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Ocena rozprawy doktorskiej Pani Izabeli Szczuki, pt. ,,Wplyw 3-bromopirogronianu na
wlasciwosci katepsyny B w aspekcie potencjalu metastatycznego komérek raka jelita

grubego”

Rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze i Zakladzie Biochemii Lekarskiej
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich, pod pieka dr hab. Grzegorza Terleckiego,
profesora nadzwyczajnego Uniwersytetu Medycznego. Promotorem pomocniczym rozprawy
doktorskiej byt Pan dr Jerzy Wisniewski. Cel rozprawy doktorskiej, sformutowany przez
kandydatk¢ brzmi nastepujaco: ,,...poznanie skutkéw dziatania 3-bromopirogronianu na te
wiasciwosei komérek nowotworowych wybranych linii raka jelita grubego, ktére decyduja o ich
potencjale metastatycznym, a ktérych istotny element stanowi katepsyna B”.

Tak wigc praca dotyczy bardzo istotnego wspolczesnie zagadnienia, z pogranicza
dziedziny biologii nowotwordéw oraz terapii przeciwnowotworowej i jako taka utrzymuje sie w
gléwnym trendzie zalecen Komisji Europejskiej, co do poprawy jakodci zdrowia i zycia
obywateli. Rozprawa doktorska Pani Izabeli Szczuki ogniskuje sie wokoét gtownego
zagadnienia, czyli funkcji katepsyny B w rozwoju stanu patogennego réznych choréb. Praca ze
szczegblnym zainteresowaniem analizuje wiasnoscei katepsyny B pod katem jej roli w metastazie
nowotworow oraz jako potencjalnego celu terapeutycznego w terapii celowanej nowotworéw.

Praca ma tym samym istotne znaczenie dla rozwoju nauk biomedycznych i rozwoju

potencjalnych terapii przeciwnowotworowych.

Formalna ocena pracy:
Praca liczy 107 stron druku formatu A4, ma typowy, wiasciwy uktad i strukture
podrozdziatow charakterystyczng dla eksperymentalnych rozpraw doktorskich z tej dziedziny.
Wstep liczy 18 stron i zawiera wszystkie, niezbedne dla czytelnika informacje,
pozwalajace na sprawne zaglebienie si¢ w tematyke pracy doktorskiej. Jest napisany jasno i
przejrzyscie oraz w oparciu o dobrze dobrane zrédia literaturowe. Pewien niedosyt budzi

jedynie, moim zdaniem, relatywnie krétka czgs¢ Wstepu poswiecona katepsynie w chorobach
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nowotworowych oraz dotychczasowym prébom stosowania 3-bromopirogronianu (3BP) w ich
leczeniu. Ta cz¢s$¢ pracy wydaje si¢ bowiem najbardziej interesujaca i intrygujaca naukowo.

Cel pracy jest sformutowany precyzyjnie, klarownie i dobrze oddaje merytoryczng
zawarto$¢. Dla realizacji Celu Autorka sformulowata cztery zadania badawcze, po ktérych
rozwiazaniu mogta postawi¢ koncowsa tez¢ pracy. Sa to, w duzym uproszczeniu: 1)-ocena
potencjatu proliferacyjnego, migracyjnego i inwazyjnosci linii komérek nowotworowych jelita
grubego (Caco-2 oraz HCT 116) w obecnosci 3-bromopirogronianu (3BP); 2)-wplyw 3BP na
sekrecje 1 aktywno$¢ katepsyny B; 3)-wplyw katepsyny B na ekspozycije enzymu na
powierzchni blony badanych komorek; 4)- wptyw 3BP na aktywnos¢ enzymu i oceng jego
wrazliwosci na 3BP.

Rozdziat Materialy i Metody zajmuje 15 stron i zawiera wszystkie niezbedne opisy
procedur eksperymentalnych, materialéw oraz sposobu  przeprowadzenia kazdego z
eksperymentow do oceny przebiegu badan i analizy uzyskanych wynikéw. Szkoda, ze Autorka,
mimo przeprowadzania analiz pozwalajacych na policzenie komérek martwych, nie podaje tych
danych (procentowego udzialu) w opisie ilosci komérek wysiewanych do eksperymentow oraz
w ich trakcie. Nie zauwazytem w tym rozdziale opisu kontrolnych eksperymentow z proliferacja
linii komérkowych, w warunkach eksperymentu do oceny migracji (zarastania rysy) i
inwazyjnosci (szczegoélnie czasy 48h inkubacji) — bardzo prosze Autorke o informacje lub
komentarz w tej sprawie. Nie znalazlem szczegétowych informacji na temat: jak praktycznie
wyznaczano tzw. “granicg rysy” w testach migracji (granica ciagtosci komorek?; powierzchnia
wolna?; powierzchnia komoérek?). Chciatbym réwniez zwrdcié uwage na nieprawidiowe
zastosowanie sformutowania: ”...ekspresj¢  katepsyny B na powierzchni komérek...”.
Jakkolwiek Autorka w przypisie dodaje wyjasnienie, jednak dla mnie jako biochemika jest ono
nie akceptowalne.

Moje zastrzezenie budzi takze nie do kofica precyzyjny opis eksperymentéw z zastosowaniem
techniki FACS, z ktérego trudno zorientowaé si¢ w ilosci pomiardw i kontroli, ilo$ci komorek
poddanej analizie, ilosci powtorzen i catkowitej liczby analizowanych komérek kazdego typu.

W rozdziale 3.2.1.5 w opisie testu inwazyjnosci nie znalaztem informacji o czasie, w ktérym

przeprowadzano sam test migracji (Etap 2 na schemacie).
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Rozdziat Wyniki zajmuje 23 strony, jest klarowny i zwiezly. Przejrzysty tekst w bardzo
przyjazny dla czytelnika sposéb opisuje eksperymenty i ich wyniki. Merytoryczna zawartosé
zostanie przedyskutowana w dalszej czgsei recenz;ji.

Rozdzial Dyskusja zawiera 9 stron, a rozdzial Wnioski to pét strony z szescioma
wypunktowanymi wnioskami. Po nim nastepuje 1,5 stronicowe Streszczenie oraz 1,5
stronicowy Abstract oraz Spis ilustracji i Spis Tabel. Koncowa czescia pracy jest rozdziat
Bibliografia (20 stron; str. 87-107; ok. 20% objetosci rozprawy) zawierajacy spis cytowanych
prac w porzadku alfabetycznym.

Merytoryczna ocena pracy:

Celem pracy doktorskiej Autorki bylo: ,, ..poznanie skutkéw dziatania 3-
bromopirogronianu na te wtasciwosci komérek nowotworowych wybranych linii raka jelita grubego,
ktére decyduja o ich potencjale metastatycznym, a ktérych istotny element stanowi katepsyna B...”

Jest to temat bardzo interesujacy zaréwno z czysto poznawczego jak i medycznego,
potencjalnie terapeutycznego punktu widzenia. Co prawda katepsyna B jest enzymem kojarzonym
gtownie z lizosomami to jednak dane literaturowe wskazuja na jej obecno$é na powierzchni
komérek oraz na mozliwos¢ uwalniania tego enzymu (proenzymu) przez komoérke do macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Ponadto stwierdzono podwyzszona aktywno$é katepsyny B w stanach
patologicznych zwigzanych z chorobami neurodegeneracyjnymi (choroba Alzheimera, demencja), w
zespole Guillaina-Barrego, zapaleniu stawéw, zapaleniu przyzebia, miopatiach sarkoidalnych, czy w
chorobie Gauchera. Najwigcej zainteresowania budzi postulowana rola katepsyny B w proliferacji i
inwazyjnosci nowotwordw ze szczegdlnym uwzglednieniem nowotwordw jelita grubego, piersi czy
Jajnika. Prébowano wykorzystywa¢ aktywno$¢ katepsyny B jako czynnik prognostyczny ze wzgledu
na jej role w rozluznianiu struktury macierzy zewnatrzkomérkowej oraz ufatwianiu migracji i
metastazy komérek nowotworowych. Stad préby celowania terapii przeciwnowotworowej w
katepsyng B, a takze proby wykorzystania jej do ukierunkowania lekow antynowotworowych
najnowszych generacji.

Autorka w swojej pracy skupia si¢ na ocenie wybranych parametréw biologicznych komoérek
nowotworu jelita grubego modyfikowanych, z udziatem katepsyny, poprzez podawanie 3BP.

Wybor 3BP jest zwiazany z jego stosowaniem jako czynnika testowanego jako lek

antynowotworowy o dziataniu alkilujacym i hamujacym takze aktywnosé katepsyny B.
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Autorka w swoich pierwszych eksperymentach przeprowadzita analize efektu netto
przezywalnosci i proliferacji komoérek uktadu modelowego raka jelita grubego linii Caco-2 oraz
HCT-116, stwierdzajac brak wptywu 3BP na komérki linii Caco-2 oraz na obnizenie w/w
parametréw dla komérek HCT-116 w przypadku ich inkubacji przez 24h bez surowicy. W
zwigzku z tym mam pytanie do Autorki: jaki jest efekt inkubacji przez 48h? Pytanie jest o tyle
zasadne, ze w kolejnych eksperymentach np. testy migracji, inkubacje trwaty tez przez 48h.
Ponadto, ze wzgledu na pélokres trwania oraz mozliwos¢ wytapywania 3BP przez biatka
surowicy i obnizenia wolnego, dostgpnego dla komoérek 3BP wskazana bytaby kontrola lub
weryfikacja tego zjawiska.

Autorka dalej wykazata, ze 3BP obniza zdolno$¢ migracyjng obu linii komérkowych mierzona
testem zarastania rysy. Przy czym wykazano, ze linia HCT-116 jest bardziej wrazliwa na 3BP co
wydaje si¢ korelowa¢ ze zmniejszong przezywalnoscia w warunkach eksperymentu (Ryc. 11.B).
3BP réwniez obniza inwazyjno$¢ obu linii komérkowych, ale w réznym stopniu. Komérki
Caco-2 sa hamowane o okoto 60%, podczas gdy HCT-116 tylko o ok. 25%, czyli odwrotnie niz
w przypadku migracji. W tym miejscu nie do konica sie zgodze ze stwierdzeniem Autorki, co do
10% roznicy w inwazyjnosci pomigdzy kontrolnymi liniami w kontroli. Uwazam, ze nie ma
Pani przestanek eksperymentalnych ani wystarczajaco mocnych statystycznych danych, aby by¢
uprawniong do takiej tezy. Prosze Autorke o komentarz/dyskusje w tej sprawie.

Interesujace wyniki przyniosty testy aktywnosci katepsyny B w obu liniach komoérkowych (Ryc.
16 1 17) wskazujace na brak wptywu 3BP na aktywno$é wewnatrzkomérkowsq katepsyny B w
komorkach linii HCT-116. Indukuje to wprost automatycznie pytanie o przyczyne tego
zjawiska. Szczego6lnie w $wietle kolejnych badaf nad inhibicja oczyszczonego enzymu przez
3BP in vitro. (Ryc. 22). Natomiast sugestie Autorki przedstawione w Dyskusji (str. 74- 75) o
mechanizmach odrézniajacych odmienng reakcje aktywnosci katepsyny B na podanie 3BP na
obie linie nie do kofica thumacza potencjalne mechanizmy. Prosze Autorke o komentarz na ten

temat.

Mam zastrzezenie techniczne co do przeprowadzonego eksperymentu nad ekspozycia (nie

ekspresja) katepsyny B na powierzchni komérek. Pomiar tylko jednego tysiaca komérek, w tak
zaplanowanym uktadzie doswiadczen, i tylko w Jednym eksperymencie, nie uwazam za

miarodajny (o ile tak bylo), a jedynie mogacy sugerowaC pewien trend zachodzacy w
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komorkach. Ponadto Ryc. 18 i 19, a w szczegélnosci oznaczenie liczbowe na osi liczby
komoérek moze wprowadzi¢ w btad co do liczby (utamkowej) komérek z okreslona wartoscia
fluorescencji kanatu FL6.

Z badafi nad aktywnoscig enzymatyczng katepsyny B w obecnosci 3BP oraz znanych, silnych
srodkow alkilujacych wynika, ze 60% hamowania zapewnia 1,5 mM stezenie 3BP, podczas gdy
2-bromo-3-nitrofenon powoduje ponad 90% hamowania juz przy stezeniu 0,25mM, a 60%
hamowania - przy 0,05 mM. Wskazuje to na inhibicje kompetycyjna, a nie prosta alkilacje jako
mechanizm dziatania 3BP, czyli zjawisko zgodne z danymi literaturowymi. Analiza metoda
spektroskopii masowej pozwolita takze potwierdzi¢ brak alkilacji katepsyny B przez 3BP w
warunkach testu.

W przejrzystej i dobrze napisanej Dyskusji Autorka umiejgtnie przeprowadza czytelnika
przez uzyskane wyniki konfrontujac je z wezesniej uzyskanymi danymi eksperymentalnymi
przez inne zespoly badawcze w takich samych lub innych warunkach eksperymentu. Moje
zastrzezenie budzi jedynie wspomniane juz powyzej okreslenie ,.ekspresja btonowa” katepsyny
B oraz nadinterpretacja danych pochodzacych z eksperymentéw z zastosowaniem metody
FACS. W moim przekonaniu Autorka do$¢ niezrecznie sformutowata wniosek nr III (str. 79),
ktory powinien raczej dotyczy¢ obnizenia aktywnosci katepsyny B, a nie jej ilosci (poziomu

sekrecji) w medium hodowlanym, poniewaz pomiaru ilosci nie prowadzono.

Podsumowanie:

Za najwazniejsze osiagnigcia tej pracy uwazam dokonanie oceny potencjatu
migracyjnego i potencjatu inwazyjnego komoérek uktadu modelowego eksponowanych na 3BP.
Interesujaco wygladaja tez dane pokazujace rézna wrazliwo$é obu linii komérek
nowotworowych na hamowanie katepsyny B przez 3BP. Istotne znaczenie ma tez wykazanie, ze
3BP hamuje katepsyng B w spos6b odwracalny i niezalezny od potencjalnej aktywnosci
alkilujacej 3BP.

Wysoko oceniam wigc trafno$é dobranej tematyki, a w szczegblnosci oceng wpltywu

3BP na aktywnos$¢ i sekrecje katepsyny B w komérkach nowotworowych w kontekscie ich

potencjatu inwazyjnego.
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Autorka formutuje w spos6b sprawny i przejrzysty swoje hipotezy badawcze. W sposob
trafny dokonata doboru narzedzi badawczych i sprawnie oraz bardzo umiejetnie zostaly one
wykorzystane do prowadzenia pracy eksperymentalne;.

Praca jest napisana poprawnym jezykiem polskim, jest bardzo starannie przygotowana,
bez istotnych naleciatosci zargonu laboratoryjnego. Styl jest przejrzysty i tatwy do $ledzenia
toku rozumowania Autorki. Strone jezykowo-stylistyczng oceniam wiec jako bardzo dobra.

Bardzo dobrze oceniam dobor literatury i umiejetnos¢ selekcji istotnych publikacji przez
Autorke poniewaz ilo$¢ prac w tej tematyce jest dos¢ znaczna. Moim zdaniem, selekcja
odno$nikéw literaturowych mogtaby by¢ jeszcze bardziej rygorystyczna, gdyz bibliografia
zajmuje az ok. 1/5 objetosci pracy.

Wszystkie w/w uwagi, sugestie i pytania do dyskusji z Autorkg s w gtéwnej mierze
jedynie przyczynkiem do przedyskutowania interesujacych aspektéw jej pracy doktorskiej i nie
umniejszaja jej waloréw poznawezych i naukowych.

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani Izabeli
Szczuki pt. ,,Wptyw 3-bromopirogronianu na wiasciwosci katepsyny B w aspekcie potencjatu
metastatycznego komorek raka jelita grubego” spelnia wszystkie warunki okreslone w art.13,
ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr. 65, Poz. 595, z p6zniejszymi zmianami).

W zwiazku z tym prosz¢ Wysoka Radg o przyjecie rozprawy doktorskiej i dopuszczenie Pani

Izabeli Szczuki do dalszych etapow przewodu doktorskiego i publicznej obrony rozprawy
doktorskiej.
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