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RECENZJA

rozprawy doktorskiej lek. Agaty Beaty Forkasiewicz
pt.: ,Rola bialka LDH-A w ucieczce przed apoptoza komorek raka przelyku w odpowiedzi na
TNF-a”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Augoff
na Wydziale Nauk Medycznych

Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy badan podstawowych majacych na celu
ustalenie, czy manipulacja poziomem badZ aktywnosciag enzymu dehydrogenazy mleczanowej (ang.
lactate dehydrogenase, LDH) mogtaby mie¢ wplyw na odpowiedz komorek raka przetyku na czynnik
martwicy nowotworow o (ang. tumor necrosis factor , TNF-a). Rak przetyku, ktory cechuje si¢ ztym
rokowaniem, jest jednym z najczesciej diagnozowanych nowotworéw na Swiecie. Wobec powyzszego
prowadzenie badan podstawowych, majacych na celu zrozumienie etiopatogenezy tego typu
nowotworu, jest uzasadnione. Badania przeprowadzone przez lek. Agate Forkasiewicz sg wazne,
poniewaz polegaty na zbadaniu wzajemnego wptywu badanych przez nig biatek na m.in. ucieczke
komorek raka przetyku przed programowang $miercig komorki, czyli apoptoza oraz zdolnosci
migracyjne ww. komorek.

Rozprawa doktorska, obejmujaca 93 strony, ma typowy uklad dla tego typu prac. Jest
podzielona na nastgpujace rozdziaty: Wprowadzenie, Cel pracy, Prace zwiazane z niniejsza
rozprawg, Wyniki, Dyskusja, Whnioski, Materialy i metody oraz Literatura. Uwazam, ze trzeci
rozdziat nie powinien byt znalez¢ si¢ w rozprawie, skoro w opisach wybranych rycin byto napisane,

gdzie pokazane wyniki zostalty wykorzystane. Wydaje mi si¢, ze niezbyt dobrym zabiegiem bylo




umieszczenie rozdziatu po§wieconego materiatom i metodom po wnioskach koncowych. Przed analiza
wynikow naturalnym jest zaznajomienie si¢ z zastosowanymi procedurami, aby moc przejs¢ do czesci
opisujacej uzyskane rezultaty. W rozprawie przed spisem tresci znajduja si¢ ponadto Streszczenia w
jezykach polskim oraz angielskim, ktore sg do$¢ dtugie. Kazde z nich miesci si¢ na czterech stronach,
co w zasadzie nie koresponduje z definicjg streszczenia. Piszac o strukturze pracy, wspomng takze o
tym, ze brakuje wykazu skrotow. Jest to o tyle istotne, ze Autorka rozprawy czesto nie ttumaczy
skrotow, ktore pojawiaja si¢ w tekscie (np. FC).

Wstep zostat bardzo dobrze napisany, co powoduje, ze czyta si¢ go ptynnie. Znajduja si¢ w
nim informacje dotyczace biologii raka przetyku, jego typow oraz czynnikow, ktore maja wpltyw na
inicjacje tego typu nowotworu. W tym rozdziale poruszane sg takze kwestie dotyczace powigzania
procesu zapalnego z rozwojem raka przetyku, a takze roli dehydrogenazy mleczanowej w procesie
nowotworzenia. Ciekawi mnie, jaka rol¢ przypisuje si¢ TNF-a w inicjacji, promocji i progresji raka
przetyku. Interesuje mnie takze mechanizm, dzigki ktoremu TNF-a poprzez aktywacje kinazy Erk1/2
prowadzi do ,lokowania” MMP9, CD26 oraz FAP-a. w tratwach lipidowych. Czy Doktorantka
moglaby podczas obrony odnies¢ si¢ do tych kwestii? Czy moglabym takze prosi¢ o wyttumaczenie
w trakcie obrony, czym sg ,,cytozolowe kompleksy indukujgce $mier¢ (Ila, IIb lub Ilc)” (str. 30 i 31)
oraz ,,potaczenia adherentne” w kontekscie mikrosrodowiska guza (str. 33)? Inna moja prosba dotyczy
wytlumaczenia efektu Pasteura, o ktorym Doktorantka pisze na str. 40. Mam w tym miejscu jeszcze
kilka drobnych zastrzezen. W opisie do tabel 2, 3 i 4 oraz rycin 1 i 2 brakuje podania odniesien
literaturowych. Kinaza NIK nie zostata pokazana na rycinie 2. Czy hierarchia czynnikow ryzyka
predysponujaca do rozwoju raka przetyku pokazana w tabeli 4 zostata ustalona przez Doktorantke?

W kolejnym rozdziale Doktorantka jasno nakresla, jaki Cel przy$wiecat jej pracy. Gtowny cel
Doktorantki zostat odzwierciedlony w tytule rozprawy doktorskiej.

W czgsei ,,Wyniki” Autorka rozprawy wiasciwie przedstawia rezultaty swoich badan, ktore
czesSciowo zostaly opublikowane. Uzyskane przez Doktorantke wyniki sg warto§ciowe i przyczyniaja
si¢ do lepszego zrozumienia, jakie funkcje petni TNF-a w progres;ji raka przetyku. Najciekawszymi
wynikami dla mnie sa te dotyczace wptywu TNF-a na migracj¢ badanych komoérek. Mam do
Doktorantki kilka pytan odno$nie wynikéw, mam tez kilka zastrzezen do tej czesci rozprawy. Wydaje
mi si¢, ze nie nalezatlo spodziewac si¢ spektakularnych wynikow z eksperymentow, w ktorych
obnizano poziom LDHA za pomoca siRNA, poniewaz poziom biatka spadat w obu liniach o ok. 40-
60%, a to jest za mato, aby doszto do znacznego spadku ilo$ci produkowanego przez LDHA mleczanu,
a w konsekwencji do zmian w analizowanych parametrach. To tlumaczytoby, dlaczego nie

zaobserwowano zmian m.in. w ilo$ci uwalnianego mleczanu (str. 53). Mozna bylo zoptymalizowaé



proces wyciszania ekspresji LDHA poprzez przetestowanie innych odczynnikéw do transfekcji
komorek siRNA badz zwigkszenie ilo$ci zastosowanego siRNA. Czy byly prowadzone takie
optymalizacje? O ile dobrze zrozumialam, to w trakcie realizacji ocenianej pracy zostala
wyprowadzona linia komoérkowa EC7, co stanowi warto$¢ dodang tej pracy. Nie podano w niej jednak
charakterystyki nowej linii komorkowej. Z zainteresowaniem przeczytatam publikacje¢, ktorg
Doktorantka wymienia w trzecim rozdziale, lecz takze w niej brakuje charakterystyki tych komorek.
Czy zostaly przeanalizowane jakie$ specyficzne dla komorek raka przetyku markery? W rozprawie
doktorskiej zostalo wspomniane, ze ta linia komorkowa charakteryzuje si¢ cechami komorek
macierzystych (str. 59). Czy mogtabym prosi¢ o wigcej szczegdtow na ten temat? Czy bardzo wysokie
stezenia oksamatu sodu (25 i 50 mM) sg st¢zeniami, ktdére sg powszechnie stosowane i nie
wywotujgcymi skutkéw ubocznych? Porownujac ryciny 6, 7 i 9, mozna wysnué¢ wniosek, ze sam
oksamat sodu w zastosowanych stezeniach ma pewien proapoptotyczny i antyproliferacyjny wptyw
na komorki. Szkoda, Ze nie pokuszono si¢ o szerzej zakrojong analize IHC skrawkéw z guzow EC.
Zwigkszenie liczby analizowanych przypadkow w potaczeniu z np. analiza piecioletniego wskaznika
przezywalnosci pacjentdw mogloby przynies¢ wartosciowe wyniki, szczeg6élnie gdyby przypadki
bytyby podzielone na podtypy ESCC i EAC, cho¢ guzéw podtypu ESCC byloby zapewne znacznie
mniej.

Czasami brakuje kompletu rezultatow dla danej linii komoérkowej badZz pokazane sa
niekompletne wyniki. Ma to miejsce np. dla analizy cytometrycznej ilosci komoérek apoptotycznych w
badanych warunkach. Te eksperymenty zostaly wykonane tylko dla komoérek EC7 (Ryc. 61 7). Innym
przyktadem jest test migracji (Ryc. 10), gdzie analiz¢ wptywu TNF-o w kombinacji z wyciszeniem
ekspresji LDHA lub zahamowaniem aktywnosci LDHA na zdolnosci migracyjne w warunkach 2-D
wykonano tylko dla komoérek KYSE150. Zastanawia mnie takze, dlaczego nie policzono komorek
KYSE150 po podaniu oksamatu sodu (test proliferacji, Ryc. 9). Szkoda, ze test MTT (Ryc. 9) nie
zostal wykonany takze po 72 h, skoro roéznice w liczbie komorek sa obserwowane wtasnie dopiero po
72 h (test proliferacji, Ryc. 9). Poza kwestiami formalno-edytorskimi, ktore omawiam ponizej, nie
mam juz innych zastrzezen do tej czesci rozprawy.

W Dyskusji Autorka rozprawy krytycznie odnosi si¢ do uzyskanych wynikow i porownuje je
z danymi opisanymi w dostepnej literaturze. Ta cze¢$¢ rozprawy jest bardzo dobrze napisana. Na
podstawie lektury tej czesci rozprawy mozna wysnu¢ wniosek o dojrzato$ci naukowej Doktorantki. W
tym rozdziale zostaty dodatkowo wyartykulowane opinie, co w nastgpnej kolejnosci powinno zostac

zrobione / zbadane. Podoba mi si¢, ze Doktorantka ma przemyslenia na ten temat. Bardzo dobrym



zabiegiem bylo umieszczenie po Dyskusji krotkiego rozdzialu Wnioski. Systematyzuje to
najwazniejsze osiggniecia Doktorantki.

W rozdziale Materialy i metody zostaly dos¢ wyczerpujaco opisane protokoty
poszczegolnych eksperymentow. Brakuje mi w tej czesci rozprawy wyodrgbnionego podrozdziatu
dotyczacego zastosowanych materiatlow. Zauwazylam, ze Doktorantka, wymieniajac odczynniki
podczas opisywania wybranej procedury, podawata firme oraz numer katalogowy. Niestety nie zawsze
te informacje zostaly zamieszczone (np. dla przeciwcial rozpoznajacych kaspaze 3 lub 8). Czy
mogltabym prosi¢ o wytlumaczenie, na czym polega ,,trypsynizacja réznicowa” (str. 65)?

Przechodzac juz do oceny rozprawy pod katem formalno-edytorskim, nalezy zwrdci¢ uwage
na fakt, Ze praca zostala napisana poprawnie pod katem jezykowym i jest starannie zredagowana.
Pojawito si¢ w niej niewiele literowek, drobnych btgdow gramatycznych oraz interpunkcyjnych.
Glownym moim zastrzezeniem jest tutaj uzywanie skrétow myslowych oraz niefortunnych wyrazen,
np., ,,Zapalenie w raku” (tytut jednego z podrozdzialéw); ,,Monocyty w TME polaryzuja klasycznie
do prozapalnych makrofagow typu M1 lub alternatywnie [...]” (str. 34); ,,[...] poprzez indukcje
czasteczki adhezji komorek naczyniowych-1 (VCAM-1) [...]” (str. 36). Doktorantka pisze takze
nagminnie o ekspresji biatek (str. 2, 21, 27, 29 i w wielu innych miejscach). Sformutowania
»ekspresja” i ,,nadekspresja” odnosza si¢ do genu. Mozemy napisaé ,.ekspresja LDHA”, ale w
odniesieniu do biatka LDHA piszemy 0 jego poziomie. Przeszkadza mi takze pisanie o ,,normalnych”
komorkach (str. 12, 41, 42, 45 czy 58), podczas gdy Autorka rozprawy ma na mysli komorki
prawidtowe. Obie powyzsze kwestie wynikaja z zastosowania kalki z jezyka angielskiego. Drobniejsze
niedociagni¢cia wymieniam poza recenzja.

Doktorantka wymienia 222 pozycji w czgsci Literatura. Prawie potowa zacytowanych Zrodet
(ponad 100) pochodzi z ostatnich 10 lat. Pozycje literaturowe zostaly prawidtowo dobrane, co
swiadczy o wlasciwym przygotowaniu teoretycznym Doktorantki. Nie rozumiem tylko, dlaczego w
spisie literatury poszczegdlne pozycje sa numerowane, skoro lista zrodet zostata uszeregowana
zgodnie z alfabetem, a w teks$cie zacytowane pozycje sa wymieniane z zachowaniem nazwisk
pierwszych autorow. Mam tutaj takze zastrzezenie dotyczace cytowania zrddet internetowych. Nie
zostaly one wymienione w cze¢sci o, Literatura”, nie zostaly takze podane daty dostepu do tych zrddet.

Pomimo wymienionych bledéw oraz uchybien recenzowana praca charakteryzuje si¢ sporg
warto$cig poznawcza. Zatozony cel zostat w wickszosci zrealizowany. Doktorantka wykazata, m.in.,
ze zahamowanie aktywnos$ci LDHA nie powoduje zwigkszenia puli komoérek apoptotycznych po
podaniu TNF-a. Zaprezentowane w rozprawie doktorskiej rezultaty, dotyczace zdolnosci

migracyjnych komorek w badanych warunkach, zostaty opublikowane w 2023 r. w artykule pt.: ,,Effect



of LDHA Inhibition on TNF-a-Induced Cell Migration in Esophageal Cancers” w czasopismie
International Journal of Molecular Sciences. Doktorantka jest pierwszym autorem tego artykutu.
Autorka rozprawy jest takze pierwszym autorem pracy przegladowej pt.: ,,The usefulness of lactate
dehydrogenase measurements in current oncological practice” opublikowanej w czasopismie Cellular
& Molecular Biology Letters w 2020 r. Praca ta jest tematycznie powigzana z zagadnieniami
poruszanymi w rozprawie doktorskiej.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. Art. 187 ust. 1-4 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 2018 poz. 1668). Reasumujac, przedstawiam
Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Medyczne wniosek o dopuszczenie lek. Agaty Beaty
Forkasiewicz do dalszych etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk

medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne.
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Przykladowe usterki stylistyczne, edytorskie, itd.:

nazwy tacinskie bakterii powinny by¢ pisane kursywa,

tytuty i opisy tabel powinny znajdowac si¢ nad nimi, a nie pod nimi;

zamiast polskich skrotdw opisujacych stgzenia wyrazone w % znajduja si¢ angielskie (w/v zamiast
w/o czy v/v zamiast 0/0);

Ryc. 3 — istotnosci statystyczne powinny by¢ zaznaczone nad stupkami, ktorych to dotyczy;
str. 21 ,,eksom” — powinno by¢ egzom,;

str. 28 1 w wielu innych miejscach ,,zewnatrzkomérkowa” — powinno by¢ pozakomorkowa;
str. 31 — ,,promujacych zapalenie i przezycie” — skrot myslowy;

str. 40 — ,,formy splicingowe” — czy chodzi tutaj o izoformy biatka, czyli rozne wersje biatka
produkowane na podstawie tego samego genu dzigki alternatywnemu sktadaniu mRNA?

str. 56 1 58 — ,,synergizuje efekt” oraz ,,moga synergizowaé z”’ — czy to nie sg skroty myslowe?
str. 67 — czy okreslenie ,,wpolimeryzowana” jest prawidlowe?

str. 68 oraz inne miejsca — ,,wizualizowano” - to jest nieprawidtowa kalka z jezyka angielskiego.
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