tukasiewicz
PORT

Paolski Osradek
Rozwaoju
Technologii

Wroctaw, dn. 20 grudnia 2022 r.

Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej pt.
~0cena mechanizméw cytotoksycznego wspétdziatania inhibitoréw
glikolizy oraz inhibitorow deacetylaz histonéw (HDAC) w modelu in
vitro glejaka wielopostaciowego”, zrealizowanej w Samodzielnej
Pracowni Genetyki i Biologii Molekularnej, Wojskowego Instytutu
Higieny i Epidemiologii w Warszawie, pod kierunkiem dr hab. n. med.
inz. Beaty Pajak

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska liczy 150 stron i ma typowy
uktad prac na stopien naukowy doktora. Mozna wyodrebnié w niej
nastepujace rozdziaty: wstep (26 stron), ktéry jest poprzedzony spisem
tresci, wykazem stosowanych skrétow oraz streszczeniami w jezyku polskim
i angielskim, nastepnie cel pracy (1 strona), materiaty i metody (18 stron),
wyniki (38 stron), dyskusja (15 stron), wnioski (1 strona), pi$miennictwo (30
stron) oraz wykazy rycin i tabel (5 stron).

We Wstepie starannie przedstawiono zagadnienia zwigzane z glejakami,
uwzgledniajac ich klasyfikacje, etiologie, diagnostyke oraz obecne formy
terapii, co bardzo dobrze naswietlito problem, bedacy przedmiotem
przeprowadzonych badan. Na kolejnych stronach skupiono sie na
mechanizmach metabolicznych i epigenetycznych, ktoére prébuje sie
wykorzysta¢ do rozwoju nowych strategii przeciwnowotworowych. Bardzo
szczeg6lowo opisano proces glikolizy, co jest uzasadnione, gdyz jest on
charakterystyczny dla nowotwordw i stanowi atrakcyjny cel terapeutyczny.
Na przyktadzie 2-deoksy-glukozy (2-DG) i jej pochodnych, jako czynnikdéw
hamujacych glikolize i powigzane $ciezki metaboliczne, zaprezentowano
wptyw tych zwigzkéw na procesy komoérkowe, ktérych zaburzenie prowadzi
do ograniczenia wzrostu i Smierci komérek nowotworowych. W kontekscie
mechanizmoéw epigenetycznych przedstawiono deacetylazy histondw i ich
inhibitory, majace juz zastosowanie w badaniach klinicznych w onkologii. Tak
zarysowany wstep bardzo przystepnie naswietlit tematyke pracy,
umozliwiajac petne Zrozumienie oraz docenienie uzytecznosci
przeprowadzonych badan.

Cel pracy jest klarownie sformutowany i opiera sie na czterech zadaniach
badawczych. Gtdwnym celem badan Doktorantki byta analiza skojarzonego
dziatania inhibitoréw glikolizy i deacetylaz histonéw wobec linii komérkowych
glejaka wielopostaciowego. Zadania obejmowaty: (1) ocene aktywnosci
cytotoksycznej inhibitoréw glikolizy (2-DG i WP1122) i deacetylaz histonéw
(maslan sodu/NaBt i soli sodowej kwasu walproinowego/NaVPA) ze
wskazaniem mechanizmoéw dziatania na dwie linie glejaka - U-87 i U-251, (2)
identyfikacje rodzaju interakcji pomiedzy badanymi inhibitorami w dziataniu
przeciwnowotworowym, (3) ocene aktywnosci cytotoksycznej i mechanizmu
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dziatania zwigzku WP1234, bedacego pochodng 2-DG i maslanu oraz (4)
sprawdzenie wptywu hipoksji na aktywnos$¢ analizowanych inhibitoréw.

W Materiatach i metodach Doktorantka bardzo szczegdtowo opisata
sposéb wykonania badan, tlumaczac jednoczesnie zasady dziatania
poszczegolnych testéw. Opis swiadczy o bardzo dobrej znajomosci narzedzi
badawczych niezbednych do wykonania zatozonych celéw. Rozdziat ten,
bedacy zbiorem réznych protokotéw, moze stanowi¢ znakomity przewodnik
dla innych naukowcéw, zajmujacych sie podobng tematyka badawcza.

Wyniki zostaty przedstawione w sposéb systematyczny i umozliwiajacy ich
zrozumienie. W tres¢ rozdzialu wkomponowano liczne wykresy, tabele
i zdjecia, dokumentujace przeprowadzone badania. W toku prac, za pomoca
wielu komplementarnych technik Doktorantce udato wykazaé¢ aktywnosé
przeciwnowotworowg badanych zwigzkéw poprzez ocene ich wptywu na wiele
aspektow funkcji zyciowych wybranych komoérek nowotworowych. Zbadano
zywotnos¢ komorek, proliferacje, synteze biatek, produkcje kwasu
mlekowego, synteze ATP, indukcje apoptozy, aktywnos¢ deacetylaz
histonowych, poziomy biatek pro- i antyapoptotycznych, indukcje autofagii.
Zrealizowane badania potwierdzity mechanizmy dziatania zastosowanych
inhibitorow glikolizy i deacetylaz histonéw. Analizowane zwigzki indukowaty
Smier¢ komoérek przede wszystkim na drodze apoptozy. Czes$é testéw
wykonano w warunkach nasladujacych hipoksje, lecz nie stwierdzono wptywu
obnizenia poziomu tlenu na efekt cytotoksyczny zastosowanych inhibitoréw.
Dzieki transmisyjnej mikroskopii elektronowej zobrazowano réwniez
ultrastrukture komorek nowotworowych i jako skutek aktywnosci badanych
inhibitorow zaobserwowano kondensacje mitochondriow oraz obecnosé
wakuoli autofagowych. Skojarzone dziatanie inhibitoréw glikolizy i deacetylaz
histonéw skutkowato pogtebieniem cytotoksycznosci wobec komérek glejaka,
co wskazywato na efekt synergistyczny. Badania nowego zwigzku WP1234,
hamujacego jednoczesnie glikolize i deacetylazy histonéw, wykazaly jego
skutecznos¢ w zabijaniu linii komorek glejaka zgodnie z zatozonymi
mechanizmami dziatania. Niedosyt budzi jedynie brak okreslenia aktywnosci
analizowanych inhibitoré6w na materiale pierwotnym izolowanym z guzéw
glejaka wielopostaciowego, co w moim przekonaniu znacznie podniostoby
range przeprowadzonych badan.

W Dyskusji Doktorantka podsumowata uzyskane wyniki, odnoszac je
réwniez do osiggnie¢ innych badaczy, zajmujacych sie podobng tematyka.
W mojej ocenie w rozdziale tym zawarto zbyt duzo informacji, ktére sg
przegladem literatury naukowej i bardziej pasowalyby do Wstepu. Zabrakio
mi przede wszystkim krytycznego podejscia do uzyskanych wynikéw,
szczego6lnie w kontekscie ograniczen zastosowanego modelu in vitro,
opierajacego sie na dwoch ustalonych liniach glejaka wielopostaciowego.

Rozprawe koncza cztery wnioski, ktére sa poprawnie sformutowane
i odpowiadajg na wczesniej postawione cele.




Ostatni rozdziat - Pi$miennictwo zawiera liste 322 cytowanych publikacji,
ktora stanowi bardzo interesujgcy zbiér prac z tematyki rozprawy,
pozwalajgcy na poznanie aktualnego stanu wiedzy i skonfrontowanie wynikow
Doktoranta z tym, co do tej pory osiggnieto w obranym obszarze badawczym.

W mojej opinii praca doktorska mgr inz. Eweliny Siwiak-Niedbalskiej
stanowi oryginalne osiggniecie naukowe, ktore dowodzi skutecznosci
przeciwnowotworowej nowych zwigzkéw i nowatorskiej strategii walki
z glejakiem wielopostaciowym. Oprécz duzej wartosci naukowej pracy,
rozprawa moze by¢ bardzo uzyteczna od strony metodologicznej dla innych
naukowcédw, zajmujacych sie charakterystyka substancji o potencjalnym
dziataniu przeciwnowotworowym. Niemniej jednak mam troche pytan i uwag,
ktore maja charakter redakcyjny i dyskusyjny, i nie wptywajg na ocene
koricowg pracy (wg kolejnosci wystepowania w tekscie):

1. Str.19: Cytowanie nr 28 jest btedne. Jak sie domyslam chodzito
o prace przegladowg nr 27. Dla udokumentowania przytaczanych wynikéw
cytowanie prac oryginalnych a nie przegladowych, jest bardziej wtasciwe.

2. Str. 36: W zdaniu ,Szacuje sig, ze stezenia 2-DG uwalnianej w mdzgu
podczas przemian WP1122 jest 9-krotnie wieksze.” brakuje stwierdzenia,
wzgledem czego dokonywane jest poréwnanie.

3. Str. 44: Zdanie ,Linia U-87MG to komorki pochodzenia epitelialnego,
ktore rosng w postaci hodowli adherentnej.” nie jest prawdziwe. Komorki U-
87MG majg epitelialng morfologie a nie pochodzenie.

4. Str. 45 (i kolejne): Predkos¢ wirowania powinna by¢ wyrazana wartoscig
»@" — W pracy czesto pojawiajg sie wartosci rpm bez wskazania parametréw
rotora.

5. Str. 48: Wyraz ,stoki” nie powinien by¢ stosowany - bardziej
odpowiednie sformutowanie to ,roztwory robocze”.

6. Str. 49: Czy pH byto ustalane roztworem NaCl?

7. Str. 50: Sformutowanie ,czytnik wieloptytek” jest niepoprawne — powinno
by¢ raczej ,czytnik ptytek wielodotkowych”.

8. Str. 50-51: Odnosnie testu SRB pada stwierdzenie, ze ,pozwala on na
okreslenie liczby  zywych komorek po traktowaniach czynnikami
doswiadczalnymi na podstawie pomiaru ilodci zwigzanej =z biatkami
sulforodaminy (SRB), ktéra ma zdolnos$¢ elektrostatycznego wigzania sie
z biatkami komérkowymi”. Napisano réwniez, ze ,Wyniki przedstawiono
w odniesieniu do kontroli (komdrki nie traktowane czynnikami do$wiadczalnymi)
jako % zywotnosci komoérek kontrolnych (Ctrl)”. Czy test ten rzeczywiscie
umozliwia detekcje biatek tylko w Zzywych komodrkach i na tej podstawie
wnioskuje sie jedynie o liczbie zywych komadrek/zywotnosci?.
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9. Str. 52: Stwierdzono, ze ,ptytki nastepnie 3x pitukano buforem”. Nie
wskazano, jakim buforem ptukano ptytki.

10. Str. 52: Nie jest jasne, w jaki sposdéb dokonywano detekcji BrdU.
Napisano, ze do dotkéw dodawano peroksydaze. Czy nie jest ona standardowo
dofaczana do drugorzedowego przeciwciata a dodaje sie tylko substrat TMB?

11. Str. 52: Stwierdzono btednie, ze wyniki poziomu BrdU przedstawiano
jako % zywotnosci komédrek kontrolnych

12. Str. 59: We wszystkich analizach Western blot ,intensywnos¢
otrzymanych prazkéw analizowano w odniesieniu do biatka referencyjnego
aktyny”. W jaki sposéb przeprowadzano te analizy? W pracy nie zawarto
zadnych wykreséow densytometrycznych, natomiast przy ocenie wynikéw
stosowano sformufowania o istotnie réznych poziomach ekspresji analizowanych
biatek.

13. Str. 60: W analizie rodzaju interakcji pomiedzy inhibitorami przytaczany
jest parametr D, ktéry jest definiowany w pracy jako ,S$rednia skuteczna
dawka, wartos¢ IC50, medialne stezenie inhibitora hamujace w 50% funkcje
biologiczne i biochemiczne komérek”. Okreslenie ,medialne stezenie” nie jest
poprawne. D, to po angielsku ,median-effect dose”, czyli dawka/stezenie przy
ktérej uzyskuje sie warto$¢ bedaca mediang.

14. Str. 61: We fragmencie dotyczacym analizy rodzaju interakcji poswiecono
kilka zdan parametrowi ,r” — wspétczynnikowi korelacji Pearsona (nie Parsona,
jak napisano). W pracy nie pojawiajg sie zadne dane, dla ktoérych ten
wspotczynnik bytby okreslony.

15. Str. 62 (i kolejne). Wszystkie wykresy nazwane sg rysunkami. Bardziej
odpowiednie byloby uzycie wyrazu ,rycina”.

16. Str. 62 (i kolejne): Czemu wybrano cykloheksymid jako kontrole efektu
cytotoksycznego? Poréwnanie aktywnosci analizowanych inhibitorow wzgledem
zwigzkéw stosowanych klinicznie pomogtoby oceni¢ ich uzytecznosé
terapeutyczna.

17. Str. 62 (i kolejne): W jaki sposdb przygotowywano roztwory
cykloheksymidu i chlorochiny? Czemu stuzyta kontrola DMSO? W niektérych
wynikach analiz pokazano kontrole DMSO pomimo, ze wykorzystywane zwigzki
bylty rozpuszczalne w wodzie, wg informacji z rozdzialu Materiaty
i Metody (np. Rycina 30).

18. Str. 64: Dane uzyskane za pomocg testu SRB sg interpretowane jako
zahamowanie biosyntezy bialek pod wplywem badanych inhibitoréw. Czy
obnizona ilo$¢ biatek moze by¢ jedynie wynikiem zahamowania proliferacji
komorek i ich mniejszej liczby w poréwnaniu do kontroli bez bezposredniego
wpltywu na procesy produkcji biatek?
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19. Str. 67: W legendzie ryciny 20 napisano, ze istotnos¢ statystyczna byta
okreslana w odniesieniu do kontroli, podczas gdy zaprezentowano poréwnania
miedzy warunkami normoksji i hipoksji dla réznych stezen. Analogicznie dla
rycin 27, 42 i 48 oraz 32 i 48 (przy poréwnaniach aktywnosci chlorochiny)
a takze w rycinach 35-38.

20. Str. 68-69: Czy wyniki poziomu mleczanu i ATP byly normalizowane
wzgledem ilosci komdérek? Analizy zywotnosci i proliferacji sugeruja, ze po 72 h
komérek nowotworowych byto mniej wskutek dziatania badanych zwigzkéw,
wiec nizsze wartosci stezen mleczanu i ATP mogly wynikaé¢ nie z zahamowania
glikolizy, ale z mniejszej liczby komédrek uzytych do przeprowadzenia testéw.

21. Str. 83-86: Na rycinach zaprezentowano analizy statystyczne dla efektow
skojarzonego dziatania inhibitorow w poréwnaniu do aktywnosci 2-DG i WP1122.
Brak jest odniesien do efektdw inhibitorow deacetylaz histonéw uzytych
pojedynczo. Czy nalezy zatozyé, ze nie byto rdéznic istotnie statystycznych w tym
wypadku i obserwowano tylko trendy?

22. Str. 88-89: W legendach przedstawionych tabel nie wyjasniono jakie
stezenia inhibitoréw byly stosowane - nie jest jasne co oznaczajg
zaprezentowane stosunki oraz parametry ED50, ED75 i ED90. Jak interpretowac
wartosci Dy, dla réznych iloéciowo kombinacji inhibitoréw? Dlaczego pojedyncze
inhibitory majg rozne wartosci D, i m w réznych pozycjach tabeli? O czym
Swiadczy ksztatt krzywej dawka-odpowiedz?

23. Str. 92: W tekscie znajduje sie odwotanie do wynikéw badan poziomu
ATP pod wptywem WP1234, jednak tych danych nie zaprezentowano.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i wnioskuje
do Rady Naukowej Wojskowego Instytutu Medycyny Lotniczej o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora
nauk medycznych.
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Dr hab. Grzegorz Chodaczek

Laboratorium Bioobrazowania
Sie¢ Badawcza tukasiewicz — PORT Polski Osrodek Rozwoju Technologii
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