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Recenzowana praca doktorska porusza bardzo aktualng 1 wazng tematyke zwiazana
z metabolizmem energetycznym komorek nowotworowych i podejmowanymi probami
poszukiwania przeciwnowotworowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych wilasnie na
ten proces. W tym przypadku, podjeto badania nad wplywem alfa-ketoglutaranu (AKG) na
komorki kostniakomiesaka, zaktadajac iz w komorkach takich wystepuje obnizona ekspresja
dehydrogenaz izocytrynianowych (IDH), lub wystepuja one w formie zmutowane;.

Praca ma ukiad typowy dla prac eksperymentalnych, zwiera kompletny wykaz
skrotow, tabel, rycin 1 wykresow oraz wszystkie niezbedne rozdziaty. Wykaz piémiennictwa
jest odpowiednio dobrany, zwiera zarOwno najnowsze pozycje, jak 1 prace starsze, jednak
niezbedne dla prawidlowego zaprezentowania zarysu dotychczasowe] wiedzy w poruszanym
temacie.

We wstepie, Autorka w sposob syntetyczny, lecz jednoczesnie wyczerpujacy
wprowadza do zagadnien bedacych przedmiotem jej rozprawy doktorskiej. Jest to bardzo dobre
wprowadzenie, przedstawiajgce zarowno dane dotyczace samego kostniakomigsaka, jak 1 AKG
wraz z jego rolg biologiczng, w tym dotad poznang w zakresie chorob nowotworowych. Jedyne
drobne zastrzezenia do tego rozdzialu dotycza niezrecznosci w uzyciu niektorych sformutowan,
jak np. na stronie 13 leczenie tego nowotworu” — tutaj zreczniej byloby uzy¢ ,leczenie
przeciwnowotworowe”, lub , leczenie pacjentdw z choroba nowotworowa” poniewaz zwykle
nowotwor jest w ,dobrej kondycji” i nie wymaga leczenia. Na stronie 15 Autorka uzyla
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okreslenia ,dystalna” i ,proksymalna” ko$¢ udowa czy piszczelowa — oczywiscie chodzi o
dystalng lub proksymalng czes¢ tych kosci.

Bezposrednio z opisanych we wstepie danych wynikaja hipoteza badawcza 1 cele
pracy uszczegolowione o zadania badawcze jasno przedstawione przez Doktorantke,
zaktadajgce przeciwnowotworowe dziatanie AKG wynikajace z potencjalnie wystepujacych w
komorkach nowotworowych mutacji w genie /DH lub obnizonego poziomu tego enzymu.

Kolejny rozdziat pracy opisujacy metodyke badan jest wystarczajaco szczegotowy,
aby przesledzi¢ tok badan oraz zastosowane techniki badawcze. Autorka zastosowala szereg
metod z zakresu biologii komérki czy biologii molekularnej, ktore umozliwity
scharakteryzowanie wplywu AKG na 2 linie komorkowe ludzkiego kostniakomigsaka. Podczas
analizy tego rozdzialu, w polaczeniu z uzyskanymi wynikami chciatabym zadaé pytanie
odnosnie konstrukceji poczatkowych eksperymentdw z zastosowaniem komorek prawidtowych i
nowotworowych (cytotoksycznos¢, proliferacja czy aktywnos¢ metaboliczna komorek —
zaleznie od uzyte] metody). Dlaczego nie zastosowano analogicznego postepowania z
komorkami nowotworowymi i prawidtowymi, przy uzyciu chociazby jednego z tych testow?
Przypomne, iz komorki prawidlowe przebadano przy uzyciu testu LDH po 24 godzinnej
inkubacji (cytotoksycznosc), zas komorki nowotworowe oceniono po 72 godzinach inkubacji z
AKG przy uzyciu testu MTT 1 przy uzyciu testu z wykorzystaniem BrdU. W mojej ocenie,
trudno na te] podstawie jednoznacznie okresli¢, ze AKG ma inny wplyw na komorki
nowotworowe niz prawidlowe. Pomimo, ze stezenia AKG uzyte wobec komorek
nowotworowych nie byly cytotoksyczne dla komorek prawidtowych w tescie 24-godzinnym,
nie mozna wykluczy¢, ze nie bylyby réwniez cytotoksyczne dla komorek nowotworowych. 1
odwrotnie, bez odpowiedniego eksperymentu, nie mozna wykluczy¢, ze efekt obserwowany np.
w tescie MTT wobec komoérek nowotworowych nie bylby analogiczny roéwniez wobec
komorek prawidiowych.

Dalsze badania przeprowadzono z wykorzystaniem dwoch linii komorek ludzkiego
kostniakomigsaka wykazujac wplyw AKG na cykl komorkowy, apoptoze, wybrane elementy
szlakow sygnatowych 1 czynniki wzrostu (czes¢ badan przeprowadzono tylko na linii Saos-2).
Wszystkie te badania opisano 1 przeprowadzono z duza starannoscig. Bardzo dobrze analizuje
sig tak przejrzys$cie zaprezentowane wyniki badan. Same wyniki rowniez sg bardzo interesujace
i wskazuja na potencjalne mechanizmy mogace odpowiada¢ za antyproliferacyjne dziatanie
AKG wobec zastosowanych komoérek. W toku tych badan, Doktorantka wykazata, ze AKG
hamuje cykl komorkowy w fazie G1 poprzez modulowanie ekspresji cykliny D1 i biatka p21;
indukuje apoptoze komorek nowotworowych, zwlaszcza Saos-2 aktywujac kaspazy (3, 81 9),
zwigkszajac ekspresje biatka Bax i obnizajac Bcl-2; wplywa na szlaki sygnatowe MAPK,
poprzez obnizenie poziomu fosforylacji ERK1/2 i aktywacje kinazy JNK, bez wplywu na
kinaze p-38. Dokladniejsza analize przeprowadzono w stosunku do oceny wptywu AKG na
aktywacje kinazy JNK, udowadniajgc, ze zastosowanie specyficznego inhibitora tej kinazy
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niweluje proapoptotyczne efekty AKG. Ponadto Autorka zaobserwowala wplyw AKG na
fosforylacje kinazy Akt, a takze zdolnos¢ do wydzielania VEFF 1 TGFP przez komorki oraz
jego wplyw na potencjal migracyjny 1 inwazyjny komérek kostniakomiesaka.

W trakcie analizy tych wynikow zaciekawil mnie szczegoélnie aspekt zwigzany ze
zroznicowang odpowiedzia komorek tych dwoch linii kostniakomigsaka na AKG np. w
odniesieniu do zdolnosci do indukowania apoptozy. Nawiazujac do hipotezy badawczej,
zaktadajacej, ze przeciwnowotworowy wplyw AKG w tych komdrkach wynika¢ moze z
mutacji lub zmniejszone] ekspresji IDH, trudno nie zada¢ pytania o charakterystyke
wykorzystanych linii komorkowych pod katem wlasnie chociazby ekspresji IDH we
wszystkich liniach uzytych w badaniach. Globalne profile mRNA dla linii nowotworowych
uzytych w badaniach sa poznane i dostepne w repozytoriach danych, a w pracy Br J Cancer.
2013 Oct 15; 109(8): 2228-2236 zaprezentowano ich powiazanie z agresywnym fenotypem
tego typu nowotworéw (w tym obu linii nowotworowych uzywanych przez Doktorantke).
Wobec tego, jesli w badaniach wiasnych nie oceniono profilu ekspresji IDH, to warto byloby
siegna¢ do baz danych 1 na tej podstawie porownaé obie linie komorkowe. Prosze wiec w
trakcie dyskusji o odniesienie sie do roznic we wrazliwosci na AKG pomiedzy tymi liniami w
zaleznosci od profilu ekspresji IDH czy ogolnie zréznicowanego potencjatu inwazyjnego tych
komorek (w ramach dost¢pnych danych).

W dyskusji Autorka po kolei omawia przeprowadzone przez siebie badania
poréwnujac uzyskane dane z dotychczas opisanymi w pi$miennictwie naukowym i wskazujac,
jakie znaczenie moga mie¢ uzyskane wyniki w kontek$cie potencjalnych efektow
biologicznych AKG np. w odniesieniu do procesu inwazyjnego wzrostu guza, angiogenezy czy
przerzutowania, takze opornosci na chemioterapie itp. Uzyskane dane generalnie wskazujg na
potencjalng aktywnos¢ przeciwnowotworowa AKG wobec kostniakomigsaka, a jednoczesnie
staja si¢ podstawa do zadawania catego szeregu pytan w kontekscie dotyczacym
molekularnego mechanizmu przeciwnowotworowego dziatania AKG. Dzigki takiemu
szerokiemu podejsciu do podjetych badan, Autorka uzyskala bardzo wartosciowe wyniki
wyraznie wskazujace, w jakich kierunkach nalezaloby poglebia¢ te analizy. W zwiazku z tym,
Doktorantka wycigga 6 dobrze sformulowanych wnioskow, a kazdy z tych wnioskéw jest
jednoczesnie potencjalnym nowym kierunkiem badan nad aktywnoscia AKG w komorkach
kostniakomiesaka.

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Katarzyny
Anny Katawaj to obszerna analiza potencjalnych molekularnych mechanizmow dzialania AKG
wobec komorek kostniakomigsaka, przedstawiona w sposob przejrzysty, ukazujaca szeroki
zasob technik badawczych, ktorymi Doktorantka sprawnie sie poshuguje, a takze pokazujaca jej
znaczne umiejetnosci odnosnie analizy uzyskanych danych 1 wyciagania racjonalnych
wnioskéw z przeprowadzonych badan. Moje drobne uwagi przedstawione w tekscie recenzji




nie maja wplywu na calosciowy bardzo pozytywny odbidr pracy, a maja na celu wskaza¢ np.
ewentualne zagadnienia do przemyslenia 1 dyskus;ji.

Wobec powyzszego, uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr
Katarzyny Anny Katawaj pt. . Aktywnosc przeciwnowotworowa alfa-ketoglutaranu w modelu
komorkowym  ludzkiego  kostniakomigsaka™ spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w Rozporzgdzeniu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19
stycznia 2018 r. w sprawie szczegolowego frybu i warunkow przeprowadzania czymnosci w
przewodzie doktorskim, w posigpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu
profesora, tym samym wnioskuje do Rady Naukowej Wydzialu Biologii 1 Biotechnologii
Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Anny
Katawaj do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab, #oanna Wietrzyk




