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Recenzja rozprawy doktorskicj mgr Marty Biesickierskiej pt.

»Analiza mozliwosci wykorzystania cial ketonowych i transferazy bursztynylo-CoA:3-
ketokwas-CoA jako potencjalnych narzedzi w terapii raka szyjki macicy w warunkach
in vitro.”
wykonane) w Katedrze Biologii Nowotwordw i Epigenetyki Instytutu Biofizyki Uniwersytetu
Lodzkiego
pod kierunkiem dr. hab. Anety Balcerczyk, prof. UL

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi spdjna tematycznie monografie
dotyczgcg ingerencji w metabolizm energetyczny komoérek nowotworowych zaréwno na
poziomie ekspresji genéw kodujacych enzymy metabolizmu jak i poprzez zmiany dostgpnosci
substratow. Doktorantka na cel obrata sobie jeden z kluczowych enzyméw odpowiedzialnych
za metabolizm zwigzkéw ketonowych jakim jest transferaza bursztynylo-CoA:3-ketokwas-
CoA (SCOT). Dodatkowym aspektem pracy sg zagadnienia dotyczgce coraz bardziej
aktualnego podejscia terapeutycznego w chorobach nowotworowych. nutriterapii. Dieta
ketogeniczna, nie rzadko stosowana w chorobach nowotworowych, wywodzi si¢ bardziej z
pogladéw dotyczacych efektu Warburga anizeli z udokumentowanych pozytywnych skutkéw
jej stosowania,

Réznorodnos¢ komorek okreslonego typu nowotworu, odmienna wrazliwo$é na
chemio- czy radioterapig, czgsto jest efektem odmiennodci metabolicznej komorek wynikajacej
z roznego schematu realizacji informacji genetycznej. Zmiany w komorkach nowotworowych
dotyczg zaréwno zaburzen zwigzanych z proliferacjg i roznicowaniem si¢ komorek ale i ze
zmianami metabolicznymi i strukturalnymi prowadzacymi do réznorodnosci fenotypowe;.
Wybér genu OXCT/ kodujgcego biatko SCOT, w aspekcie wplywu na przeprogramowanie
metaboliczne w  kierunku wykorzystywania zwigzkéw ketonowych przez komoérki
nowotworowe uwazam za trafny, temat pracy doktorskiej bardzo aktualny, a zastosowane
modele badawcze wskazujg na duzg nowatorsko$¢ przeprowadzonych badan.

Praca doktorska przygotowana bardzo starannie. W czesci teoretycznej zawiera
podstawowe elementy, takie jak: spis tresci, stosowane skroty, wprowadzenie teoretyczne oraz
postawione cele badaweze. W czgdei praktycznej doktorantka przedstawita dosé szczegdtowo
informacje na temat modeli badawczych oraz metodyki stosowanej w badaniach. Wyniki.
Dyskusja oraz Podsumowanie wynikéw i wnioski poprzedzaja streszczenie oraz wykaz
literatury. Dodatkowo zamieszczono informacje o projektach zwigzanych z prowadzonymi
badaniami, wykaz publikacji Doktorantki oraz list¢ doniesien konferencyjnych zawierajacych
czg$¢ wynikow badan zawartych w recenzowanej pracy doktorskie;.



W czedci teoretycznej sporo miejsca poswigcono metabolizmowi energetycznemu
komorek z uwzglgdnieniem metabolizmu komdrek nowotworowych charakteryzujagcym sig
wzmozonym wychwytem i wykorzystaniem glukozy w celu promowania ich wzrostu i
proliferacji. Zjawisko to, nazywane efektem Warburga, jest dos¢ nieoczywiste z uwagi na
zachodzgce w jego ramach przeksztalcenie glukozy do mleczanu, nawet w warunkach
tlenowych. Dodatkowo, we wstepie teoretycznym znalazly si¢ informacje na temat aktualnych
badan dotyczgcych udziatu diety ketogenicznej w leczeniu niektérych nowotwordw oraz dosé
szerokiego oddziatywania na komorki nowotworowe B-hydroksymaslanu. Dokonano przegladu
literaturowego zagadnien zwigzanych z wplywem zwigzkéw ketonowych na progresje
nowotworow. Czgs¢ wstepu teoretycznego dotyczy juz konkretnie raka szyjki macicy i przez
pryzmat tego nowotworu dokonano przegladu literaturowego dotyczacego zaréwno
mikrobiomu, jak i prob przeprogramowania metabolicznego. Wykazano, ze katabolizm
zwigzkow ketonowych scentralizowany jest wokét transferazy bursztynylo-CoA :3-ketokwas-
CoA kodowanej przez gen OXCTI, ograniczajacej predkosc ketolizy. Zawarte we wstepie
teoretycznym tresci, w moim przekonaniu dobrano poprawnie, pozwalajgc czytelnikowi lepiej
zrozumie¢ problemy stawiane do rozwigzania w Celach pracy.

Glownym celem pracy doktorskiej bylo sprawdzenie roli genu OXCTT i
produkowanego przez niego biatka — SCOT — w regulacji potencjatu metastatycznego komérek
raka szyjki macicy HelLa. Scharakteryzowano cele szczegblowe, ktore znalazly
odzwierciedlenie w rozdziale ,, Wyniki”.

Jako material badawczy wytypowano lini¢ komorkowa HeLa. Analiza ekspresji genu
OXCT! w wybranych liniach komérkowych za pomocg techniki RT-qPCR wykazala, ze
komorki raka szyjki macicy HeLa charakteryzuja si¢ bardzo wysoka ekspresjg tego genu.
Badania prowadzono na trzech modelach badawczych: komérkach HelLa z (1) wyciszong
monoallelicznie i biallelicznie ekspresjg genu OXCT1 1 (2) nadekspresjg genu OXCT'1 oraz (3)
na komoérkach HeLa hodowanych w zmiennych warunkach glikemicznych. Efektywnosé
wyciszenia genu OXCT1 w komorkach Hela, a takze transfekcji komoérek wektorami
ekspresyjnymi oceniono wykonujac analizy ekspresji genu OXC7'/ i poziomu biatka SCOT.

Dobor materialu badawczego oraz metod analitycznych uwazam za wlasciwy.
Precyzyjny opis metod pozwala na odtworzenie eksperymentdéw w innych laboratoriach przez
innych badaczy, co $wiadczy o profesjonalnym podejsciu Doktorantki do badan naukowych.

Wyniki badan przedstawiono w postaci krotkich opiséw oraz dobrze przygotowanych
rycin i tabel, co sprawia, ze sa one przejrzyste i czytelne, pomimo ich ogromne;j ilosci.
Wykonano analizy dla komoérek HelLa z wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresja
genu OXCT1 (HeLa OXCT1 KO) oraz analogiczne badania dla komérek z nadekspresjg genu
OXCT] (HeLa OXCT1 OX). Badania te obejmowaty ekspresj¢ OXCT'//SCOT na poziomie
transkryptu i biatka, proliferacj¢ 1 wzrost komorek, wrazliwo$¢é na wybrane cytostatyki oraz
mozliwosci migracyjne i inwazyjne. Dodatkowo badano metabolizm ciat ketonowych oraz ich
wplyw na poziom modyfikacji potranslacyjnych w zmodyfikowanych komérkach HelLa.

Ostatnim etapem badan byla analiza komoérek HeLa hodowanych w zmiennych
warunkach glikemicznych wraz z dodatkiem zwigzkow ketonowych (B-hydroksymaslanu i
acetooctanu) 1 badanie ich wptywu na szybko$¢ proliferacji komorek HeLa.

Uzyskane z przeprowadzonych eksperymentow wyniki Doktorantka przedyskutowala z
wynikami innych zespotow. Dos¢ obszerna literatura (200 pozycji) pochodzi w duzej mierze z



ostatnich pigeiu lat. Jeden z aspektow dyskutowanych przez Doktorantke dotyczy roli jakg
odgrywa w katabolizmie cial ketonowych transferaza bursztynylo-CoA:3-ketokwas-CoA
(SCOT). enzym kodowany przez gen OXCT1, ktdérego wyciszenie potencjalnie prowadzi do
zwigkszenia poziomu cial ketonowych na skutek zahamowanego ich dalszego rozkfadu. Spora
czg$¢ dyskusji dotyczy cyklu komdrkowego oraz bialek odpowiedzialnych za jego regulacie,
ktorych poziomy ksztaltujg si¢ dos¢ nieoczekiwanie w zaleznosci od modelu badawczego.
Wyniki dotyczgce migracji i inwazyjnosci wzbogacone o poziom biatek uczestniczacych w
przejéciu epitelialno-mezenchymalnym to kolejny aspekt dyskusji do$¢ niejednoznacznych
obserwacji w wykonanych badaniach. Lekooporno$¢, uszkodzenia DNA oraz modyfikacje
epigenetyczne, szczegoblnie bialek histonowych, to kolejne zagadnienia do$¢ szczegdlowo
dyskutowane przez Doktorantke, a czgsto dotyczace odmiennych danych literaturowych.

Podobnie jak w dobrze zaplanowanej cze$ci eksperymentalnej, w dyskusji Autorka
wykazata si¢ duzg systematycznos$cig i kolejno kazdg z obserwacji poréwnywata z danymi
uzyskanymi przez inne zespoly badawcze oraz szukata danych pozwalajacych na wyjasnienie
rozbieznosci, ewentualnie tlumaczacych potencjalny mechanizm zmian obserwowanych w
cksperymencie.

Do najcickawszych efektow przeprowadzonych badan niewatpliwie naleza obserwacje
dotyczgce roznic migdzy komorkami Hela OXCTI+/- i HeLa OXCTI-/-. Doktorantka
podejrzewa, ze zjawisko spowolnionych podzialdéw komérkowych HelLa OXCTI+/-
najprawdopodobniej jest konsekwencjg tzw. ,,off-targetu” polegajacego na wyciszeniu oprécz
OXCT1 jeszcze innego, blizej nieokreslonego genu i rekomenduje ostrozno$é¢ w interpretaciji
wynikow analiz z wykorzystaniem komorek manipulowanych genetycznie. Obserwacjc z
przeprowadzonych analiz proliferacji oraz rozktadu faz cyklu komérkowego komérek Hela
OXCT1 KO sugerujg, iz gen OXCT'T moze by¢ zaangazowany w szlaki sygnatowe kontrolujgce
podziaty komorkowe w raku szyjki macicy a analizy zwigkszonej opornosé komorek Hela
OXCTI1-/- na doksorubicyng i cisplatyng, w polgczeniu ze zwigkszonym potencjatem
migracyjnym i inwazyjnym, moze mie¢ zwigzek z hybrydowym charakterem epitelialno-
mezenchymalnym badanych komorek. Komoérki wykorzystujg rézne szlaki sygnalizacyjne
przystosowujgc si¢ do warunkdw stresowych i zwigkszajac swojg zywotnoéé. To niewatpliwie
ma bardzo istotne znaczenie poznawcze z punktu widzenia nauk podstawowych ale i pod katem
klinicznym, przez pryzmat skutecznosci chemioterapii.

Dysertacja konczy si¢ Podsumowaniem, w ktorym Doktorantka wskazata na kilka
waznych aspektow: bialleliczne wyciszenie genu OXC7!/ w komérkach Hela zwigksza
opornos¢ komorek na klasyczne chemioterapeutyki stosowane w terapii raka szyjki macicy, tj.
doksorubicyng, cisplatyng. Nadekspresja genu OXCT! w komorkach HeLa wplywa na
zwigkszenie wrazliwodci komdrek na dziatanie tych samych zwigzkéw. Fenotyp komérek
HelLa OXCTI-/- i HeLa pIRES OXCTI jest hybrydowy z uwagi na brak jednoznacznego
ukierunkowania wzgledem strony epitelialnej lub mezenchymalnej w badaniach nad EMT.
Brak efektow suplementacji cialami ketonowymi przy rownoczesnych niedoborach glukozy,
sugeruje  upoSledzong zdolnos¢ komodrek nowotworowych do wykorzystywania cial
ketonowych jako gldéwne zrodlo energii.

Puentujgc ten etap recenzji, stwierdzam, Zze postawione cele pracy zostaly w petni
osiggnigte, a wyniki przeprowadzonych badan majg bardzo duze znaczenie poznawcze.



Co do drobnych niedociagnig¢ to musze przyznaé, ze nie ma ich duzo. Rozprawa
napisana poprawnym jezykiem z zachowaniem dobrego stylu, czyta si¢ z przyjemnosci.
Drobne nieliczne bledy stylistyczne sa prawie niezauwazalne i nie wplywaja na warto$é
merytoryczng opracowania,

Niemiej jednak, z obowigzku recenzenta cheiatbym dopytaé: dlaczego nie poréwnano
uzyskanych wynikéw z badan dla linii komdérkowej HelLa z wynikami badan tych samych
parametrow dla komoérek Hela transfekowanych wektorami pIRES. Co prawda, nie jest to
bezposredni zwigzane z postawionymi hipotezami badawczymi, to jednak moja ciekawosc¢
dotyczy potencjalnego wplywu lub jego braku, samej transfekcji komorek na zmiany badanych
parametrow.

Druga uwaga dotyczy wyboru modelu komodrkowego. Mile zaskoczony bytem
wyborem linii komérkowej raka szyjki macicy (HelLa) na podstawie oceny ekspresji genu
OXCT! w wybranych liniach komoérkowych. ,,W analizowanej grupie komoérek znalazty sie
linie nowotworu pluc (komorki A549), okr¢znicy (LLS180, LoVo, HCT116, HT29), szyjki
macicy (HelLa), piersi (MCF7) 1 jelita grubego (Caco-2), a takze unie$miertelniona linia
komorkowa wywodzaca si¢ z embrionalnej komorki nerki czlowieka (HEK293) i
immortalizowane komorki $rédblonka mikronaczyniowego (HMEC-1)”. Zaskoczeniem dla
mnie byfa tak wysoka ekspresja badanego genu w komodrkach Hela, poniewaz
wykorzystywanie zwigzkéw ketonowych w warunkach niedoboréw energetycznych
przypisywane jest przede wszystkim komdrkom ukladu nerwowego, komoérkom nerki i w
niewielkim stopniu komoérkom mig$niowym. Szkoda, ze w tym zestawieniu linii komérkowych
nie znalazly si¢ komorki nowotwordéw ukladu nerwowego.

Analizujgc przedstawione opracowanie stanowigce podstawe do ubiegania si¢ o stopien
doktora, nalezy stwierdzié¢, ze mgr. Marta Biesickicrska opanowata bardzo dobrze warsztat
metodyczny, poczawszy od podstawowych technik laboratoryjnych poprzez techniki
immunochemiczne az po wyrafinowane techniki z zakresu biologii molekularnej. Starannie
wyznaczyla sobie cele badawcze i w pelni je osiggneta. Na uznanie zashiguje obszerno$c,
czasochtonnos¢ oraz widoczna w dysertacji etapowo$¢ zaplanowanych badan. W skifad
calkowitego dorobku naukowego Doktorantki wchodzi wspdlautorstwo 5 artykutow w
indeksowanych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, 2 rozdzialdéw monograficznych
oraz udziat w konferencjach naukowych o zasiggu miedzynarodowym i krajowym, ktérych
efektem jest 8 wystgpien ustnych i 6 doniesien zjazdowych. Nalezy rowniez wspomnie¢, ze
mgr Marta Biesiekierska swoje do$wiadczenie naukowe wzbogacita o badania w ramach
realizacji Doktoranckiego Grantu Badawczego oraz jako wykonawca w projekcie Harmonia
finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki, a ktorego Kierownikiem jest Pani Promotor
Prof. Aneta Balcerczyk.

Podsumowujac, w oparciu o oceng przedstawionej rozprawy doktorskiej oraz dorobku
naukowego stwierdzam, ze mgr Marta Biesiekierska spetnia wymagania okreslone w artykule
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie WyZszym i Nauce (z pdzn. zm.).
Badania, ktérych efektem jest oceniana monografia, stanowig istotny wkiad w rozwoj
dyscypliny nauki biologiczne. Wnosz¢ zatem do Komisji Uniwersytetu Lodzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr
Marty Biesiekierskiej i dopuszczenie do dalszych etapow postgpowania doktorskiego.



Dodatkowo, wnioskuje do Komisji Uniwersytetu f.odzkiego do spraw stopni
naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Marty
Biesickierskiej.

Jako uzasadnienie pragne podkresli¢ bardzo wysoka wartos¢ merytoryczng rozprawy
doktorskiej. Badania przeprowadzone przez Doktorantke wykonane zostaly przy uzyciu
wyrafinowanych technik biologii molekularnej, ktére s3 powszechnie akceptowane przez
naukowcoOw zajmujgcych si¢ ta tematykg. Na uznanie zasluguje wybrany model badawczy
obejmujgcy modyfikacje ekspresji badanego genu zaréwno w kierunku wyciszenia jak i
nadekspresji. Przeprowadzone badania poszerzaja wiedzg w zakresie zardwno zmian
metabolicznych, fenotypowych badanych modeli komérkowych jak i1 wplywu badanego
genu/biatka na cykl komérkowy, proliferacje, inwazyjnoé¢ i migracje. Uzyskane wyniki
dotyczgce przestawienia niemodyfikowanych komdrek Hela na wykorzystywanie ciat
ketonowych jako zrodta energii w warunkach obnizonego dost¢gpu glukozy. pomimo
ncgatywnej konkluzji. nie zamykaja tematu i poddajg pod dyskusje stosowanie diety ketogennej
jako uzupelnienie leczenia onkologicznego.
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