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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Marty Biesiekierskiej,
pt: ,,Analiza mozliwos$ci wykorzystania cial ketonowych i transferazy bursztynylo-
CoA:3-ketokwas-CoA jako potencjalnych narzedzi w terapii raka szyjki macicy
w warunkach in vitro”
»Analysis of the possibility of using ketone bodies and transferase succinyl-CoA:3-
ketoacid-CoA as potential tools in the treatment of cervical cancer in vitro”

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze Biologii
Nowotworow i Epigenetyki Instytutu Biofizyki Uniwersytetu Lodzkiego pod kierunkiem
dr hab. Anety Balcerczyk, prof. UL

Zasadnos¢ podjecia tematu oraz ocena formalna pracy

Tradycja stosowania w leczeniu rdéznych schorzen diet terapeutycznych lub diet
leczniczych jest znana i stosowana wspomagajaco od dziesigcioleci. Z przyczyn zdrowotnych
modyfikowana jest podaz sktadnikéw energetycznych i substancji odzywezych w taki sposéb
aby osiggna¢ okreslone dzialanie terapeutyczne w czasie stosowania danego schematu
zywieniowego. Diety tego rodzaju sg cz¢sto nieodpowiednio zbilansowane w stosunku do
potrzeb zywieniowych zdrowego czlowieka i sg dla niego szkodliwe, ale ich okresowe
stosowanie zdecydowanie ma uzasadnienie terapeutyczne i znajduje potwierdzenie
w wynikach wielu badan naukowych. Od lat znane jest zastosowanie dietoterapii w leczeniu
chordb, ktérych pierwotng przyczyna jest niewlasciwa lub Zle zbilansowana dieta np.: dieta
ubogoenergetyczna w leczeniu otylosci, niskoniskosodowa w nadci$nieniu tetniczym, czy
niskottuszczowa w chorobie serca. W tym przypadku, mechanizmy biochemiczne zwigzane
ze stosowaniem diety sg znane i dobrze opisane.
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W ostatnich latach, pojawiaja si¢ badania o zupelnie nowym podejsciu do stosowania
modyfikowanych  programéw  zywieniowych, ktére prowadza do  wystapienia
tzw.: ,przeprogramowania metabolicznego organizmu” — procesu, ktéry moze odgrywaé
wazng rolg¢ w kontekscie leczenia nowotwordw. Istnieje teoria, ze dieta ketogeniczna moze
by¢ korzystna, poniewaz nowotwory komoérek rakowych wykorzystujg glukoze jako glowne
zrodlo energii. W ketozie stgzenie glukozy we krwi jest niskie, co moze ograniczaé
dostgpnosé glukozy dla komérek nowotworowych. Jednakze, badania nad wplywem diety
ketogenicznej na leczenie nowotworéw sg weigz w fazie intensywnych badan, a ich wyniki
nie sg jednoznaczne. Dlatego uwazam, ze Doktorantka dobrze wpisata si¢ swoimi badaniami
w aktualne trendy poszukiwan naukowych a wyniki Jej pracy mogg przyczyni¢ sig¢ do
poszerzenia wiedzy na temat biochemicznych i molekularnych podstaw stosowania
dietoterapii, oparte] na wywolaniu ketozy, w leczeniu choréb nowotworowych, ze
szczegdlnym uwzglednieniem terapii raka szyjki macicy.

Praca doktorska ma posta¢ klasycznej, ksigzkowej dysertacji. Zostata przedstawiona
na 109 stronach typowego maszynopisu podzielonego na rozdzialy z licznymi
podrozdzialami. W niespetna 25 stronicowym wstgpie Doktorantka przedstawita podstawowe
informacje dotyczace makroskladnikow niezbednych do prawidiowego funkcjonowania
organizmu ludzkiego oraz produkcji energii, biochemig i fizjologie komérek nowotworowych
oraz aktualny stan wiedzy dotyczacy raka szyjki macicy. W dalszej czgsci wstepu znajduje sie
ciekawy przeglad literaturowy dotyczacy roli cial ketonowych i diety ketogenicznej
w progresji i leczeniu nowotwordow.

Kolejny rozdzial zawiera cel pracy, z wyszczegélnionymi trzema celami
szczegblowymi. Autorka nie stawia klasycznych hipotez badawczych, a zaplanowane
dziatania majg raczej charakter ogélny, ktérych zadaniem jest ocena potencjalnej roli
wybranych mechanizméw w regulacji potencjalu metastatycznego komérek raka szyijki
macicy. Jednak sam cel zostal jasno sformulowany a lektura calosci rozprawy tylko
potwierdza konsekwentng realizacj¢ tego planu dziatania zardwno w czedci doswiadczalnej,
jak 1 dyskusji.

W trzecim rozdziale znajduje si¢ opis przygotowywania modeli badawczych, tj.:
komoérek HeLa z (1) wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresja genu OXCTI i (2)
nadekspresja genu OXCT1 oraz (3) komoérek Hel.a hodowanych w zmiennych warunkach
glikemicznych. Ten rozdziat jest nieco nietypowy, bo nie do korica wiadomo czy to juz czesé
do$wiadczalna pracy, wykonywana przez Doktorantkg, czy tylko teoretyczny opis
przygotowania stosowanych w pracy modeli in vitro. Szczegélnie, ze sama Autorka pisze, ze
"Komorki HelLa z wyciszonqg monoallelicznie i biallelicznie ekspresjq genu OXCTI
i nadekspresjq genu OXCTI zostaly przygotowane przez mgr. Macieja Studziana (Katedra
Biologii Nowotwordw i Epigenetyki, UL), a prezentowane wyniki sq czescig manuskryptu 2
przygotowywanego do publikacji” — warto by bylo doprecyzowaé jaki jest indywidualny
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wkiad Doktorantki, w opracowanie modeli (czy uczestniczyla w ich tworzeniu) czy tylko
zastosowala opracowany warsztat badawczy. Sam opis zastosowanych modeli jest
sporzgdzony w sposéb poprawny, zrozumialy i uwzglednia weryfikacje poprawnosci
opracowanej metody.

Czgs¢ doswiadczalna, zaréwno rozdziat ,Material biologiczny wykorzystywany
w badaniach” jak i ,Metody badawcze zastosowane w pracy” zostaly opisane szczegblowo
i precyzyjnie, w sposob umozliwiajacy odtworzenie poszczegdlnych eksperymentdw, co jest
duza wartoscia dodang tej rozprawy. Sugerowalabym jednak uzywanie aktualnie
obowigzujacych jednostek migdzynarodowego uktady SI czyli mmol/L zamiast mM.

Doktorantka do realizacji postawionego celu badawczego zastosowata bardzo szeroki
wachlarz technik badawczych z zakresu badan biologicznych, biochemicznych, biologii
molekularnej, genetyki i immunochemii. Niewatpliwie, wymagato to od Doktorantki duzego
naktadu pracy i zaangazowania, zar6wno w opanowanie warsztatu badawczego, jak i samego
czasu na przeprowadzenie wszystkich niezbgdnych analiz. W tym miejscu prositabym
o doprecyzowanie przez Doktorantke zapisu z ostatniego podrozdziatu (5.13) tej czesci tj.
Statystyka dotyczacej przyjetej metodologii wykonywania pomiarow, czyli ,,Eksperymenty
byly przeprowadzane w co najmniej trzech niezaleznych powtdrzeniach” — czy to oznacza ze
badania byly prowadzone w niezaleznych trzech eksperymentach a pomiary dla danego
eksperymentu byty prowadzone w duplikatach lub triplikatach? Czy tez Autorka przyjeta inng
strategic badawcza.

Na kolejnych 42. stronach rozprawy Doktorantka przedstawila otrzymane wyniki
badan wraz ich omoéwieniem, obszerng dyskusj¢ oraz podsumowanie wynikéw i wnioski.
Rozdziat 9. zatytutowany ,,Uwagi podsumowujace”, jest kolejny nietypowym dla rozpraw
doktorskich elementem, aczkolwiek bardzo ciekawym i $wiadczgcym o pewnej dojrzatosci
naukowej Autorki. Rozdzial zawiera krytyczng ocen¢ otrzymanych wynikéw badan, ktdre
zostaly zauwazone i staly si¢ przedmiotem rozwazan, a w przysztosci mogg byé punktem wyjscia
dla nowych eksperymentéw. Opis wynikow badan zostal wzbogacony o liczne kolorowe ryciny,
wykresy i zdjgcia, co znaczaco podnosi walory estetyczne pracy. Niestety w wersji papierowej sa one
dos¢ mate, przez co sg problemy z ich odczytaniem i interpretacja ale w wersji elektronicznej (PDF)
mozna w peini doceni¢ ich wartosc.

Praca zawiera takze wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis
literatury, oceng¢ bibliometryczng aktywnosci naukowej Doktorantki wraz ze spisem
publikacji, rozdzialdéw w monografiach oraz doniesien konferencyjnych i plakatowych.

Autorka zamiescita takze informacje o zrédlach finansowania przeprowadzonych
badan (dwoch grantach), w jednym z nich mgr inz. Marta Biesiekierska jest kierownikiem
(Doktorancki Grant Badawczy 2/DGB/IDUB/2022 (2022-2023) — ,,Analiza metabolizmu ciat
ketonowych w komérkach raka szyjki macicy (HeLa) z poziomu transferazy bursztynylo-
CoA:3-ketokwas-CoA (SCOT/OXCT1). Edycja genu OXCT1 z wykorzystaniem techniki 3
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CRISPR/Cas9 i wynikajgce z tego konsekwencje dla potencjatu proliferacyjnego komérek
HelLa KO”)

Pismiennictwo skiada si¢ z 200 pozycji literaturowych, przede wszystkim publikacji
naukowych z renomowanych czasopism, opublikowanych w ostatnich latach, prawidlowo
dobranych do poruszanej tematyki. Spis literatury zostal sporzadzony w kolejnosci
alfabetycznej, jest prawidlowo i jednolicie sformatowany.

Praca napisana jest tadng, poprawng polszczyzna, zgodnie z wymogami stawianymi
rozprawom naukowym. Autorka w prawidlowy sposéb odnosi si¢ do wykorzystanych zrodet
literaturowych. Praca jest bardzo ciekawa i starannie wykonana zaréwno pod wzglgdem
merytorycznym, jak i edytorskim i graficznym. Nieliczne bledy edytorskie, przejezyczenia
czy uzycie skr6téw myslowych lub ,,zargonu laboratoryjnego” (np.: ,.glodzenie surowica”,
~Wykonywanie testu paskowego”) nie wplywa na warto$¢ merytoryczng pracy.

Ocena merytoryczna recenzowanej rozprawy doktorskiej

Doktorantka we wstgpie pracy postawita dosé kontrowersyjne pytanie, a mianowicie:
czy leczenie raka dietg jest mozliwe? Zgodnie z obecnym stanem wiedzy i medycyng oparta
na faktach leczenie raka dieta nie moze by¢ samodzielng lub glowng metodg leczenia
nowotworow. Jak sama Autorka opisala, rak to skomplikowana choroba, o ztozonej biochemii
i fizjologii (a moze bardziej adekwatne byloby uzycie terminu patofizjologii?), ktéra wymaga
specjalistycznego podejscia do leczenia, takiego jak chemioterapia, radioterapia, chirurgia,
immunoterapia lub terapie biologiczne ukierunkowane na konkretny rodzaj raka,
z uwzglednieniem  podloza  genetycznego  nowotworéw i stosowania  terapii
spersonalizowane;.

Wstep dobrze opisuje, w oparciu o wiarygodne zrodla literaturowe, podstawy
biochemiczne i genetyczne potencjalnego mechanizmu dzialania antynowotworowego ketozy.
Wiadomo, ze metabolizm komérek nowotworowych charakteryzuje si¢ wzmozonym wychwytem
i wykorzystaniem glukozy w celu promowania ich proliferacji. W odréznieniu od komérek
prawidiowych, opierajgcych sig¢ na mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej, komorki nowotworowe
do generowania energii wykorzystuja glownie przeksztalcenie pirogronianu, przy udziale
cytoplazmatycznej dehydrogenazy mleczanowej, do mleczanu. Zjawisko to, nazywane jest efektem
Warburga. Tu chciatabym wejs¢ w pewna polemike z Panig Magister, a mianowicie w pracy
stosowane sg terminy ,,glikoliza tlenowa” i ,,glikoliza beztlenowa”. Moim zdaniem, termin
"glikoliza tlenowa" jest mylacy, stanowi pewna kalke przyjeta z jezyka angielskiego i raczej
nie powinien by¢ uzywany w opracowaniach naukowych z zakresu biochemii. Glikoliza, to
cigg reakcji biochemicznych, podczas ktorych jedna czgsteczka glukozy zostaje
przeksztatcona w dwie czasteczki pirogronianu a w tym szlaku reakcji na zadnym etapie nie
jest wykorzystywany tlen. Produkt glikolizy, czyli pirogronian staje sig substratem dla innych 4
szlakéw biochemicznych i1 dopiero na tym etapie jest istotne czy mamy do czynienia
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z warunkami tlenowymi czy beztlenowymi. W rzeczywistosci, proces glikolizy to chemicznie
ten sam proces niezaleznie od tego, czy zachodzi w obecnosci tlenu (aerobowo) czy bez niego
(beztlenowo).

O dobrym przygotowaniu planu badawczego, $wiadczy fakt, ze wybdr linii
komorkowej do prowadzenia analiz, nie byl przypadkowy, aprace do$wiadezalng
Doktorantka rozpoczgta od wybrania odpowiedniej nowotworowej linii komorkowej, ktéra
charakteryzowata si¢ wysoka ekspresja genu OXCT1. W tym celu analizie zostalo poddanych
10 wybranych linii komérkowych, zréznicowanych pod wzgledem pochodzenia tkankowego,
jak i potencjalu nowotworowego, tj. agresywnosci, zdolnosci do przerzutowania. Wyniki
uzyskane za pomocg techniki RT-qPCR jednoznacznie wykazaly, ze komorki raka szyjki
macicy HeLa wyrdzniajg si¢ najwyzsza ekspresja genu OXCT1 i to wihasnie ten model
komorkowy zostat zastosowany w dalszych etapach badan charakteryzujacych wplyw
wyciszenia/nadekspresji OXCTI na regulacje metabolizmu, atakze potencjatu
nowotworowego tych komoérek. Autorka sugeruje takze, ze bialleliczne wyciszenie genu
OXCTl w komorkach Hela zdaje si¢ zwigksza¢ opornos¢ komérek na klasyczne
chemioterapeutyki stosowane w terapii raka szyjki macicy (doksorubicyne, cisplatyne).
Natomiast nadekspresja genu OXCT1 w komoérkach HeLa dziata odwrotnie i powoduje
zwigkszenie wrazliwosci komoérek na dziatanie tych lekow przeciwnowotworowych. Komorki
raka szyjki macicy HeLa z wyciszong monoallelicznie i biallelicznie ekspresja genu OXCT1
oraz nadekspresjg genu OXCT1 wykorzystano takze do oceny wplywu podwyzszonego
stgzenia cial ketonowych (B-hydroksymaslanu i acetooctanu ) na proliferacje komorek
nowotworowych oraz oceniono wptyw zmiennych warunkéw glikemicznych z dodatkiem ciat
ketonowych na proliferacje niemodyfikowanych komérek HeLa. Préba przestawienia
niemodyfikowanych komérek HeLa na wykorzystywanie cial ketonowych jako Zrédta energii
w warunkach obnizonego dostgpu glukozy lub catkowitej deprywacji glukozy nie zakonczyta
si¢ powodzeniem, cho¢ odnotowana zostala zdolno$¢ wysokich stezen acetooctanu do
krétkoterminowej stymulacji proliferacji komorek HeLa. Jednak w interpretacji tej czesci
badan nalezy uwzgledni¢ fakt, ze w warunkach hodowli in vitro nie jesteSmy w stanie
uwzgledni¢  wszystkich fizjologicznych aspektow ketozy (regulacja produkcji ciat
ketonowych w watrobie, wplyw hormondéw) mogacych mie¢ wplyw na wystapienie
»przestawienia metabolicznego™.

Dyskusja i wnioski stanowig przede wszystkim ostrozna probe kompleksowej oceny
i omowienia otrzymanych wynikéw badan. Szeroki wachlarz zastosowanych technik
badawczych pozwolil otrzymaé liczne wyniki, ktére czasami bylo trudno jednoznacznie
oceni¢, jednak Doktorantka dobrze poradzita sobie w takich przypadkach z ich interpretacija.

Doktorantka wykazata, ze Gen OXCT1 moze stanowi¢ potencjalne narzedzie do
rozwoju nowych metod terapeutycznych majgcych zastosowanie w leczeniu raka szyjki
macicy. Z badan wynika, ze nadekspresja genu OXCT1 wplywa stymulujgco na proliferacje, 5
a takze zdolnosci migracyjne i inwazyjne komorek HeLa, co sugeruje, ze gen ten moze byé
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zaangazowany w szlaki sygnalowe kontrolujace podzialy komdrkowe i/lub moze dziata¢ jako
metaboliczny promotor guza. Z kolei nadekspresja genu OXCT1 zmienila ekspresje gendw
i kodowanych przez nie bialek, ktore sg zaangazowane w przejscie epitelialno-
mezenchymalne. Zastosowanie zaréwno obnizonej zawarto$¢ jak i catkowita deprywacja
glukozy w hodowli komorek HelLa hamuje ich proliferacj¢. Nie zmienia tego faktu
suplementacja ciatami ketonowymi, co raczej sugeruje uposledzona zdolno$¢ komoérek
nowotworowych do wykorzystywania ciat ketonowych jako glownego zrodta energii.

Podsumowanie i wniosek koncowy

Reasumujac, uwazam, ze recenzowana rozprawa doktorska zrealizowana i napisana
przez mgr inz. Martg Biesiekierskiej, pt: ,,Analiza mozliwosci wykorzystania ciat ketonowych
i transferazy bursztynylo-CoA:3-ketokwas-CoA jako potencjalnych narzedzi w terapii raka
szyjki macicy w warunkach in vitro” spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim
okreslone w artykule 187.1, punkt 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce. Zgodnie z zapisem przywotanego aktu prawnego oceniana
dysertacja stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz prezentuje ogdlng
wiedz¢ Kandydatki oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
W zwigzku z tym wnosz¢ do wysokiej Komisji ds. Stopni Naukowych w dziedzinie nauk
scistych 1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne Uniwersytetu ILodzkiego
o dopuszczenie mgr inz. Marty Biesiekierskiej do dalszych etapéw postepowania
doktorskiego.
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