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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Biesiekierskiej
na temat ,,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 Nowotworéw 1 Epigenetyki Instytutu Biofizyki

Uniwersytetu L.ddzkiego pod kierunkiem dr hab. Anety Balcerczyk, prof. UL.

Podstawe prawng wykonanej recenzji stanowi Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz.U. z 2020 r. poz. 85 z pdézn. zm.) oraz
decyzja Komisji Uniwersytetu L.odzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki

biologiczne z dnia 27 czerwea 2023 r.

Ocena ukladu rozprawy

Przedstawiona do recenzji dysertacja zostata przygotowana w sposéb klasyczny dla
doktorskich prac eksperymentalnych i zawiera 13 rozdziatow. Praca sktada si¢ ze 112 stron
tekstu wzbogaconego o 33 ryciny i 8 tabel. Po spisie tresci pojawia si¢ informacja dotyczaca
zrodet finansowania badan, wykaz skrotow zawierajgcy polskie 1 angielskie odpowiedniki,
wstep 1 cele pracy, w ktorych ktorym mgr inz. Marta Biesiekierska przedstawia powody
podjetej tematyki oraz etapy majace doprowadzi¢ do osiagnigcia zalozonego celu.
W kolejnych rozdziatach przedstawiono sposéb przygotowania modeli badawczych, materiat
biologiczny wykorzystany w badaniach oraz metody badawcze zastosowane w pracy. Po
rozdziale opisujgcym uzyskane przez Doktorantke wyniki znajduje si¢ ich dyskusja,
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podsumowanie wynikéw i wnioskow oraz uwagi podsumowujgce. Do pracy dotgczono
polskie 1 angielskie streszczenie, a takze dorobek naukowy Doktorantki (publikacje
naukowe, rozdziaty w monografiach, doniesienia konferencyjne, plakaty).

Praca doktorska dotyczy powigzania wplywu diety ketogenicznej i generowanych
cial ketonowych w terapii nowotworow, w szczegolnosci raka szyjki macicy. Temat ten jest
niezwykle ciekawy i aktualny, gdyz zgodnie z danymi WHO choroby nowotworowe nalezg
do najistotniejszych problemow zdrowotnych XXI wieku. Mimo postgpujacego rozwoju
technik farmakologicznych, to dotychczas nie poznano skutecznej terapii tego typu
schorzen. Natomiast coraz wigcej danych wskazuje na potencjalne dziatanie prewencyjne i
wspomagajace leczenie przez skladniki diety. Aktywno$¢ prozdrowotng przypisuje sie nie
tylko fitozwigzkom, ale takze makroskladnikom, ktore istotnie mogg regulowaé stan
metaboliczny organizmu. Dieta ketogeniczna, ktéra jest dietg bardzo nisko-
weglowodanowa, natomiast wysokothuszczowa, okazata si¢ mieé dzialanie terapeutyczne w
leczeniu padaczki, ale takze chordb o podtozu metabolicznym, jak cukrzyca i otylo$¢. Diecie
tej towarzyszy wytwarzanie ciat ketonowych, ktore sg wykorzystywane jako zrodlo energii,
ale mogg one takze pemic role czasteczek sygnalowych. Ze wzgledu na efekt Warburga,
zablokowanie glikolizy oraz fermentacji mleczanowej w komorkach nowotworowych
wydaje si¢ mie¢ znaczenie antynowotworowe. We wstepie teoretycznym pracy doktorskiej
Autorka przedstawita stan wiedzy w zakresie wplywu indukowanej ketozy na rozwdj raka
szyjki macicy, w tym na mikrobiom, jej udzial w leczeniu nowotworéw oraz na epigenom.

Sposob wprowadzenia mnie, jako czytelnika, do przedstawionej pracy oceniam
bardzo wysoko. Autorka przedstawita zagadnienia metabolizmu komérkowego zwigzanego
z procesem nowotworzenia, ktory jest tematem skomplikowanym, w sposob niezwykle
ptynny 1 pozbawiony natloku zbednych informacji moggcych utrudnia¢ zrozumienie
poruszonej tematyki. Chociaz w pracy uftrzymana zostala konwencja dotyczgca
nomenklatury genow, to jednak w tresci czasami przemyka si¢ uzycie terminu ,,mikroflora”,
zamiast ,,mikrobiota”. Autorka wykazata si¢ w pracy bardzo dobrg znajomoscig poruszanej
tematyki powolujge si¢ na 200 pozycji literaturowych. W wigkszosci sg to oryginalne prace
anglojezyczne, opublikowane w ciggu ostatnich 5 lat. Dobdr pismiennictwa przez
Doktorantke nie budzi najmniejszych zastrzezen,

Uktad przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej oceniam bardzo wysoko
z uwagi na jej bardzo przejrzysty charakter, wysokie walory estetyczne, a takze zrozumiaty i

pigkny jezyk narracyjny.
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Wskazanie oraz ocena celu pracy Kandydatki

Celem rozprawy Pani mgr inz. Marty Biesiekierskiej bylo sprawdzenie roli genu
OXCT! kodujacego transferaze bursztynylo-CoA:3-ketokwas-CoA (SCOT) oraz biatka
SCOT w regulacji potencjalu metastatycznego (EMT) komorek raka szyjki macicy w
warunkach invitro z wykorzystaniem modelowej ludzkiej linii komoérek HelLa. W
szczegoOlnosei Doktorantka zbadata wplyw wybranych ciat ketonowych (B-hydroksymaslanu
i acetooctanu) na aktywnos$¢ biologiczng komorek HelLa, w tym komoérek z wyciszong
monoallelicznie 1 biallelicznie ekspresja genu OXCTI, a takze z jego nadekspresjg.
Dodatkowo, podjeto probe okre§lenia wplywu ww. cial ketonowych na wybrane
modyfikacje potranslacyjne w komorkach HeLa.

W mojej ocenie cel pracy Doktorantki byt bardzo ambitny, a jego osiagniecie
przedstawione w pracy stanowi niezwykle cenng warto$¢ poznawcza nie tylko w obszarze
nauki, gdzie jest podstawg do zasadnosci kontynuacji prowadzenia badan w zakresie
regulacji metabolizmu komorek nowotworowych w oparciu o skladniki diety, ale przede

wszystkim w generowaniu zwyczajow dieto-terapeutycznych.

Wskazanie oraz ocena zastosowanych metod badawczych

Aby zrealizowaé postawiony sobie cel Doktorantka wykorzystala nowoczesne
i adekwatne narzedzia badawcze, do ktorych zaliczy¢ mozna migdzy innymi generowanie
modeli komorek Hel.a z wyciszong monoallelicznie 1 biallelicznie (o nazwie odpowiednio
HeLa OXCTI1"" i HeLa OXCT17) ekspresjg genu OXCTI metodg CRISPR/Cas9, co nie jest
prostg czynno$cig i wymaga bardzo duzego nakladu pracy. Réwnoczesnie prowadzono
analogiczne badania na modelu z nadekspresjg genu OXCT/ uzyskana na drodze transfekeji
wektorem ekspresyjnym (model HelLa pIRES OXCTI). Dzialania te pozwolity na
weryfikacje wplywu cial ketonowych na metabolizm komdrek Hela i ich potencjat do
przejscia epitelialno-mezenchymalnego wykorzystujac analizy morfologiczne (np. analizy
mikroskopowe) 1 funkcjonalne (np. migracja, inwazja, test kometowy), pomiar ekspresji
gendow kodujacych wybrane targety molekularne na poziomie mRNA (qRT-PCR) oraz
biatka (WB, immunohistochemia), a takze analiza modyfikacji potranslacyjnych (WB,
immunohistochemia). Podczas eksperymentéw z uzyskanymi modelowymi wariantami
komérek Hel.a réwnolegle analizowano aktywno$¢ komoérek kontrolnych (odpowiednio
niemodyfikowanych (HelLa WT), a takze transfekowanych pustym wektorem (Hela
pIRES)). Niemniej jednak procedura uzyskanych modeli opisana zostala w sposéb dos¢
ogblny, co wzbudzilo mdj niedosyt, gdyz bez dodatkowych wyjasnien niemozliwym jest
odtworzenie zadnego z wyzej przylaczanych eksperymentéw. Podobnie, dokladniejszego
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wyjasnienia wymaga zastosowana przez Doktorantke metoda wiszgcej kropli (gdzie wg
informacji komarki naniesione na wieczko szalki w postaci kropli i hodowano przez 7 dni),
a takze analiza potencjalu migracyjnego i inwazyjnego (w zakresie fotografowania komorek
znajdujacych si¢ na dolnej powierzchni membrany czy tez na dnie doltka ptytki).
W przypadku prowadzonej analizy qRT-PCR ulatwieniem $ledzenia przedstawionych
wynikow dla niewprawionego czytelnika byloby uzupetnienic Tabeli 5 o stowna nazweg
biatek kodowanych przez geny, dla ktérych analizy poziomu ekspresji podano sckwencje
starterowe (w tym wskazanie zrodla dla sekwencje starterow — opracowanie wilasne czy
zaczerpnigte z publikacji). Wyjadnienia wymaga takze metodologiczny sposdb analizy
wynikow shuzacy do przedstawienie poziomu ekspresji genu OXCT! eksprymowanego
w roznych liniach komorkowych (Rycina 12), w tym wskazania proby odniesienia.

W przypadku badan komérkowych Autorka nie zawsze konsekwentnie odnosita sie
do ggstosci komoérek wymaganych do przeprowadzenia analiz. Natomiast moja ostatnia
uwaga tyczy si¢ analizy aktywno$ci komorek z wykorzystaniem resazuryny oraz MTT.
Obydwa testy bazuja na okresleniu aktywnosci metabolicznej komdrek na podstawie
pomiaru ilosciowego produktu powstatego na drodze enzymatycznej, natomiast Doktorantka
ocenia z ich wykorzystaniem proces proliferacji komorek. Proces proliferacji komorek
mozna okresli¢ raczej poprzez pomiar tempa syntezy DNA, np. z wykorzystaniem znacznika
BrdU lub testu CyQuant. Prositabym takze o odniesienie si¢ Doktorantki w tym wzgledzie
do zastosowania w pracy H2O: oraz tert+-BOOH jako cytostatykow.

Pragn¢ jednak zaznaczy¢, ze przedstawione powyzej uwagi nie stanowig w zadnym
razie krytyki zastosowanych metod badawczych, a s3 raczej uwagami recenzenta,
Reasumujac, oceniam wybor 1 zastosowanie metod badawczych, ktdre sg nowoczesne, ale
nietatwe do wykonania, jako prawidlowe i adekwatne dla osiggniecia zalozonych celow

badawczych.

Ocena czesci rozprawy doktorskiej dotyczgcej oméwienia wynikow badan

Rozdzial Wyniki jest przygotowany przejrzyscie, z dobrze dobranymi wykresami,
tabelami oraz zdjgciami mikroskopowymi ilustrujagcymi otrzymane wyniki. Wyniki nie
pozostawiaja watpliwosci, ktére z okreslonych rdznic sg istotne statystycznie. Nieczesty
brak bezposredniego opisu rycin (np. Rycina 25, 26) wynagradza jednak doktadne
przesledzenie tekstu odnoszacego si¢ do przedstawionych wynikdw.

Doktorantka wykazala, Zze stopien poziomu ekspresji genu OXCT/ w komorkach
Hela (wyciszenie mono- [ub bialleliczne, czy tez nadekspresja) istotnie wptywa na podzialy

komorkowe, zdolnoé¢ do tworzenia sfer w hodowli 3D, procesy naprawcze DNA, a takze
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wrazliwos$¢ na dziatanie wybranych cytostatykow stosowanych w terapii raka szyjki macicy
(doksorubicyny i cisplatyny). Wiele z uzyskanych wynikéw nie jest jednoznacznych, co
wskazuje na zlozony charakter aktywnodci biatka SCOT. Jednakze w przypadku komorek z
biallelicznym wyciszeniem genu OXCT'! zaobserwowano zwickszenie ich potencjatu do
migracji 1 inwazji, wi¢kszg oporno$¢ na dziatanie doksorubicyny 1 cisplatyny, a takze
zwigkszenie ekspresji czynnika SNAIL na poziomic mRNA i biatka, ktoéry to zostal
zidentyfikowany jako jeden 2z kluczowych regulatorow przejscia epitelialno-
mezenchymalnego. Komérki HelLa OXCT17" cechowat takze spadek ekspresji genow i
bialek zaangazowanych w metabolizm cial ketonowych, np. dehydrogenazy f-
hydroksymaslanowej.

Doktorantka przeanalizowala takze wplyw genu OXC7!/ na modyfikacje
potranslacyjne biatek histonowych zwigzanych 2z aktywacjg 1 wyciszeniem procesu
transkrypcji. Brak wplywu wyciszenia OXCT/ na poziom acetylacji i B-hydroksybutyrylacji
histonow zaskoczyt Doktorantke, ktéra podjeta si¢ w tym zakresie dyskusji, co potwierdza
jej dojrzato$é w analizie uzyskanych wynikow.

Zakonczeniem pracy eksperymentalnej Doktorantki, ktora to praca musiata zostaé w
pewnym momencie zakonczona 1 odzwierciedlona w recenzowanej dysertacji, jest
przeprowadzenie wstgpnych analiz wplywu cial ketonowych (B-hydroksymadlanu 1
acetooctanu) w stezeniu odpowiadajacym ketozie na przezywalnos¢ komorek HelLa.
Okazalo sie, ze ciata ketonowe stymuluja przezywalno$¢ komaérek hodowanych w medium
symulujacym hiperglikemi¢, natomiast zredukowanic st¢zenia glukozy zmniejszalo
przezywalno$¢ komorek, szczegdlnie inkubowanych w obecnosci p-hydroksymaslanu.
Uzyskany wynik moze miec przyszte znaczenie aplikacyjne.

Reasumujac, czes¢ Wyniki stanowi bardzo interesujgcy element pracy doktorskiej
Pani Marty Biesiekierskiej. Chciatabym podkreslié, ze umiejetne zaplanowanie przez nig
badan, sformutowanie tez pracy 1 konsekwentne ich realizowanie dostarczyly szeregu
oryginalnych wynikow istotnych pod wzgledem poznawczym, a co wigeej, majacym
przestanki w kierunku wykorzystania genu OXCT! jako narz¢dzia do poszukiwania i
rozwoju substancji bedacych terapeutykami nowotworu raka szyjki macicy. Oczywiscie,
przedstawione badania zostaty wykonane w warunkach in vifro na linii komoérkowej, skad
jeszcze daleka droga do analiz in vivo, jednakze proba przedstawienia wplywu cial
ketonowych na metabolizm i funkcjonalnos¢ komoérek z nadekspresjg oraz wyciszeniem
genu kodujgcego biatko SCOT, pozwolita na zidentyfikowanie zaangazowania genu OXCT/
w kontrolowaniu podziatow komérek raka szyjki macicy sprzyjajacych promowaniu
rozwoju guza. Pani Marta Biesiekierska w sposob wyczerpujgcy omdwita uzyskane wyniki i
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odniosta si¢ do danych tematycznych dostgpnych w literaturze wskazujgc na dalsze
potencjalne prace badawcze, ktore moglyby uzupelni¢ uzyskane wyniki. Przy wycigganiu
wnioskow wykazala si¢ takze ostroznoscig odpowiedzialnej badaczki, ktora zdaje sobie
sprawg, ze jej praca dotyczyta ograniczonego fragmentu wickszej i skomplikowanej catosci,
1 wymaga dalszego poglgbienia tego fascynujgcego zagadnienia, a wige oceny wpltywu diety
ketogenicznej na proces nowotworzenia. Biorge pod uwage, iz jednym z badanych cial
ketonowych byt B-hydroksymaslan, chciatabym prosi¢ o Doktorantke o podjecie proby
bardziej dogltebnego wyjasnienia dziatania tego zwigzku, ktéry wydaje si¢ mieé dziatanie

antynowotworowe.

Podsumowujac, po zapoznaniu si¢ z dysertacjg doktorskg Pani Marty Biesiekierskie;
stwierdzam, ze Doktorantka bardzo trafnie wybrata tematyke badan, jasno sformutowatla
cele pracy, dobrze zaplanowata i wykonala do$wiadczenia, wykazala si¢ umiejetnoscia
interpretacji 1 dyskusji oraz wyciagania wilasciwych wnioskéw, a takze umiejetnie
sformutowata podsumowanie pracy. Przedlozona do recenzji praca doktorska jest wiec
kompleksowym opracowaniem stanowigcym warto$ciowy przyczynek do istniejgcego stanu
wiedzy, zawiera wiele nowatorskich elementéw i spetnia wymagania Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, a w szczegolnosci art. 187 wymienionej
Ustawy, 1 w zwigzku z tym popieram wniosek o nadanie stopnia naukowego doktora

mgr inz. Marcie Biesiekierskie;.

Jednoczesnie majac na uwadze niezwykle wysoki poziom merytoryczny rozprawy,
kompleksowos$¢ i wysoka jakos$¢ przeprowadzonych badan, a takze dotychczasowy dorobek
naukowy Doktorantki bgdacej mtodym badaczem (jest wspolautorka sumarycznie pieciu
prac opublikowanych w renomowanych czasopismach o zasi¢ggu §wiatowym, wspotautorka
dwoch  rozdzialow ~w  monografiach, oraz  wspotautorkg licznych  doniesien
konferencyjnych), wnioskuje by wyrézni¢ recenzowana prace doktorskg z uwagi na jej
wysokg warto$¢ naukowa i praktyczng oraz znaczacy wkiad w poszerzenie i weryfikacje
dotychczasowej wiedzy naukowej. Chciatabym takze pogratulowaé Promotorowi pracy,
drhab. Anecie Balcerczyk, prof. UL, wkiadu w rozwdj nauki, jak réwniez mtodej kadry

naukowej i Zyczy¢ dalszych sukcesow na tym polu.
Jigomite  WnTHye
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