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‘Recenzja rb'zp-rawy doktorskiej-
lek. Agaty Fo rkasiewicz

pt.: ,Rola biatka LDH-A w ucieczce przed apoptoza komoérek raka przelyku
w odpowiedzina TN F-a”

wykonahei na .Wydzi'ale-Nauk Medycznych
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu
pod kierunkiem dr hab. Katarzyny Augoff

1. OCENA MERYTORTCZNA PRACY

A. Temat pracy, trafnosé podjetej' problematyki badawczej i jej oryginalnosé

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi wartosciowe wyniki o charakterze podstawowym
stanowigcym obiecujacy potencjat aplikacyjny,-uzyskane dzigki kontynuowaniu badan promotora pracy
dr hab. Katarzyny Augoff w’dziedzinie badania roli plejotropowego czy‘nnika’ martwicy nowotworow TNF-a
w procesie nowotworzenia. Wpisujq sié, one w wieloletnie i intensywne poszukiwania w $wiecie nauki
mechanizmdéw odpowiedzialnych za rozwol i biologie nowotworéw €O moie przyczymé sie do opracowania
nowych, skuteczniejszych, tak bardzo oczekiwanych terapll tych schorzen.

Czynnik martwicy nowotworu TNF-a to wnelo_funl_nncy]na cytokina odgrywajqca wazna role w réznorodnych
zdarzeniach komérkowych, takich jak przezycie, proliferacja, réznicowanie i Smier¢ komoérek. Jako cytokina
prozapalna jest wydzielana przez komérki zapalne, ktére moga bra¢ udziat w karcynogenezie zwigzanej ze
stanem zapalnym. TNF peini swoje funkcje biologiczne poprzez aktywacje odrgbnych szlakow
sygnalizacyjnych, takich jak czynnik jadrowy kB (NF-kB) i N-koricowa kinaza c-Jun (JNK). NF-kB jest gtownym
sygnatem przezycia komorki, ktéry ma dziatanie antyapoptotyczne, podczas gdy utrzymujaca sie aktywacja
JNK przyczynia sie do Smierci komarki. Jesli chodzio riowotwbrzenie, to TNF znany jest wiasnie jako podwéjny
gracz. Z jednej strony moie by¢ endogennym promotorem nowotworu, poniewaz stymuluje wzrost,
proliferacje, inwazje i przerzuty komérek nowotworowych oraz angiogenezg nowotworu. Z drugiej strony
TNF moze by¢ zabdjca raka. To wiasnie ta wiasciwo$¢ TNF w wywotywaniu $émierci komérek nowotworowych
czyni go potencjalnym lekiem przeciwnowotworowym. Ostatnie badania skupiajq sie na uwrazliwianiu
komérek nowotworowych na apoptoze mdukowanq TNF. |

Zalozeniem prezentowanej rozprawy jest stmerdzeme e mechanlzmy determinujgce antyapoptotyczny
efekt dziatania cytokiny prozapalnej TNF-a, sq wciaz stabo poznane a komérki nowotworowe nie s wrazliwe

na cytotoksyczne dziatanie tego czynnika. Cytokina TNF-a w normalnym stanie fizjologicznym eliminuje
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uszkodzone komorki gospodarza wiaczajac proces apoptozy, jednak w komodrkach nowotworowych
uczestniczy w podtrzymywaniu ich proliferacii, iwiekszajqc ich potencjat migracyjny i inwazyjny. WigZac to
zjawisko z przeprogramowaniem metabolicznym, w ktdrym gtéwna rolg odgrywa wzrost produkcji mleczanu
oraz metaloproteinaz Autorka zadaje pytanie, czy zmiany metaboliczne zwigzane z adaptacja metabolizmu
zaleznego od dehydrogenazy mleczanowej LDH przez komdrki nowotworowe maja wptyw na uruchamianie
systemow blokujacych zewnatrzkomérkowy sygnat (badz sygnaty) do apoptozy, w tym zdolno$¢ przetgczania
$ciezki transmisji sygnatu stymulowanego przez TNF-a z proapoptotycznego na promujacy przeiycie?

Rak przetyku jest jednym z najbardziej agresywnych nowotwordw ztosliwych. W jego patogenezie bierze
udziat wiele czynnikéw, w tym utrzymujacy sie stan zapalny, obecnie uznawany za jeden z dziesigciu znakéw
szczegblnych nowotwordéw. Ze wzgledu na ztozono$¢ zjawiska nabywania przez komorki nowotworowe
opornosci na proapoptyczne dziatanie czynnika “TNF-a. oraz potrzeby poszukiwania nowych celéw
terapeutycznych, dogtebne 'poznanié biologii nowotwordw a w konsekwencji skuteczniejsze leczenie raka
przetyku, stanowi niezwykle aktualne zadanie dla badan biomedv;znych.

Rozprawa doktorska lek. Agaty Forkasiewicz jest przyktadem kontynuacji wieloletnich prac zespotu
zajmujgcego sie badaniem roli dehydrogenazy mleczanowej oraz czynnika martwicy nowotworéw TNF-a
W procesie nowotworzenia.’ : 2 ;

Wykorzystujgc model linii komérkowych raka przetyku KYSE150 oraz EC7 oraz wycinki tkankowe pobrane
podczas resekcji przetyku Autorka postawita sebie jako gtéwny cel pracy ocene udziatu dehydrogenazy
mleczanowej (LDHA) w ucieczce komoérek nowotworowych przed apoptozq, indukowang cytoking prozapalng
TNF-a :

Cel te zamierzata osiagna¢ poprzez szereg szczegbiowvch badar jakimi byty:

e analiza ekspresji gendw LDHA, LDHB, TNFA, TNFRSFIA TNFRSF1B oraz MMP9 w komodrkach raka
przetyku :

e analiza zmian produkcji biatka LDHA w tkankach raka przetyku

e analiza wptywu TNF-a na poziom LDH w komérkach linii kolmérkowych raka przetyku KYSE150 i EC7

e analiza wptywu chiszenié ekspresji ‘genu LDHA na uwrazliwienie komérek raka przetyku
na proapoptyczne dziatanie TNF-a .

e sprawdzenie czy oksamat sodu odblokowuje apoptoze i hamuje proliferacje zaleing od TNF-a
oraz czy wplywa na wydzielanie kwasu mlekowego w komérkach raka przetyku |

e sprawdzenie czy zahamowanie aktywno$ci LDHA wplywa na indukowana przez TNF-a migracje
komérek oraz sekrecie MMP9 w komérkach raka przetyku

B. Uzyskane rezultaty i ich znaczenie dla nauki i praktyki

W pierwszej czgsci badari, Doktorantka dokfadnie przeanalizowata poziom ekspresji genéw
kodujacych: czynnik martwicy nowotworu a (TNFA), podjednostki dehydrogenazy mleczanowej (LDHA
i LDHB), receptory 1 i 2 czynnika martwicy nowotworu o (TNFRSFIA i TNFRSF1B) oraz metaloproteinazy
(MMP9) w komérkach raka przetyku wykorzystujac dostepne dane w internetowej bazie TNMplot
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i poréwnata je do poziomu wyznaczoné_go dla tkanek kontrolnych bez nowotwordéw oraz tkanek guzéw
przerzutowych. Nastepnie - Doktorantka sprawdzita poziom produkcji dehydrogenazy mleczanowej A
analizujgc skrawki parafinowe barwione metoda immunohistochemiczng wykorzystujgc w tym celu
specyficzne przeciwciata skierowane przeciwko LDHA. W wyniku tych analiz Autorka zaobserwowata
Znaczace rdinice w poziomie ekspresji poszczegélnych gendéw -w odniesieniu do tkanek kontrolnych.
Ekspresja genéw LDHA i LDHB jest istotnie wigksza w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi.

Whyniki te potwierdza zwiekszona ilo$¢ biatka LDHA w analizowanych skrawkach tkanek nowotworowych.
Ponadto Autorka zaobserwowata w komérkach przerzutowych raka przetyku zwiekszony poziom ekspresji
gendw kodujacych obie podjednostki TNF oraz MMP9.

W toku dalszych badan, Doktorantka analizowata wptyw czynnika TNF-a na poziom LDH w komérkach
raka przetyku. Modelem badawczym w tym cyklu eksperymentéw byly linie komérkowe: KYSE150 - ludzka
linia komédrkowa ptaskonabtonkowego raka przetyku oraz linia komérkowa EC7 wyprowadzona z tkanki
nowotworowej raka gruczotowego przetyku. Uzywajac techniki RTqPCR do mierzenia zmian poziomow
ekspresji genéw kodujgcych podjednostke A i B dehydrogenazy mleczanowej w tych liniach Doktorantka
dochodzi do wniosku, ze TNF-a indukuje wzrost ekspresji obu genéw Natomiast wyciszenie ekspresji genu
kodujacego LDHA technikg siRNA nie powodu;e uwrazhwuema komérek raka przetyku na proapoptotyczne
dziatanie TNF-a. : : - 5

W kolejnej czesci prezentowanych wymkéw, Doktorantka uzywajac oksamatu sodu jako inhibitora
specyficznego dla LDHA w hodowlach badanych linii komdrkowych raka przetyku stwierdza, ze brak
aktywnosci izoformy LD5 co prawda nie odblokowuje aboptozv ale wplywa na hamowanie proliferacji
zaleinej od TNF-a oraz znacznie zmniejsza wydzielanie kwasu mlekowego w komarkach raka przetyku.

Podsumowujac wyniki ﬁrzedstawioné w swojej dysertacji Autorka wysuwa poniisze wnioski:

1. Hamowanie aktywnoséci LDHA w komorkach raka przetyku nie odblokowuje ciezki apoptotycznej
zwigzanej z TNF-a, a wiec nie géneruje zmiany odpowiedzi komdrkowej na TNF-a z
pronowotworowej na antynowotowrowa. :

2. Uzycie specyficznego inhibitora LDHA znosi promigracyjny efekt TNF-a na komorki raka przetyku oraz
hamuje indukowana przez TNF-a sekreqq MMP9, co wigze sig z ostabieniem aktywacji $ciezki
sygnatowej zwigzanej z Erk1/2. . -

3. Pomiedzy statusem glukozy z skutecznoscig odpowiedzi komérek nowotworowych na
pronowotworowe dzianie TNF-a istniej bezposrednia zalezno$c.

4. Oksamat sodu skutecznie hamUJe sekreqe mleczanu oraz dziata antyproliferacyjnie na komérki raka
przetyku. :

5. Uzyskane wyniki dajq podstawe do rozwazenia zastosowania inibitora LDHA w projektowaniu terapii
uzupetniajgcej u pacjentéw z rakiem przetyku.

C. Poprawnos¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i inte rpunkcyjna

Dysertacja ma ukfad typowy i liczy 93 strony. Praca napisana jest poprawnym jezykiem naukowym i przy
uzyciu wiasciwej terminologii. Na uwage zastuguje fakt precyzyjnego przedstawiania polskich nazw biatek
funkcjonujacych w literaturze branzowej czesto tylko w skrétach pochodzacych od nazw angielskich.
Szczegbétowa lektura pracy pozwolifa wykry¢ jedynie pojedyncze niedopatrzenia. Edycja pracy jest

prawidtowa, bardzo staranna i estetyczna (z oprawa wiacznie).
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2. OCENA METODOLOGICZNA PRACY
A. Dobér literatury, umiejetnoé¢ wykorzystania zrodet

W swojej dysertacji Doktorantka zacytowaia‘ 222 publikacje, powotujac sie 6- krotnie na wyniki zespolu,
w ktérym pracowata. Cytowane prace dobrane sa prawidfowo i przedstawiajg najnowsze odkrycia,
w wigkszoéci z ostatnich 10-15 lat z zakresu prezentowanego tematu.

B. Poprawno$éé formutowania probleméw i hipotez -

W wyniku przeprowadzonych badari Doktorantka sformutowata 5 szczegdtowych wnioskéw bedacych
odpowiedziag na sformutowany wczesniej cel gtéwny-pracy, jakim byfa ocena udziatu podjednostki A
dehydrogenazy mleczanowej (LDHA) w ucieczce komorek nowotworowych przed apoptoza, indukowang
cytoking prozapalng TNF-a na przykfadzie komorek raka przetyku.

C. Trafno$é doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnos¢ ich zastosowania

Modelem uzytym w badaniach byty dwie ludzkie linie komdrkowe raka przefyku: KYSE150 i EC7. Ludzka
linia komérkowa ptaskonabtonkowego raka p[ielyku KYSE150 pozyskana zostata komercyjnie w Merck
Leibniz- Insitute DSMZ (ACC375). Natomiast linia komdrkowa EC7 zostata wyprowadzona z tkanki
nowotworowej raka gruczotowego przetyku pobranej w trakcie protezowania przelyku w Zakladzie
Endoskopii Zabiegowej Katedry i Kliniki Chirurgii Ogdlnej, Maioinwazyjnej i Endokrynologicznej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu. Komérki zostaty pobrane od 68-letniego mezczyzny rasy kaukaskiej z wznowgq
raka gruczotowego przetyku. Profil genetyczny tej linii zostat okreslony za pomoca analizy STR (Short Tandem
Repeat) przez ATTC Cell Line Authentication Service. W dyskusji Autorka nadmienia , ze komorki linii EC7
prezentujq cechy macierzystych kom 6rek nowotworowych w odrdznieniu od linii KYSE150.

Ponadto, cze$¢ badari przeprowadzano na iatopionyc‘h w parafinie wycinkach tkankowych pobranych
podczas resekcji przetyku w celach diagnostycznych. Przeprowadzone badania byly wykonywane zgodnie
z wytycznymi Deklaracji Helsiriskiej oraz za zgoda Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu nr 156/2018. Autorka nie podata jedriak tematu, na ktéry wydana zostata wspomniana zgoda.

Metody molekularne i cytochemiczne wykorzystywane w pracy w celu wylaczania ekspresji genow,
a nastepnie w analizie ekspresji genéw i biatek zostaly- dobrane prawidlowo i stanowia standardowe,
nowoczesne techniki stosowane w tego typu analizach. :

Analize poréwnawcza poziomow - ekspresji wybranych genéw ‘wykonata wykorzystujac dane
z internetowej bazy TNMplot: differentia-gene expression analysis in Tumor, Normal and Metastatic tissues
nieparametrycznym testem Manna-Whitneya oraz testem-Dunna. W celu obnizenia ekspresji genu LDHA
Doktorantka uzyfa techniki siRNA, a poziomy transkryptu wybranych genéw badata z zastosowaniem reakcji
odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) i ilosciowe] reakcji taricuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR).
Poziomy ekspresji badanych biatek okreslata technikq Western blot a ekspresje biatek w tkankach okreslata
7 zastosowaniem barwienia immunochistochemicznego. Ocene proliferacji i apoptozy komorek raka przetyku
Doktorantka wykonata za pomocq standardowego testu cytotoksycznosci (MTT) oraz cytometrii
przeptywowej. Analize aktywnosci metaloproteinazy MMPS oraz sktadu izoenzymow LDH wykonata metodg
zymografii, a pomiar stgzenia mleczanu uwalnianego przez komérki analizowata spektrfotometrycznie.

Analizy zostaly przeprowadzone catoéciowo, zakonczone odpowiednig analizg statystyczng i dobrze

zilustrowane graficznie.
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D. Prawidtowos¢ uktadu pracy i struktury podziélu tresci

Ukiad rozprawy doktorskiej Pani Agaty Forkasiewicz jest zgodny Z normami przyjetymi do tego typu
opracowan.

Recenzowana rozprawa sklada sie z kllku rozdziatéw: Streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
Wprowadzenia, Celu pracy, Wynikéw, Dyskusji, Wnioskdéw, Materiatéw i Metod oraz Literatury.

Rozdziat zawierajgcy wprowadzenie do tematu pracy napisany jest wyczerpujaco i bardzo poprawie
merytorycznie. Autorka ciekawie i logicznie przedstawia kolejno najnowsze doniesienia z tematyki
prezentowanej pracy podsumowujgc przedstawione fakty jasnym celem pracy.

Rozdziat przedstawiajacy wyniki jest dobrze przygotowany, zawiera wiasciwie przygotowang do tego
typu wynikéw dokumentacje graficzng i tabelaryczna. g

Koricowym, bardzo interesujgcym rozdziatem rozprawy jest dyskusja, ktérg Autorka przedstawita
w bardzo syntetyczny i merytoryczny sposéb, zestaw:ajqc otrzymane wvmkl Z najnowszymi doniesieniami
naukowymi w dziedzinie. -

Dane uzyskane w toku realizacji _projékty doktorskiego zostaty wczeséniej czeSciowo opublikowane
w dwéch pracach: jednej przegladowej (2020) oraz jednej doéwiadﬁzalnej (2022 ). Obie prace zostaty
opublikowane w czasopismach z listy JCR o wysokim wspétczynniku wptywu IF oraz duzej lisci punktéw
MNiSW. Pierwsza praca zostata opublikowana w czasopismie Cell Molecular Biological Letters (IF — 8,702
i 100 pkt MNiSW). Wg informacji zawartych w-publikacji Doktorantka-jest w niej pierwszym autorem
i uczestniczyta w pisaniu manuskryptu. Kolejna praca opublikowana zostata w czasopismie Int J Mol Sci
(IF—5,6 i 140 pkt MNiSW). Autorka i p. W'ojciech'Stach s3 W niej wspdlnie pierwszymi autorami. W pracy tej
Doktorantka przeprowadzata czes¢ eksperymentéw, pisata manuskrypt oraz przygotowywata ryciny. Byta
réwniez odpowiedzialna za pozyskanie funduszy na realizacje projektu.

E. Uwagii propozycje "

Prace doktorska lek. Agaty Forkasiewicz uwazam za bardzo cenng i interesujaca. Moja ocena
merytoryczna rozprawy doktorskiej jest bardzo wysoka. Przedstawiony cykl badan jest bardzo dobrze
zaplanowanym zadaniem badawczym. Cele pracy zostaly zreallzowane a cze$¢ wynikow opublikowana
w wysoko punktowanym czasoplsmle

Doktorantka przygotowujac swoja dysertacje nie ustrzegta sie jednak btedéw i niescistosci.

1. Na wstepie prezentowanych wynikéw brak jest krotkiego opisu uzytych linii komérkowych
z zaznaczeniem kryterium ich wyboru w kontekscie realizowanych dowiadczen. Uzyte do badari linie
komérkowe s3 co prawda opisane szciegéiowo_ w rozdziale Materiaty i metody ale na poczatku
prezentowanych wynikéw waine jest aby jasno okresli¢ dlaczego akurat te linie wybrano jako
odpowiednie do zaplanowanych doswiadczeri i czym one sig réznia migdzy soba.

2. Moje zastrzeienia wzbudzajy prezentowane wyniki dot\iczace wyciszenia ekspresji genu LDHA.
Autorka opisuje na stronie 48, ie skuteczno$¢ wyciszenia produkcji biatka LDHA dla linii KYSE150
wynosi 38% a dla linii EC7 prawie 56%. Z analizy densymetrycznej umieszczonej na rycinie 6B wydaje

5
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sie ten wynik by¢ odwrotny. Smiem twierdzi¢, ze w p:rzypadku linii EC7 jest to nawet mniej niz podane
38%. Zamieszczona analiza zymograficzna (ryc. 6C) wydaje sig tez nie potwierdza¢ podanego
liczbowo wyniku. Ponadto prosze o informacjg, W ktérym dniu pb transfekcji badano skutecznos¢
wyciszenia genu LDHA i jak diugo ta warto$¢ utrzymywata sig w czasie.

3. Zdjecia umieszczone w rycinie 10', a szczegOlnie 11 sg bardzo ciemne co utrudnia ich interpretacje.
By¢ moze rozjasnienie lub inwersja koloréw pomoglaby w czytelniejszej ich prezentacji.

Ponadto, po lekturze przedstawionej dysertacji, pojawily sig zagadnienia, ktdre chciatabym poddac dyskusji
w trakcie wystapienia: : - ;

- Autorka twierdzi we wniosku koficowym, ze ,uzyskane przez nig wyniki dajg podstawe do rozwazenia
zastosowania inhibitora LDHA w projektowaniu terapii uzupetniajacej u pacjentéw z rakiem przefyku”.
Bardzo prosze o interpretacje czy ma Pani na ‘myéli tylko omawiany W pracy oksamat sodu jako analog
pirogronianu, specyficznie hamujacy aktywno$¢ podjednostki A dehydrogenazy mleczanowej czy moze
Pani rowniez zaproponowac inne inhibitory.” i ;

- Na jakiej podstawie Pani twierdzi, ze komorki linii-EC7 prezentujg cechy macierzystych komorek
nowotworowych? Jakimi cechami charakteryzuja sig. te komorki i co je odréznia od komorek linii

KYSE150?

Analizujac wyniki badari Doktorantki, ich zakres jak réwniez znaczenie dla badan podstawowych
nad biologia i terapia nowotworéw przetyku stwierdzam, ie praca doktorska pod tytutem ,Rola biatka LDH-
A w ucieczce przed apoptoza komérek raka prielyku w odpowiedzi na TNF-at” Pani lek. Agaty Forkasiewicz
spetnia warunki okreélone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 . art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie

wyiszym i nauce - (Dz. U. 22018 ., poz. 1668 z pdin.zm.).
W zwiazku z powyiszym whnioskuje o dopuszczenie lek. Agaty Forkasiewicz do dalszych etapow przewodu

doktorskiego. 5
Jednoczeénie, biorac pod uwage bardzo wysoki poziom recenzowanej rozprawy, warto$¢ naukowa
prezentowanych wynikéw oraz dorobek naukowy Autorki wnioskuje o wyrdinienie rozprawy doktorskiej

lek. Agaty Forkasiewicz stosowng nagroda.

Kierownik Katedry Biotechnologii
Instytutu Nauk Biologicznych

B hacbwebg
dyhaby Beata Machnicka, prof. UZ
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