana w onkologii” moze stanowi¢ pewng forme hipotezy badawczej. Zdaniem recenzentki,
to jednak nie wystarczy 1 hipoteza badawcza powinna zostaé przedstawiona w sposob jasny w drugim
rozdziale, poprzedzajac wypunktowane szczegotowe cele badawcze.

W rozdziale Materialy i metody mgr inz. Ewelina Siwiak-Niedbalska szczegdtowo opisuje
zastosowang w pracy doktorskiej metodyke, ktdra oparta zostata na schemacie doswiadczalnym
polegajacym na oznaczaniu cytotoksycznosci uzytych chemioterapeutykoéw wobec komérek GBM
linii U-87 oraz U-251 na podstawie wynikéw testow in vitro z uzyciem MTS, BrdU, aneksyny V,
jak rowniez na podstawie pomiaru nat¢zenia biosyntezy biatka przy pomocy sulforodaminy B, czy
poziomu ekspresji biatek apoptotycznych: Bcl-2, Bad, Bax, prokaspazy-3. Wykonana zostata rowniez
analiza procesu autofagii w komérkach z wykorzystaniem techniki Western-blot oraz mikroskopii
elektronowej oraz sprawdzano aktywnos¢ metaboliczna komoérek wykorzystujac komercyjnie
dostepne zestawy do oznaczenia st¢zenia kwasu mlekowego oraz ATP. Nasuwa si¢ pytanie, czy nie
byloby zasadne prowadzenie tych badan rownolegle na modelu in vitro prawidtowych komoérek
glejowych? Biorac pod uwage, ze wybor testowanych zwiazkoéw chemioterapeutycznych opiera sie
przede wszystkim na réznicach w szlakach metabolicznych pomigdzy komoérkami nowotworowymi
oraz prawidtowymi, dolaczenie dodatkowej, lub dodatkowych linii komérkowych astrocytow,
oligodendrocytéw lub hodowli pierwotnych komérek macierzystych/prekursorowych dla komorek
gleju, mogloby bezposrednio wykaza¢ selektywno$¢ dziatania badanych zwigzkéw. Recenzentka
prosi o ustosunkowanie si¢ do tej uwagi oraz zaproponowanie mozliwego do uzycia modelu
prawidtowych komoérek, ktére moglyby by¢ wlaczone w schemat prowadzonych badania in vitro.
Dodatkowo, nalezy zwréci¢ uwage na pojawiajace sie rowniez w tym rozdziale nazwy zaczerpniete
bezposrednio z jezyka angielskiego, ktore maja swoje poprawne odpowiedniki w jezyku polskim. I
tak np. stowo .,pelet” mozna zastapi¢ polskim stowem ,osad”, a stowo ,.falkony” opisujace stozkowe
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probowki wiréwkowe, stanowi zargon laboratoryjny, ktory nie powinien by¢ uzywany w rozprawie
doktorskiej. Ponadto na stronie 47 podana zostala jedynie angielska nazwa osrodka naukowego, w
ktorym zsyntetyzowane zostaly chemioterapeutyki badane w pracy. Zdaniem Recenzentki wskazane
bytoby uzycie polskiego thtumaczenia nazwy tego osrodka naukowego, podajac oryginalng nazwe w
nawiasie. W rozdziale Materialy i metody mozna réwniez znalez¢ inne niefortunne zwroty, ktore
wymagalyby korekty, np.:

Str. 47 - zatg¢zone roztwory wodne...” — poprawna forma to ,,stezone roztwory wodne..”

Str. 48 —  pelet rozbijano w 5 mL swiezej pozywki” — poprawna forma to ,,0sad zawieszano w 5 mL
swiezej pozywki”

Str. 48 — ,Po 24 h, po przyklejeniu si¢ do podtoza komorek, odsysano medium hodowlane i
zastgpowano je medium z dodatkiem badanych czynnikow do$wiadczalnych w odpowiednich
stezeniach z przygotowanych wczesniej stokow” — w tym zdaniu lepiej byloby uzyé okreslenia
»-.-usuwano pozywke hodowlang i zastepowano ja pozywka z dodatkiem badanych czynnikow
doswiadczalnych”

Str. 54 —,,Supernatant zawierajacy biatka calokomorkowe” — wystarczyloby okreslenie ,,zawierajacy
biatka wyizolowane z komoérek”

Str. 55 —,,W drugim etapie dodanie Lysine Developer powoduje barwna reakcj¢” — poprawna forma
to ,,W drugim etapie dodanie odpowiedniego buforu okreslanego przez producenta jako , Lysine
Developer” indukuje reakcje barwna lizyny poddanej deacetylacji w obecnosci deacetylaz histonow
(HDAC)”

Str. 56 — , Wyniki przedstawiono w odniesieniu do kontroli pozytywnej — jako % ctrl” — w
rzeczywistosci w wynikach pokazanych na wykresach zawartych na rycinach 29 i 46 podpisy osi Y
zawierajg okreslnie ,, Aktywnos¢ HDAC [% kontroli], a nie % ctrl.

Ponadto, w podrozdziatach 3.7.2. oraz 3.7.3. znajduje si¢ bledna informacja o przedstawieniu
wynikéw jako ,,% zywotnos$ci komoérek kontrolnych”. W rzeczywistosci w przypadku pomiaru
natezenia biosyntezy biatka z SRB wyniki przedstawiono na rycinach 26 i 41 jako synteze biatka w
odniesieniu do warunkéw kontrolnych (opis osi Y brzmi: ,, Synteza biatka [% kontroli]), natomiast w
przypadku pomiaru aktywnosci proliferacyjnej komoérek, pokazanej na rycinach 25 i 40 wyniki
przedstawiono jako aktywno$¢ proliferacyjna w odniesieniu do warunkow kontrolnych, a opis osi Y
brzmi: ,,Proliferacja [% kontroli]”.

Nalezy podkresli¢, ze wymienione btedy stylistyczne i edytorskie nie wplywajg znaczgco na warto$é
merytoryczng tego rozdzialu, a dotaczone opisy technik laboratoryjnych pozwalaja powtorzyé
omawiane doswiadczenia przez osoby zainteresowane wykonaniem podobnych analiz.

Nastgpny rozdzial dysertacji, obejmujacy 38 stron tekstu, starannie opisuje wyniki
przeprowadzonych doswiadczen, a do opisu zostaty dotaczone zestawienia wynikow w formie 36
rycin i 5 tabel. Zaprezentowane wyniki mozna podzieli¢ na trzy czesci, cho¢ Autorka nie zaznaczyta
tego wyraznie w numeracji podrozdziatow. Poczatkowo zostaly opisane wyniki testow
cytotoksycznosci dwoch pochodnych glukozy: 2-DG oraz WP1122 oraz dwoéch inhibitorow
deacetylaz histonéw: maslanu sodu i walproinianu sodu. Wykazano zalezne od dawki oraz czasu
istotne hamowanie zywotnosci, aktywnos$ci proliferacyjnej oraz aktywnos$ci syntezy biatka w
komorkach linii U-87 oraz U-251 pod wplywem zastosowanych zwiazkow. Jednoczesnie
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obserwowano istotny wzrost liczby komérek apoptotycznych, co potwierdzato wyniki uzyskane we
wezesniejszych testach. Zgodnie z oczekiwaniami acetylowana rpochodna 2-deoksy-D-glukozy
(WP1122) wykazywata istotnie wyzszy efekt cytotoksyczny, a warto$¢ stgzenia hamujacego 1C50
dla tego zwiazku byta ponad dwukrotnie nizsza niz dla nieacetylowanej 2-deoksy-D-glukozy. W
przypadku obu badanych inhibitorow HDAC aktywnos¢ cytotoksyczna byla zblizona. W warunkach
nasladujacych niedotlenienie komorek GBM poprzez chemiczng aktywacja biatka HIF-la w
obecnosci dimetylooksaliloglicyny (DMOG) oraz Rodaminy 123 jedynie 2-DG powodowata
niewielkie, choé¢ statystycznie istotne obnizenie zywotnosci komorek w poroéwnaniu do warunkow
normoksji, natomiast wyniki testu MTS dla komoérek traktowanych pozostatymi trzema
chemioterapeutykami nie roznily si¢ znaczaco w warunkach hipoksji oraz normoksji. Ta czg$¢ pracy
stanowi potwierdzenie obserwacji opublikowanych wczes$niej przez inne osrodki naukowe.

Niezwykle interesujace byly natomiast wyniki pokazujgce efekt jednoczesnego podawania
pochodnych glukozy (2-DG lub WP1122) oraz inhibitorow deacetylaz histonéw (maslanu sodu lub
walproinianu sodu) w celu wywotania poprawy efektu cytotoksycznego oraz mozliwosci
zmniejszenia dawki stosowanych chemioterapeutykow w terapii kombinowanej. Doktorantka
potwierdzita, ze jednoczesne modulowanie procesu glikolizy oraz zahamowanie aktywnosci HDAC,
prowadzace do zmian transkrypcji genéw pro- i antyapoptotycznych powoduje zwigkszenie
potencjatu cytotoksycznego obu grup inhibitorow i skuteczniejsza eliminacj¢ komoérek GBM.
Ponadto, Pani mgr inz. Ewelina Siwiak-Niedbalska przeprowadzita szereg analiz statystycznych w
celu oceny rodzaju interakcji pomiedzy inhibitorami glikolizy oraz inhibitorami deacetylaz histonow
stosujac metode efektu mediany wedlug Chou i Talalay’a. Wyniki tych analiz, przedstawionych w
tabeli VIII i IX, udowadniaja synergistyczne dziatanie zastosowanych zwiazkow, wskazujac na duzy
potencjal zaproponowanej terapii kombinowanej. Nalezy podkresli¢, ze dalsze badania
przedkliniczne, z uzyciem zwierzat laboratoryjnych beda konieczne, w celu weryfikacji wynikow
otrzymanych w zastosowanym modelu in vifro. W tym miejscu Recenzentka pragnie zwrdci¢ uwage
na drobne bledy edytorskie w rozdziale 4.13. W opisach do tabel VIII oraz IX dotaczona jest
informacja o wspétczynniku korelacji Parsona. Po pierwsze ten wspotczynnik nie zostat
uwzgledniony w tabelach, a po drugie jego prawidtowa nazwa to wspotczynnik korelacji Pearsona.
Wartosci wspotczynnika korelacji zostaty co prawda przedstawione w tabelach S2 oraz S3,
stanowiacych suplement do artykutu opublikowanego w czasopismie Biomedicines w 2021 ., jednak
artykut ten nie zostat zacytowany w dysertacji. Ponadto rzymska cyfra IX pisana jest bez znaku ,,V”
poprzedzajacego znak ,,I” oraz ,,X”. Biad ten byt konsekwentnie powielany w tekscie rozdziatu 4.13.,
w numeracji tej tabeli jak rowniez w wykazie tabel dotaczonym na koficu pracy.

Najbardziej nowatorska cze$¢ pracy doktorskiej stanowig obiecujgce wyniki cytotoksycznosci nowej
pochodnej 2-deoksy-D-glukozy o nazwie WP1234, posiadajacej w swojej strukturze reszte
etylomaslanu, co powoduje iz wewnatrzkomorkowe dziatanie tego zwigzku powinno by¢ dwutorowe:
hamujac zaréwno proces glikolizy, jak i aktywnos$¢ deacetylaz histonéw. Doktorantka udowodnita
istotny efekt cytotoksyczny badanego chemioterapeutyku na komorki linii U-87 oraz U-251, przy
zastosowaniu dawek znacznie nizszych niz w przypadku wcze$niej analizowanych zwigzkow. W celu
latwiejszego porownania stosowanych dawek, nalezato jednak ujednolici¢ jednostki, w ktorych
wyrazone zostaly stezenia stosowanych w pracy chemioterapeutykow, wige dla WP1234 stezenia
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powinny by¢ podane réwniez w mM, a nie w uM. W przypadku badan dotyczacych procesu apoptozy
oprocz testu cytometrycznego z zastosowaniem ankesyny V l?oktorantka wykonata analizg
Western-blot poziomu pro-kaspazy-3. Recenzentka pragnie zapyta¢ co spowodowato wybor
przeciwcial wykrywajacych jedynie nieaktywna forme tego enzymu efektorowego szlaku apoptozy?
Na rynku dostepne s3 rowniez przeciwciala skierowane swoiscie przeciw formie aktywnej (cigtej)
lub umozliwiajace detekcje zarowno formy prokaspazy jak i krotszej formy aktywnej kaspazy-3.
Uzyte w pracy przeciwciata pozwalaja jedynie posrednio wnioskowaé o aktywacji tego enzymu,
poprzez obserwacje zmniejszajacej sie grubosci prazka proenzymu. Poniewaz cytometryczna analiza
liczby komérek apoptotycznych z uzyciem aneksyny V wyraznie wskazywata na zachodzacy proces
$mierci apoptotycznej, wyniki przedstawione na rycinie 44 nie wnosza dodatkowych, istotnych
informacji do przeprowadzanych badan.

W rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej opisane zostaty réwniez wyniki
analiz §wiadczacych o aktywacji procesu autofagii w komorkach U-87 oraz U-251 pod wptywem
testowanych zwigzkow. Te cze$é¢ badan uwazam za najmniej dopracowang. Zachodzacy w
komorkach GBM proces autofagii udowodniono na podstawie analizy poziomu biatka MAP1-LC3
oraz stosujac mikroskopie elektronowa, umozliwiajaca zobrazowanie tworzacych si¢ wakuoli
autofagicznych. Na podstawie tych badan nie mozna jednak wyciagga¢ wnioskow na temat szlakow
sygnatowych indukujgcych autofagie pod wplywem stosowanych chemioterapeutykéw, poniewaz
nie sprawdzono metoda Western-blot poziomu wybranych biatek zaangazowanych w szlaki
posredniczone przez kinaze AMPK, czy mTOR, ani biatek wskazujacych na aktywacje¢ stresu
siateczki $rodplazmatycznej lub odpowiedzi komorkowej na niesfatdowane biatka (m.in. IREI,
PERK, ATF6, czy CHOP). Nie bylo zaskoczeniem, iz autofagia aktywowana byla stosunkowo
szybko po podaniu badanych zwiazkow, jako wewnatrzkomorkowy proces umozliwiajacy przezycie,
natomiast komorki podlegaty $mierci na drodze apoptozy. Ponadto, w opisie wynikow
przedstawionych na rycinach 33 oraz 49 brakuje wyraznego zaznaczenia, ze w interpretacji wynikow
brano pod uwage biatko LC3-1I, czyli wlasciwy marker zachodzacego procesu autofagii. Dopiero w
dyskusji pojawia sie ta informacja w odniesieniu do badan innych zespotéw. Ponadto, wyniki analiz
mikroskopowych przedstawione zostaly wylacznie dla linii U-87. Czym spowodowane byto nie
przeprowadzenie podobnych analiz dla drugiej linii GBM? Dlaczego w przypadku
chemioterapeutykow: 2-DG, WP1122, maslanu sodu oraz walproinianu sodu analiz¢ ultrastruktury
komorek linii U-87 przeprowadzono po 24h inkubacji, natomiast stosujac zwiazek WP1234 analiza
zostata wykonana juz po 8h i 12h, chociaz pozostale analizy wykonano w analogicznych punktach
czasowych? Recenzentka prosi o komentarz.

Pomimo uwag krytycznych Recenzentka pragnie podkresli¢, ze otrzymane w toku badan
wyniki sg trafnie interpretowane, czego dowodem jest dobrze przeprowadzona w rozdziale 5
dyskusja, stanowiaca podsumowanie wykonanych badah na tle dostepnej, zwykle najbardziej
aktualnej literatury. Z 322 zacytowanych artykutow naukowych, az 148 pochodzi z ostatnich 5 lat
przed ztozeniem rozprawy doktorskiej (lata 2018-2022). Dyskusja potwierdza dobre poznanie
tematyki badawczej przez Panig mgr inz. Eweling Siwiak-Niedbalska oraz dojrzata interpretacje
otrzymanych wynikow. Krytyczna uwaga odnosi si¢ jedynie do czgstego nawigzywania przez
Doktorantke do badan dotyczacych zastosowania omawianych chemioterapeutykow w innych
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rodzajach nowotwordéw, nie zwigzanych z tematyka pracy. Tego typu informacje zostaly juz
wezesniej przedstawione we wstepie dysertacji, wiec dyskusja Powinna zdaniem Recenzentki
dotyczy¢ gtownie mozliwosci zastosowania badanych zwigzkow w leczeniu glejakow.

Na koncu rozprawy doktorskiej Doktorantka przedstawita 4 prawidtowo sformutowane
wnioski, ktore w sposob syntetyczny podsumowujg glowne osiagniecia przeprowadzonych badan.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Eweliny Siwiak-Niedbalskiej ma wysoka warto$¢ merytoryczng. Szeroki zakres przeprowadzonych
badan i wykorzystane metody analityczne wymagaly duzego nakladu pracy i umiejetnosci
Doktorantki. Pomimo przedstawionych w recenzji uwag krytycznych, uwazam, ze otrzymane wyniki
wskazuja, ze przeprowadzone badania na zastosowanych inhibitorach glikolizy oraz inhibitorach
deacetylaz histonow s3 obiecujagcym kierunkiem badafh przedklinicznych i powinny by¢
kontynuowane w celu weryfikacji mozliwosci ich wykorzystania jako nowej strategii terapeutycznej
w leczeniu glejaka wielopostaciowego.

Whiosek koncowy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej pt.
_Ocena mechanizmoéw cytotoksycznego wspotdziatania inhibitorow glikolizy oraz inhibitorow
deacetylaz histonow (HDACi) w modelu in vitro glejaka wielopostaciowego” odpowiada warunkom
okreslonym w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.
2018 poz. 1668 z pozn. zm.). Dlatego wnosze do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Lotniczej w
Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej do dalszych etapéw postepowania
w sprawie nadania stopnia doktora.
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