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Wroctaw, 29 grudnia 2022 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej

Temat rozprawy: ,,Ocena mechanizméw cytotoksycznego wspéldzialania inhibitoréw
glikolizy oraz inhibitoréw deacetylaz histonéw (HDAC) w modelu in vitro glejaka
wielopostaciowego”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej wykonana
zostala pod kierunkiem Pani dr hab. n. med. inz. Beaty Pajak, prof. WIHE, w Samodzielne;
Pracowni Genetyki i Biologii Molekularnej, Wojskowego Instytutu Higieny i Epidemiologii w
Warszawie. Promotorem pomocniczym niniejszej dysertacji jest Pani dr n. rol. Anna
Jaskiewicz.

Rozprawa zostala napisana w jezyku polskim, posiada uktad typowy dla prac doktorskich tj.
Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wprowadzajacy w temat rozprawy Wstep, jasno
sformutowane Cele pracy, opisy stosowanych Materiatow i Metod, Wyniki, Dyskusje oraz
Podsumowanie i Wnioski koncowe. Zamieszczony wykaz stosowanych skrétow poprzedzajacy
Wstep znakomicie ulatwia recenzje pracy. Jest to obszerne opracowanie, zawarte na 150
stronach, bogato ilustrowane, zawierajace 50 rycin stanowigcych wykresy, fotografie lub
schematy oraz 10 tabel ulatwiajgcych analize uzyskanych wynikéw. Bogate pismiennictwo
liczy 322 pozycje. Na konicu dysertacji umieszczone zostaly wykazy Tabel i Rycin.

Glejak wielopostaciowy (GBM) to wysoce inwazyjny guz osrodkowego ukladu nerwowego o
nie zbadanej do tej pory etiologii i braku skutecznych metod leczenia. Naciekajgcy charakter
nowotworu powoduje, ze leczenie chirurgiczne wspomagane chemioterapig i/lub radioterapia
nie jest wystarczajgco efektywne. Ponadto, wybdr mozliwych do zastosowania
chemioterapeutykow jest ograniczony z uwagi na brak zdolnosci przenikania przez bariere
krew-moézg. Dynamiczny rozwdj badan w obszarze terapii przeciwnowotworowych daje
nadzieje na opracowanie nowych skutecznych metod leczenia glejaka wielopostaciowego w
oparciu o terapie celowang skierowang w metabolizm glukozy tego nowotworu. Takiego
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zadania podjeta sie Doktorantka w ramach badan bedacych podstawg niniejszej rozprawy
doktorskiej, ktorej celem bylto zbadanie efektywnosci zastosowania inhibitoréw glikolizy oraz
deacetylaz histonéw (HDAC) w indukeji efektu cytotoksycznego w odniesieniu do linii
komorkowych glejaka wielopostaciowego.

Praca stanowi istotny wkiad w badaniach nad mechanizmami hamowania metabolizmu glukozy
oraz zastosowania inhibitorow deacetylaz histonowych w modelu komérkowym glejaka
wielopostaciowego, ktérego aktywno$¢ biologiczna zwigzana jest zaréwno z procesami
glikolizy jak i nadekspresjg deacetylaz histonéw (HDAC) prowadzacg do nieprawidlowego
wyciszenia wielu genéw w tym gendéw odpowiadajacych za indukcje apoptozy.

Czes¢ doswiadczalng rozprawy poprzedza obszerny Wstep literaturowy, w  ktorym
Doktorantka przedstawiala aktualny stan wiedzy dotyczacy epidemiologii, cech
morfologicznych, diagnostyki oraz stosowanych obecnie terapii w leczeniu glejaka
wielopostaciowego. Szczegdlng uwage poswiecita metabolizmowi glukozy w komorkach
nowotworowych i znaczeniu procesu glikolizy dla przezycia komorek glejaka
wielopostaciowego. Zahamowanie procesu glikolizy stanowi atrakcyjny cel terapeutyczny w
leczeniu nowotworéw a jednym z najlepiej poznanych inhibitoréw tego procesu jest pochodna
glukozy — 2-deoxy-D-glukoza (2-DG) i jej nowe pochodne, ktore sa przedmiotem badan jako
potencjalnych kandydatéw na lek przeciwnowotworowy w terapii wysoce glikolitycznych
guzéw. Inng strategia eliminowania komorek nowotworowych jest hamowanie aktywnosci
deacetylaz histonéw (HDAC) majgce na celu zahamowanie wzrostu, rdéznicowania oraz
apoptoze komérek nowotworowych a wybrane zwiazki tj. maslan sodu (NaBt) i s0l sodowa
kwasu walproinowego (NaVPA) byly przedmiotem badan niniejszej dysertacji doktorskie;.
Nalezy podkreslié, ze opisany na 25 stronach Wstgp, ilustrowany 11 rycinami, zawiera zasob
informacji catkowicie wystarczajacy do dalszej analizy uzyskanych wynikéw pracy, ich
interpretacji i nastgpowych wnioskow.

Cele pracy zostaly jasno sformutowane, dotycza badania mozliwosci eliminowania komorek
glejaka wielopostaciowego poprzez jednoczesne zastosowanie inhibitoréw glikolizy (2-DG i
WP1122) oraz deacetylaz histonéw (NaBt i NaVPA) w modelu in vitro linii komérkowych
glejaka U-87 i U-251. Ponadto, zbadana zostata nowa pochodna 2-DG zwierajgca podstawnik
etylomaslanu (czasteczka WP1234) pod katem potencjatu i mechanizméw cytotoksycznego
oddziatywania na komérki glejaka.

Rozdzial Materialy i Metody zawiera szczegdtowe informacje dotyczace przeprowadzonych
procedur niezbednych do wykonania zadan badawczych. Lista opisanych procedur i badan jest
adekwatna do weryfikacji zalozei badawczych niniejszej rozprawy doktorskiej i wraz z
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przedstawionymi wynikami nie pozostawia watpliwosci, ze Doktorantka znakomicie
opanowata warsztat badawczy w zakresie niezbednym do oceny uzyskanych wynikow.

W tej czedci pracy znalazly sie uchybienia redakcyjne, ktore nie umniejszajg wartosci pracy,
ale z uwagi na bledy literowe czy zastosowany styl jezykowy brzmig niezrgcznie.

Np. w ocenie aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkéow chemicznych zastosowano
metode SRB, ktora jest testem do oceny proliferacji komérek w oparciu o pomiar zawartosci
biatka komérkowego. Zatem podtytut 3.7.2 ,,Pomiar natgzenia biosyntezy biatka z SRB” nie
jest zbyt zrecznie wyrazony, korzystniejsze byloby brzmienie ,,Pomiar efektywnosci biosyntezy
biatka testem SRB”.

Drugi komentarz dotyczy doboru warunkéw hipoksji indukowanej chemicznie. W celu indukcji
zmian biochemicznych komorek w warunkach nasladujgcych hipoksje, komorki
preinkubowano przez 4 h z dimetylooksaliloglicyna (DMOG) oraz Rodaming 123, ktdre
indukowaly aktywacje czynnika HIF-1a oraz intensyfikacj¢ procesu glikolizy. W jaki sposéb
wyznaczono stezenia DMOG i Rodaminy 123 do indukc;ji stanu hipoksji?

W organizmie cztowieka hipoksja dotyczy wszystkich standw wywotanych niedoborem tlenu
we krwi tetniczej co prowadzi do uposledzenia procesdw metabolicznych w obrebie tkanek i
zwiekszonej ekspresji biatek zwigzanych z hipoksja, w tym czynnika transkrypcyjnego HIF-1a.
Czy rozwazano eksperymenty w hipoksji wywotanej warunkami hodowli komérek tj. w
obecnosci obnizonego poziomu tlenu np. do 1% 027

Wyniki. W rozdziale Wyniki Autorka starannie udokumentowala wyniki badan dotyczace
efektywnosci cytotoksycznej badanych inhibitoréw glikolizy: 2-DG i WP1122 oraz inhibitoréw
deacetylaz histonéw (HDAC): maslan sodu (NaBt) i walproinian sodu (NaVPA) na komorki
glejaka wielopostaciowego linii U-87 i U-251. Aktywnosé cytotoksyczna badanych zwigzkow
zalezna byla od dawki i czasu ekspozycji i mierzona byta obnizeniem zywotnosci, proliferacji i
biosyntezy bialek w komérkach GBM zaréwno linii U-87 jak i U-251. Skutecznos¢ hamowania
procesu glikolizy w komorkach glejaka przez 2-DG i WP1122 zostata potwierdzona zaleznym
od dawki zahamowaniem syntezy kwasu mlekowego oraz ATP.

Ponadto, Doktorantka wykazala, ze wrazliwo$¢ komoérek na cytotoksyczne oddzialywanie
badanych zwigzkow w warunkach nasladujacych hipoksj¢ nie byla istotnie rézna od
cytotoksyczno$ci uzyskanej warunkach normoksji, co $wiadczy o silnie glikolitycznym
metabolizmie komérek GBM.

Analiza aktywnosci deacetylaz histonow potwierdzita, ze NaBt i NaVPA, zaleznie od dawki,
hamuja aktywno$¢ deacetylaz histonow, ktore zwigkszajg ekspresje bialek proapoptotycznych
Bad i Bax oraz obnizajg ekspresje biatka antyapoptotycznego Bcl-2, a wyniki te potwierdzaja
mechanizm dziatania analizowanych zwigzkéw. W badaniu mechanizmu cytotoksycznosci
zastosowanych zwigzkdéw chemicznych Doktorantka wykazata, ze inhibitory glikolizy 2-DG i
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WP1122 oraz inhibitory deacetylaz histonow HDAC indukujg cytotoksycznos¢ komorek
glejaka w mechanizmie zwigzanym z procesem apoptozy a nie przy udziale procesu autofagii.
Nasilenie efektu cytotoksycznego wyraznie wzrastalo po synergistycznym traktowaniu
komoérek GBM oboma zwigzkami, ktére majg odmienny mechanizm dziatania. Mechanizm
interakcji pomiedzy inhibitorami glikolizy i inhibitorami HDAC zostal potwierdzony analizg
efektu mediany wg metody Chou-Talalay.

Kolejnym etapem bylo badanie nowej pochodnej 2-DG — WP1234, ktéra tgczy dziatanie
inhibitoréw glikolizy oraz inhibitorow HDAC. Doktorantka wykazata zdolnos¢ czgsteczki
WP1234 do hamowania procesu glikolizy i obnizenia aktywnosci deacetylaz histonow co w
efekcie prowadzi do synergistycznego efektu cytotoksycznego i indukcji apoptozy w
komoérkach glejaka. Jest to istotna obserwacja wskazujaca na potencjat cytotoksyczny nowe;
pochodnej 2-DG — WP1234 w odniesieniu do komérek glejaka wielopostaciowego.

W tej czesci pracy prosze o wyjasnienie analizy wynikéw apoptozy.

Rysunki 23 i 28 przedstawiajg odsetek komodrek apoptotycznych po zastosowaniu inhibitoro6w
glikolizy i inhibitoréw deacetylaz histonowych, odpowiednio. Uzyty test do analizy komorek
apoptotycznych, Aneksyna V + 7-AAD, pozwala na identyfikacj¢ komoérek we wezesnym i
péznym stadium apoptozy oraz komodrek nekrotycznych. Ktére stadium apoptozy ilustruja
ryciny przedstawiajace odsetek komorek apoptotycznych? Ponadto, w opisie wynikow
dotyczacych apoptozy pojawito sie zdanie ,Jak wskazuje Rysunek 23, zmniejszenie
zywotnosci, proliferacji, natezenia syntezy biatek oraz syntezy ATP w komoérkach U-87 i U-
251 korelowalo ze wzrostem odsetka komorek apoptotycznych wybarwionych aneksyng V.
Jest to niezreczno$¢ w interpretacji wynikow gdyz Rysunki 23 i 28 przedstawiajg odsetek
komérek apoptotycznych po zastosowaniu inhibitorow glikolizy i inhibitoréw deacetylaz
histonowych, odpowiednio, a nie korelacj¢ z wymienionymi w powyzszym zdaniu procesami
biologicznymi.

W pracy pojawily sie tez niedoskonatosci jezykowe i edytorskie:

Str. 69. ,,...1lo$¢ ATP...” powinno by¢ ,,...poziom ATP...”

Str. 50, 70, 75. Wyrazenia ,,...natezenia biosyntezy biatka...” ,,....nat¢zenia syntezy biatek....”
sg niezreczne, korzystniej bytoby uzycie sformutowania ,,....efektywnos¢ syntezy biatek....”.
Wspomniana niezreczno$¢ interpretacyjna i niedoskonalosci jezykowe czy edytorskie nie
umniejszajg efektow wykonanych badan a réznorodnos¢ zastosowanych metod analizy in vitro
sprawia, ze wyniki niniejszej dysertacji sa bardzo dobrze udokumentowane i nie budza
watpliwosci.

Dyskusja. Doglebna dyskusja $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci zagadnien dotyczacych
biologicznej aktywnosci komorek nowotworowych, w tym glejaka wielopostaciowego, i
znajomosci proceséw biologicznych, ktére mozna wykorzysta¢ jako cele terapeutyczne w
leczeniu nowotwordéw. Doktorantka wskazata mozliwosci i ograniczenia zastosowania réznych
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lekéw i kandydatow na lek w leczeniu glejaka wielopostaciowego i w sposéb krytyczny
dokonata przejrzystej analizy i interpretacji uzyskanych wynikéw na tle bogatego
pismiennictwa w wiekszosci opublikowanego w ostatnich latach.

Whioski wynikajace z podsumowanych wynikow stanowig wyczerpujacg odpowiedz na
postawione cele i zadania badawcze.

W podsumowaniu chciatabym podkreslié, ze przedstawione badania zostaly dobrze
zaprojektowane, zastosowano odpowiednie metody badawcze, przeprowadzono prawidlowa
analize danych i interpretacje wynikow. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr inz.
Eweliny Siwiak-Niedbalskiej stanowi oryginalne i nowatorskie osiaggnigcie naukowe. Uzyskane
wyniki wskazuja, ze koncepcja synergistycznej terapii polegajacej na jednoczesnym
hamowaniu procesu glikolizy oraz modulowaniu zmian transkrypcji gendw  pro-
/antyapoptotycznych poprzez zahamowanie aktywnosci deacetylaz histonow, zwigksza
potencjat cytotoksyczny obu grup inhibitoréw i skuteczniej eliminuje komdrki nowotworowe
glejaka wielopostaciowego. Poddana recenzji dysertacja doktorska ma duze znaczenie
poznawcze o charakterze aplikacyjnym a jej wyniki moga wyznacza¢ kierunek rozwoju badan
kandydatow na leki i stanowié¢ podstawe opracowania protokotu terapeutycznego w leczeniu
glejaka wielopostaciowego i innych nowotwordw zaleznych od metabolizmu glukozy.

Z uwagi na wysoka warto$¢ poznawcza wynikéw niniejszej rozprawy doktorskiej oraz
wnikliwe opracowanie wielowgtkowego materialu badawczego wnosze o Wwyr6znienie
przedstawionej dysertacji doktorskiej stosowng nagroda.

Ja, nizej podpisana stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Eweliny Siwiak-
Niedbalskiej spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.), stawiane rozprawom
na stopien doktora, tym samym wnioskuje do Rady Naukowej Wojskowego Instytutu
Medycyny Lotniczej w Warszawie o dopuszczenie mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Kierownik
Laboratorium Biologii Komdrek
Macierzystych i Nowothrw ych

Prof. dnhab. Aleksandra Klimezak
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