
Dosp\
*-Xr*\
-\ \ua\
a\ \a'
trl-I), l:

s§V#\.,/o.V

IN§TYTUT IM§,ruNoLOG II I TERAPII Do ŚWIADCZAINEJ
IM. LUDWIKA HIR§ZF$LnA

POL§KIE} AKADEMIi Naux
Centrurrr Drskonałłlści : l}v{MUNE

Rtldo§a Weigla ]"ą 53-t14l,Vrocław, P$L§KA
Teleion: {+.t8-71} 3371172, {+łB-7I) 370 99 30 Fax: (+-ł8-71) 337 21?1 ,

wwlł,.iittl.pan. rłlroł;. pl

\Ęii"**łao"ł, ź0 l 9-05-22

Prir,fl dl hab. .Fcanłla \fuietrą.k
Zakład Onkologii §oświaciczainej
lnstytr-rt lnrnunol*gii i Terapii Dośrviadczalilej PĄ}i
Wr*cłar.v

Recenzja
rCIąpr{n§y dokłłłrskiej Katałą:ny Anny l{ałałłaj pt. ,,Aktyw*łłść

pyaeciwrxtlwatwaxłwa alfa-kełłsgłułałanu w iltod{łu lłamółkaluyrn lułlxk§ego

kastniakamięscktł"
wy konane"j w Zakł{tdzi e Wirusc lc gi i i lnmtłno Io§ i lnsrytułł Mi kł *b i r.ł ło gi i

i B irste clłłła lłgii LMC S
pod kiłrłłnkiełł prołłtłńora dr hłzb. Błłrbary Zdzisińskie.j, praf. {/łł4CS

(} r{łz pra!?łotałrs ptsłłłrscni czego dr Adriarłrły Sławinskie j -Brych

R*cetrz*:ła*B piaca łjakt*;-sŁa i-l*t.łiszi, i:łrćzc ai<tualrłą j wazna i*n,iai"+kę związena
z rnetabo}izłnerr: energetycznvm kornćrek n*v".§łll,*r*ł;yfł: i plł.Jej*:,;wan},mi pł*ba;łi
p*szttkir.r,ailia przecir.vno,,li,ot-i\iof,orvych strategii t*rap*ut_v*zr:y-łi: ';ki*ąąnk*rvan,vclt ,łłeśtli* ła
tełł proces. trł'tyrn przypadkł:, poctjeło bałtrania nad wpłvlvęm elia-keł*giiltaranu {Ai{§} lia

komr,łrki kcstniaktrrrięsaka. zakładając iz lv komórtriaclr takich *3"stcpił.ie ł,.i-.lriz*ll* ::ii_spresje

delrvdr*genaz izc*r.tl_r,niał:iłłvyclr {.lT}Hj, lub r,ł,_vstępąią *ne w fcrtllie zfi]utfi\Ęatl*j.

l]raca rna ukłail t.v--pcrv_v ella prac *ksperymentalnyeh, ząlęra kłn:pl*ttl.,, łł_vkar

skrotóu." tabel" rvcin i r,vykreso"w olaz w§zv§tlrie riiezbędne r*ziiział,v. 1ł__vkaz piśttłien*i*trł.n

.je*t odp*rviędrri* cl*ł:ranv, zlł,ięra zarówłrc najtiolvsze p*ryłje, jai,i i p;"a*f §lar§ze, jednak

r;iezbędne dla pra.ivirlłOł"".ego zaprez*nt*ą,a;lia zaly§ł} dotychczasowej lviedzv !Ęl- ;."}oru§zafi}rffi

temacie.

$;'e rvstępie. Airtał"ka *- spasob syntetyczny, lecz jętlnoczesnie wvczel"piliąc3,

wpro.,ł,actrza do zagadrrien będącyclr przednri*tem je"j f$zpla1try rl*ktais}iiej. jest ic "bardzc dCIbrg

wprowacizenie, przedstawiające zarówno dane dotyczą$e §afileg* kcstniak*r,nięsaka. jak i AK§
wraz zjegr: roia biłlogiczłtą. w tvm dotąd ptznaną rł zakresie choroir ni]lv,Otw,of§w_vclt. Jecl.vrre

drobłre z?"strzeżĘfiia do t*gn r*zdziału clł:tyczą nięzręgzlł{.]ści łv uzy*iu niektórych sformułoil,ań"
jak np. na sironie 13 ,.ieczełrie iega łrsrłl*łtvst-r,l" -- iuraj zręczl":iei b_vłcb,v uzyć ",ieczenie
przeci-łnowsirvorovle", lub ,-ierzenie pacjelttóił z ehorobą nolvstw*r0."vą" p*ni€w,az złrrykle

ailrvt:tl.vćr jest .ł ,.ciatłrej kondycji" 
' 

ni* 1,vymaga ieczelria. Na strcnie l -{ Autcrlła uzyła
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*kreślenia ,,dystalna" i ,"proksymalna" kość ł,;dawa azy pilzęzelowa - oczlwiścię ehodzi o
dystainą lub pr*ksymalną część tych kaści.

Bezpośredni* z opisanyełl we \ń/§tępie danych wynikają bipatezabadawcza i cele
piacy u§zczsgółor^.zionc * zadagia badawłze _iasno przedstawione ptzłz Dokf*rantkę,
zakładające prz€ci§/nowotw§rowę działanie AKG wynikające z potencjalnie rvystępujących rv
korncłrkach, łrorłrotw*rolĄych mutacji w genie f$ćfl lub obnizonego poziomu tego enzymu.

Koiejny razdział precy cpis*_|ący metodykę badańjest wystarłzająło szczegłłov,ry,
aby prześledzić tok badań oraz zastosowanę techniki bada,wczę.,Ąutarka zastłsa,.nńa szeręą
n"let*ri z zakr*su biłlogii komarki ęzy biologii molekularnej, którę umczliwiły
scharakteryzowanie wp§wu AKG nażltnlę konrórkowe ludzkiego kastniakcmięsaka. Fodczas
analtzy tego rozdziału, w połąez*niu z uzyskanymi wyriikarni chłińabym zadał pltanie
odnośnie konstrukeji początkowych eksperymęntów z zastcsowaniemkomórek prawidłowych i
n*vg*twololł3,cłi {cl.tctcksyczność, prolif,eracja czy aktywrrcśc metaboliczna komórek -
zależntę od ury.tej rnetody). |)larzego nie zastosor,vano anal*gicznego pcstępor,vania z
k*rnórkarni norąrctwororłymi i prawidłowywtl, przy uzyciu chaciażby jedrrego z ty*h testćłv?
Frzypornnę, iz kcmórki prawidłowe przebadancr przy użyłiu testu LDH po 24 gadzinnej
inkubacji icytotoksyczność), zaś komórki n*wctworawę oceniono pa 7ż głdzinach inkubacji z
AKff przy uzyciu testu MTT i przy u-żyttu testu z wykorzystaniem BrdU. W mr:jej ocenie,
trudno na tej podstawie ieĄnłznaaznie aktaśltc, ze AKG ma inny wpływ na komorki
now*fiłroror,ve niz prawidłowe" Pomimc, żę stęzenia ,ĄKG użyte wobec komórek
nowotrvorowych nie były cl.totclksyezne dla korłórek prawidłowych w tęście 24-godzinnyrn,
nie mozna łvykluczyó, ze nię byłyby równiez catotoksycznł dla k*móręk norłr*tworowych. I

odwrotnie, bez odpowiedniego eksperynrentu, nie rnażlŁa wykiuczyć, żł efelrJ- obserwowany np.

w teście MTT wobęo komórek ncwotłvorclłych nie byłby analogiczny rownież wobec
i<omórek prawidło,;rych"

Dalsze badania przeprCIwadzonc z wykorzystaniem d:łróch linii kamórek ludzkiego
kostniakornięsaka wykazując wpływ AKG na łykl komorkowy" apaptozę, w.vbrane eiementy
szlaków sygnaŁ*vrrychi łzynntki wzrostu {częsć badań przęprawadzono tylko na linii §aos-2).
'Wszystkie te badania opisano i przeprowadz*no z dużą staranłością. Bardzo dobrze analłzuje
się tak przĄrzyśłię zaprezento$/afio wyniki baóa*. §amę wyniki równtęż są bardzo interesujące
t wskazują na potencjalne mechantzmy ffiBgące odpawiadać za arńyproliferacyjnę dzińanie
AKG wobęc zastosowanych komóręk. W toku Ęłh badah. Doktorantka "Nykazńa, ze AKG
hamuje oylti komórko:łry w fazie Gl poprzez modulcwanie ekspresji cykiiny B1 i białka pżl;
induk-uje apoptł:zę komórek ncwotworowj,ch, zvł,łaszcza Saos-2 aktywląąc kaspazy (3" 8 i 9),

rwiększając ekspresję białka Bax i obnizając F.cl'-Z; wpływa na sz7akt sygnałowe MAPK,
paprzez obnizęnie poziomu fosfarylacji ERI{I/Z i aktywację kitazy JNK, bez wpĘwu na

kinazę p-38. Dokładniejszą analizę przeprowedzono w stosunku do oceny wpływu AKG na

ala3waeję kinazy INK, udłrwadniająa, ze zastosor.vanie specyficzneg* inhibit*ra tej kinazy

Wffiffil,
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łiw-eluje pf§apoptCIty§zne efekty AKG. Fcnadto Autorka załb§enĄfawŃa wpływ AKG na

fcsforytację ki*azy Akt. a takze zdo]nośó d* wydzielania \,EF'F i TGFF pTzcz konrórki oraz
jego wpĘw na potencjał migracyjny i inwazyjny i<omóręk kostniakomięsai<a.

§f trakcie analizy tych wyniko,,rr zaciekawtł mnie szczggóInię a§p§kt zsłliązany zę
zroznicovraną adpowiedzią lcclrnorek tych dw*eh linii kostniakomięsaka na AKG np. }!
gdniesieniu d* zd*lności do in<lukoiłEania ap*pt*zy. Nawiazująe d* hipłtezy badawczej,
zal<ŁadĄął€1, że przłriwnowctworowy wpĄr:v AKG łru tyelr komórkach łirynikać mCIżę z
rnutaĄi lub zmniĄszanej ekspresji IDH, trudno nie zaóać pytania * ełrarakterystykę

wykorzystanyclr linii korłórkowych pod kątem rvłaśnię chociazby ekspresji iDF{ wę
wszystkich ]iniach użfych w- badaniach. Globalne profile mRNA dta iinii n*w*tłv*to\ry_yoh

uź3.tych w badaniach sąpłzr,ane i d*stępnelv repoz,ytoriach danych, a w pfacy Bł J Cgrccer.

2013 CIct 15; 109(8}. żżż&-2ż36 zaprezentolvans ich porviązanie z ag{§§ylłnym fencltypem

tego typu nowotrłr*rów (w tym obu iinii nowofworowych uzywanych przez tr}*ktcrantkg}.
'Wobec tego, jeśli w badaniach własnych nie oceni*no profi}u ekspresji trDH" tr: warto byłcby
sięgnąć ća baz danych i na tĄ podstawie porównać obię iinie kcmórk*ą,e. Froszę łvięc w
trakcie dyskusji c odniesienie się do rożnię we wrazliwośei na AKfi pomiędzy tymi iiniami w
za!ężnaśęi cd profilu ekspresji IDH czy cgolnie zróżniaowanego potencjńu lnvvazyjnegn tych
komórek {w ramach dc$ępnycłi danych},

W dyskus.li Aut*rka po kolei craawia przeprowadz*ile przez siebie badanla
porównując uzyskane danę z dotyłhczas opisanymi w piśrniennictv;ię naukowlrm i *.skarując,
jakie znaęzęnię mogą rurieć uzyskane wyniki v/ kontękścię potencjalnycłl et"ektow

bi*logieznyeh AKG np. rł-odniesieniu do proeesu inwazyjnego wzro§tu guza, angiogę&ezy ł7,y

przerzut*wania, takżę oporncści na chemioterapię itp. Uzyskane dane gen*ralnie w*kaĄą na

potencjalną akt}lrynośc przeeitncwctworo,wą AKG wob*c kostni*konrięsaka, a jednocześni*

stają się podstawą dc zaóawania całego szeręgu p}.iff.n \§ i<ontekścię dotyczącym
mclekularnego rnechanizmu przeciwn*wotw-orolyego działania AKG. Dzięki takiernu

szerckiemu podejściu do podjętych badań. Autorka uzyskńa bardzł wartościowe wyniki
wyraźnie wskazłljące, w jakich kierunkach naiezał*by pcgłębiać te analizy, }Y z,w-iązku z tym,
Dcktorantka wryciąga 6 dotlrze sformuławanych rvnicskóvr, a k*,zdy z tych wnioskow jest
jednłrcześnie potencjalnynt łowym kieruŃiem badań nad akąwnośeią AKG w k*mórkach
kostniakomięsaka.

Fodsumcwująt, przłdstawi*na ół rac*nzli razprawa doktorska mgr Katwzyny
Anny ldaławaj to obszerna analiza pnt*ncjalnych molei<rilarnych męehanizmow działania AKG
wobec komórek kostniakomięsaka, przedstawiona w spcsób prztjrzysty, ukazująca szęrr:lki

zasbb technik badawczyr,h" ktorymi Doklorantka sprawnie się posługuje, atakżę pokazująca je"j

znaęznę umiejętności odnośnie analizy uzyskanych daaych i wyciągania racjonalnych
wniosków z przeprowadzonych badań. Maje drobne uwagi przedstawiofi€ \.v tekście recenzji

Krajłrłl
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nie mają wpł}.lĄ,li na całOś§iCIwy bardzo pozytywny odbior praay1 a mają na celu wskazaó np.

ewęnlualne zagadniłnia do przemyślenia i dyskusji.
Wobec pswyz§zego, uwazam, że przłdstawia*a do oceny rłzp{awa dokorska Pani mgr

Katarzyny Anny Kaławaj pt.,,AkĄmłłlrsśc przeciwłzowat*vorolła alfa-ketoglułarxftu w modelu
kołnorkawym łłłdzkiego kłstłłiąkomięsaka" §pęłnia wymagania stawiane rozpra\ł/om
dakt*rskim określone w lłozporzqdzłłłłu Ministra Natłki i Szkołnictwg Wyższego z dnia 19
,słycrnirł 2CIl8 r, w spł,au,ie szczegńłrsw)cptra łł,ybu i-lucłrankólł przeprł;włdzania czynnaści w
przewodzie *łktołskim, w postępołłafiitl kabiliłacyjłzym araz w po,rtępolłałłiu o łłłłdłłłłie Ęłrłłu
profesłra, tym samym wnioskuję dc Rady Naukowej Wydziafu Biotogii i Eiotechnologii
Uniwers3tet* Marii Cułie-§kłodowskiej w Lublinie o d*puszczenie Pani mgr Katarzyny Anny
Kaławaj d* Calszych etapów przewodu dci<torskieg*,
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