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Rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Kalawaj p. t. ,, Aktywno$é przeciwnowotworowa
alfa-ketoglutaranu w modelu komérkowym ludzkiego kostniakomigsaka”, wykonanej w
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Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie
pod kierunkiem dr hab. Barbary Zdzisinskiej, prof. nadzw. UMCS

Przedtozona rozprawa doktorska mgr Katarzyny Katawaj dotyczy waznego zagadnienia
jakim jest badanie aktywnosci przeciwnowotworowej zwigzkow, ktore potencjalnie moga
dziata¢ wybidrczo na komoérki nowotworowe. O waznosci i aktualnosci tego zagadnienia
Swiadczy z jednej strony brak w peini skutecznej chemioterapii przeciwnowotworowej,
zwigzany glownie z opornoscia wielolekows pacjentoéw oraz z tego, Zze obecnie stosowane
chemioterapeutyki posiadaja niskg selektywnos$¢ i specyficzno$¢ w stosunku do komérek
nowotworowych. Dodatkowo, konwencjonalna terapia czesto wykazuje znaczng toksyczno$é
ogodlnoustrojows, ktéra wynika z jej cytotoksycznego dziatania na tkanki prawidtowe.

Z drugiej strony, za aktualnoscig tej tematyki przemawia, znaczny wzrost liczby
krajowych i $wiatowych o$rodkéw naukowych zajmujacych sie zar6wno, przesiewowymi
badaniami licznych substancji i preparatbw w kierunku pozadanych wlasciwosci
przeciwnowotworowych jak réwniez modyfikujacych znane zwigzki lub syntetyzujgc nowe
substancje w tym kierunku.

Problem opracowania nowej, bardziej efektywnej terapii przeciwnowotworowej jest
bardzo istotny gdyz jak wskazuje Swiatowa Organ izacja Zdrowia WHO, gltéownie z powodu
starzenia si¢ spoleczenstw i wzrostu populacji, prognozy liczby zachorowan na raka w 2025t
si¢gajg juz 19.3 min przypadkéw rocznie. W Polsce, z danych statystycznych wynika, ze ok.
1/4 wszystkich zgonow jest nastgpstwem choroby nowotworowej. S one drugg najczestsza,
po chorobach uktadu krazenia, przyczyna $mierci Polakow.

U milodych ludzi pierwotnym nowotworem kosci, najczesciej rozpoznawanym jest
kostniakomigsak (osteosarcoma), ktérego szczyt zachorowan przypada pomiedzy 15 a 19
rokiem zycia. Niestety, az u ponad polowy pacjentdw w momencie rozpoznania stwierdza sie
zmiany przerzutowe, ktore najczgsciej lokuja si¢ w ptucach oraz w os$rodkowym ukladzie
nerwowym, co w polgczeniu z duza opornoscig na chemioterapic tego nowotworu, daje
niekorzystne rokowania na skuteczng terapi¢. Jak podaje Autorka pracy, leczenie
kostniakomigsaka przynosi efekty tylko w ok. 60% przypadkéw, w pozostatych, rokowania z
uwagi na wzrastajgca lekoopornos¢ pacjentdw i liczne przezuty sg nickorzystne.

W zwigzku z powyzszym, podjgte przez Panig mgr Katarzyng Kalawaj badania
wlasciwosci przeciwnowotworowych alfa-ketoglutaranu (AKG), wpisuje si¢ w ten



ogolno$wiatowy trend i co jest istotne, badania te dotycza bardzo waznego w terapii
nowotwordw problemu jakim jest selektywne przeciwnowotworowe dziatania potencjalnego
leku na okreslony typ nowotworu.

Warte podkreslenia jest, ze badania zrealizowane w ramach przedstawionej rozprawy
doktorskiej zostaly sfinansowane z grantu badawczego Narodowego Centrum Nauki Opus 6
(Grant 3013/11/B/NZ4/04557).

Przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska liczy 129 ponumerowanych stron
maszynopisu 1 ma ogdlnie przyjety dla tego typu opracowan uktad. Prace rozpoczyna rozdziat
Wykaz skrotéw (6 stron) — starannie przygotowany i bardzo pomocny w naszpikowanym
trudng nomenklaturg naukows tekscie. Dalej opracowanie podzielone jest na rozdzialy: Wstep
(20 stron); Cel pracy (1 strona), Materialy (7 stron);, Metody (13 stron), Wyniki (33 strony);
Omdéwienie wynikéw i dyskusja (13 stron) Wnioski (1 strona) Streszczenie (3 strony)
angielskojezyczny Abstract (2 strony) i Pismiennictwo (12 stron). Prace zamyka Spis rycin i
tabel (2 strony) oraz Spis wykresow (2 strony).

Wstep jest bardzo rozbudowany i stanowi bogate zrédlo wiedzy o
kostniakomigsaku 1 badanym zwigzku alfa-ketoglutaranie (AKG). W czesci dotyczacej
kostniakomigsaka, autorka positkujac si¢ dobrze dobranym  pi$miennictwem,
uwzgledniajagcym publikacje najnowsze, przedstawia bogata synteze pogladéw na temat
klasyfikacji, wystepowania, epidemiologii, etiologii oraz objawow, diagnostyki i leczenia
kostniakomigsaka. Na szczegélng uwage, moim zdaniem zastuguje podrozdziat , Najczestsze
zaburzenia molekularne wystepujace w kostniakomigsaku”. Doktorantka w syntetyczny ale
wystarczajacy dla zrozumienia zagadnienia sposob, przedstawila zaburzenia w gléwnych
szlakach przekazywania sygnatu wewnatrzkomorkowego, ktére mogg sprzyja¢ proliferacji
komdrek nowotworowych kostniakomigsaka i ich przerzutowaniu.

W czesei wstepu dotyczacej badanego zwigzku, obok szczegbélowego opisu powstawania
1 roli endogennego AKG mamy réwniez dane dotyczace whasciwosci stosowanego w pracy
egzogennego AKG. Wart podkreslenia jest starannie przygotowany, obszerny (5 stron)
przeglad  dotychczasowych  badan  wlasciwo$ci  przeciwnowotworowych  AKG
uwzgledniajacy réwniez badania lubelskich naukowcow.

Rozdziat ten jest napisany jasno i zrozumiale i doskonale uzupetnia wiedze o0séb, ktorzy
nie zajmujg sie SciSle ta tematyka, jednocze$nie wskazuje na obszerng i dobrze
uporzgdkowang wiedz¢ Doktorantki w wybranym obszarze jej dziatalnosci naukowe;.

Jedyna drobna uwaga, ktora nasuwa mi si¢ po przeczytaniu Wstepu dotyczy, moim
zdaniem braku kilku zdan, przedstawiajacych, rowniez liczbowo, sytuacje epidemiologiczng
w Polsce, jezeli chodzi o zapadalno$¢ 1 umieralno$¢ na choroby nowotworowe, zwlaszcza, ze
autorka podaje, ze zapadalno$¢ na kostniakomigsaka w Polsce stanowi 1% wszystkich
nowotwordow.

Cele pracy sa jasno sformulowane i wynikajg z postawionej wczesniej hipotezy
badawczej, ktorej zatozenia zostaly rowniez skrétowo przedstawione. Tak przedstawione cele
pracy z podaniem co bylo podlozem ich sformulowania jest bardzo trafne i jak uwazam
stanowi wzér do na$ladowania. W dalszej czgéci Doktorantka przedstawita w punktach
analizowane w pracy aspekty badawcze. Uwazam, ze w tym punkcie bardziej trafne byloby
sformulowanie jakie cele szczegélowe byly badane, ale to sg drobnostki.



Materialy i metody. Badania zostaly zaplanowane z wykorzystaniem réznorodnych
metod i technik badawczych stosowanych rutynowo w badaniach in vitro, ktére zostaty
precyzyjnie i wyczerpujgco przedstawione. Rowniez materiaty wykorzystane podczas pracy
(odczynniki, materialty do hodowli tkankowych, linie komérkowe, bufory, przeciwciata i
komercyjne zestawy do oznaczen oraz uzyty sprzgt laboratoryjny), zostaly bardzo dokladnie
wymienione z podaniem producenta. Dobrane przez mgr Katarzyne Kalawaj procedury
badawcze sg efektywne, uznane i zwalidowane co gwarantuje wiarygodnosé otrzymanych
wynikéw i co za tym idzie poprawno$¢ odpowiedzi na stawiane pytania oraz realizacje
postawionych celow badawczych.

Otrzymane wyniki do$wiadczalne zostaly poddane analizie statystycznej, ktora nie budzi
zastrzezen, gdyz przyjete testy statystyczne sa odpowiednie i nie odbiegaja od przyjetych w
nauce standardow.

Doktorantka, co jest godne pochwaly i wazne z punktu widzenia rzetelnosci otrzymanych
wynikéw, prowadzita swoje badania na podwojonych modelach doswiadczalnych tj. na
dwoch prawidlowych liniach komdrkowych: komercyjnych komoérkach osteoblastow
czlowieka 1 wyprowadzonych w swoim zaktadzie prawidtowych fibroblastach skory ludzkiej,
oraz dwoch liniach komoérkowych ludzkiego kostniakomigsaka. Brakuje mi jednak
uzasadnienia tak wybranych modeli do$wiadczalnych oraz wskazanie charakterystycznych
cech 1 réznic, szczegdlnie miedzy uzywanymi liniami komorkowymi kostniakomiesaka.

Do tej czeSci rozprawy mam réwniez uwagg. Oceng toksycznosci AKG (test LDH)
wzgledem prawidtowych linii HSF i hFOB 1.19 zaplanowano tylko przy 24-godz. ekspozycji,
moim zdaniem, nalezatoby rozszerzy¢ to badanie réwniez o inne czasy ekspozycji, stosowane
przy ocenie plywu AKG na zachodzace procesy w komorkach linii kostniakomiesakow Saos-
2 1 HOS. Sg to jednak drobne uwagi i nie wplywaja na catoSciowg wysoka ocene czesci
metodyczne;j.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw, opisano w sposob jasny i zobrazowano w
czytelny sposob w postaci licznych wykreséw i rycin, znacznie ulatwiajacy ich interpretacije i
zrozumienie wynikajgcych zaleznosci. Nie jestem zwolennikiem formy zastosowanych w
pracy tytuléw podrozdziatéw np. ,,AKG hamuje cykl komérkowy w komorkach Saos-2 i HOS
w fazie G1” wolg ,,Wplyw AKG na cykl komérkowy w komdrkach Saos-2 i HOS” ale to sg
moje indywidualne preferencje.

Z obowigzku recenzenta jednak musze zwrdci¢é uwage na pewne watpliwo$ci oraz
uchybienia zauwazone podczas czytania tego rozdziatu:

(1) Cytotoksycznos¢ AKG wzgledem komoérek prawidlowych byla badana testem LDH,
natomiast test zywotnosci/proliferacji komorek kostniakomiesaka testem MTT i potwierdzony
testem BrdU, zakléca to jednoznaczng interpretacj¢. Uwazam, Ze korzystne dla oceny
cytotoksycznosci AKG, bylby pomiar LDH takze w stosunku do linii komorek
kostniakomiegsaka.

(2) Wyniki testu MTT po 96 godzinnej inkubacji z AKG wykazaty hamowanie proliferacji
obu linii komoérek kostniakomig¢saka proporcjonalnie do zastosowanego stezenia badanej
substancji. Jednak test BrdU potwierdzajacy aktywnos$¢ przeciwproliferacyjng AKG zostat
wykonany przy innym czasie inkubacji z AKG, wynoszagcym 48 godz. Réwniez przy tym
czasie ekspozycji AKG wykazano jego hamujacy wplyw na cykl komoérkowy komorek
kostniakomiesaka i na ekspresje bialek zwigzanych z cyklem komérkowym tj. cykliny D1 i



inhibitora kinaz zaleznych od cyklin biatka p21WAf1/Cip (tu po 6 i 24 godz. inkubacji).
Rozumiem, ze rézne czasy ekspozycji AKG wynikaly z checi pokazania jego najbardziej
wyraznego wptywu na dang aktywno$¢ komorek kostniakomiesaka zwigzang z procesem
nowotworowym, jednak ogranicza to ich jednoznaczng interpretacje.

(3) Doktorantka wykazata, ze AKG, stosowany przez 72 godz. proporcjonalnie do
zastosowanego stezenia indukowal apoptoze w komorkach linii kostniakomigsaka Saos-2 i
HOS. Zostalo to udowodnione bezposrednio poprzez specyficzne barwienie i analize
cytometryczng komorek, oraz posrednio poprzez wykazanie aktywacji efektorowej kaspazy-
3. Jednocze$nie stwierdzono, ze mechanizm indukowania apoptozy przez AKG w komérkach
nowotworowych byl zwigzany gléwnie przez jej szlak wewnetrzny (aktywacja glownie
kaspazy-9 oraz wzrost poziomu biatka Bax i opnizenie Bcl-2) z obnizeniem aktywacji szlaku
ERK V2 1 Akt oraz aktywacja szlaku sygnatowego JNK. Ponadto, AKG obnizat wytwarzanie
czynnikéw wzrostu TGF-f i VEGF przez komorki kostniakomigsaka oraz hamowal ich
migracje 1 inwazyjnos$¢. W tej czeéci pracy, troche brakuje mi informacji, czy przy 24 lub 48
godz. ekspozycji AKG rowniez indukowal apoptoze, zwlaszcza, ze w 72 godz. juz najnizsze
stezenie AKG - 5 mM wywotywalo ten proces w obu liniach komérkowych. Czy przy
krétszym czasie ekspozycji, AKG (w stosowanych dawkach 10-50mM) indukowat apoptoze
w stopniu utrudniajgcym badanie jej mechanizmow ?.

Te niescistosci tylko w niewielkim stopniu rzutuja jednak na ocene tego rozdziatu, ktéry
oceniam wysoko. Uwazam, ze cato$¢ rozdziatu stanowi dowdd rzetelnej i pracochtonnej oraz
dobrze zaplanowanej i wykonanej pracy badawczej, ktora pozwolila w pelni zweryfikowaé
zatozone cele. Obserwacje poczynione przez Doktorantke majg istotne implikacje praktyczne
i mam nadziejg, réwniez przedkliniczne i kliniczne, jednak wymagajg dalszych
szczegOlowych badan.

W rozdziale Omdwienie wynikow i dyskusja Autorka poréwnata i przedyskutowata
otrzymane wyniki z innymi badaniami, positkujac si¢ biegle wiedzg zaczerpnicty z
angielskojezycznego (chyba wylacznie) najnowszego fachowego pismiennictwa naukowego.
Co jest warte podkreslenia, rozdzial ten jest napisany syntetycznie, ale jednocze$nie
wyczerpujaco i nie ma tam informacji zbe¢dnych, zwiekszajacych tylko objetosé tekstu.
Cato$¢ jest zajmujaca i czytalem ja z duzym zainteresowaniem. W sposdb, wskazujacy na
naukowg dojrzatos¢, czyli klarowny i wnikliwy a jednocze$nie rozwazny i krytyczny,
Doktorantka przeanalizowata wszystkie uzyskane wyniki i zaprezentowala swoje sugestie i
opinie skonfrontowane z badaniami i wnioskami innych autoréw. Mgr Katarzyna Katawaj
oceniajgc zebrany wlasny materiat dowodowy, zdaje sobie sprawe, z praktycznych implikacji
wlasnej pracy. W sposob powsciggliwy wskazuje, ze AKG moze by¢ obiecujgcym $rodkiem
terapeutycznym w hamowaniu angiogenezy oraz przerzutowania kostniakomiesaka, jednak
widzi potrzebg dalszych badan z wykorzystaniem zwierzecych modeli badawczych.

Whnioski koncowe sformutowane w postaci szesciu krotkich zdan sa spojne, rzeczowe i
niosg skoncentrowang informacje wprost wynikajaca z przeprowadzonych badan. Wniosek
pierwszy w lakoniczny sposob, zgodnie z zasadami rozpraw doktorskich, wprost wskazuje, ze
Doktorantka osiggneta zatozony cel glowny badania. Wnioski pozostale, a wihasciwie
syntetyczne wyniki przeprowadzonych badan, pokazujg, ze pozostate szczegdtowe zatozenia
badawcze rowniez zostaly zrealizowane. Moim zdaniem, mozna byto réwniez sformutowaé
wniosek wskazujacy, ze wykryte wlasciwosci egzogennego AKG, moga miec¢ potencjalne



znaczenie w terapii kostniakomigsaka, ale potrzebne sa dalsze poglebione badania
przedkliniczne i kliniczne.

Dwa nastgpne rozdzialy, Streszczenie i angielskojezyczny Abstract w skrotowej formie w
pelni odzwierciedlajg omawiang prace doktorska.

Pismiennictwo liczy 246 pozycji, jest starannie dobrane, w catosci angielskojezyczne i
odpowiednio wykorzystane. Cytowane pozycje sa gtéwnie publikacjami opublikowanymi po
2000 roku, z czego wiele po 2010 r. w tym 17 pozycji to publikacje najnowsze z lat 2017-
2018. Liczba i rok publikacji $wiadczy, ze Autorka potrafi selekcjonowaé dane doswiadczalne
1 co jest rownie wazne dane polemiczne, w zalezno$ci od ich wagi dowodowej i znaczenia, co
stanowi rowniez wazny walor przysztego naukowca.

Rozprawa doktorska napisana jest poprawnym jezykiem, w odpowiedniej stylistyce
charakterystycznej dla tego typu prac, z uzyciem poprawnej terminologii naukowej. Niestety
jako recenzent zmuszony jestem wskaza¢ nieliczne uchybienia, ktére nie wplywaja jednak na
wysokg merytoryczna ocene i nie umniejszaja istotnych osiggnieé pracy:

(1) Caly podrozdziat Wstepu — wprowadzenie, gdzie zawarte sy liczne szczegdlowe
informacje nie zawiera informacji skad zostaly one zaczerpnigte. W nastepnych
podrozdziatach s3 one w wigkszo$ci dokiadnie opisane z podaniem zrédel, jednak moim
zdaniem w pracy naukowej, kazda szczegélowa informacja obca, powinna posiadaé swoj
odnosnik.

(2) Autorka, szczegélnie we wstepie, podaje duzo réznorodnej, wielozdaniowej informacji
dotyczacych danego zagadnienia i potem cytuje jednoczesnie 4-5 publikacje zrédtowe,
sugeruj¢ cytowanie 1-2 najwazniejszych pozycji z rozbiciem na poszczegélne szczegétowe
informacje.

(3) Niefortunne sformutowania: np. —,,zty” czynnik rokowniczy (str. 23) proponuje zamienié
na ,,niekorzystny”; dane literaturowe (str. 33) — pojecie literatura, kojarzy nam si¢ bardziej z
literaturg  pigkng, tu bardziej odpowicdnie byloby zastosowanie terminologii
»piSmiennictwo”; sformutowanie ,,w komorkach ssaczych” (str. 33) zgrabniej bytoby np. ,,w
komorkach u ssakéw lub w komoérkach ssakow”; termin ,,anty-inwazyjny wptyw” (str. 93) —
unikajmy angielskojezycznych kalek jezykowych i tam gdzie mozna stosujmy polska
terminologi¢ np. ,,przeciw inwazyjny” wplyw... .

(4) W wynikach (str. 66 i dalej np. w dyskusji), bialko bedace inhibitorem zaleznych od
cyklin p21 Wafl/Cipl, raz wystepuje pod pelna nazwa w innych miejscach jako biatko p21.
W wykazie skr6tow jest pokazane, ze nazwy te mogg wystgpowaé zamiennie jednak
sugerowatbym po pierwszym uzyciu pelnej nazwy ,p21 Wafl/Cipl” ze skrétem (p21),
pozniej juz konsekwentnie trzymac si¢ skrétowej nazwy ,,p21”,

(5) Dobrze byloby ujednolici¢ i stosowaé skrét ,godz” inkubacji, gdyz wystepuja
naprzemiennie pelne sformutowania i wskazany skrét (np. str.71).

W calym tekscie, miejscami przewijaja si¢ réwniez niedociggnigcia interpunkcyjne,
zwlaszcza brak przecinkow, jednak to sa juz mato istotne szczeg6ly.

Podsumowujgc, uwazam, ze przedstawiona rozprawa doktorska pod wzgledem
merytorycznym, metodologicznym i warsztatowym jest wigcej niz poprawna i zasluguje na
wysokg oceng. Jest to obszerne opracowanie z uzyciem nowoczesnych
wysokospecjalistycznych metod i technik badawczych, bardzo pracochionne i wymagajace od



wykonawcy duzej wiedzy i sprawnosci laboratoryjnej. Doktorantka, poprzez prawidtowe
sformutowanie problemu i dobrze dobrane techniki badawcze, ktére umozliwiajg uzyskanie
wiarygodnych wynikéw na wysokim poziomie i shuza jego rozwiazaniu, a takze poprzez
prawidlowa i odpowiednig konfrontacje swoich wynikéw badan z wynikami i wnioskami
innych badaczy, udowodnita, ze sprawnie porusza sic w badanych zagadnieniach i jest
przygotowana do prowadzenia badanh naukowych.

Jej praca doktorska, solidna i starannie zredagowana, przedstawia bardzo cenne,
pogigbione dobrze udokumentowane obserwacje, rtzucajgce $wiatto na zagadnienia
dotychczas bardzo stabo, lub w ogole nie prezentowane w §wiatowym piémiennictwie. Praca
ta ma rowniez niekwestionowany i bardzo cenny walor praktyczny, gdyz moze byé
jednocze$nie obiecujagcym wstepem do dalszych badan, juz na modelach zwierzecych,
potencjalnie w kierunku wykorzystania AKG w terapii leczenia kostniakomigsaka.

Whriosek koricowy:

Stwierdzam, ze oceniana Rozprawa doktorska pt. »Aktywnos$¢
przeciwnowotworowa  alfa-ketoglutaranu w modelu komérkowym ludzkiego
kostniakomigsaka” w pelni spelnia kryteria przypisane pracom na stopien naukowy
doktora.

Dlatego z pelnym przekonaniem zwracam si¢ do Wysokiej Rady Wydzialu
Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Marii Curie-Sklodowskiej w Lublinie o
dopuszczenie Pani mgr Katarzyny Kalawaj do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgiedu na walory merytoryczne pracy, jej warto$¢ badawcza i
aplikacyjng wnioskuj¢ do Wysokiej Rady Wydzialu o wyréznienie rozprawy i jej
nagrodzenie.

Lublin, 06.06.2019r
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