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Dr hab. Hanna Pruchnik, profesor UPWr Wroctaw, 13.03.2024 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Anny Marii Kubickiej

pt.: Ocena aktywnoSci przeciwnowotworowej nowych inhibitoréw heksokinazy II

Praca doktorska mgr Anny Kubickiej zostalta wykonana w Katedrze Biofizyki
Medycznej Instytutu Biofizyki na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Lodzkiego pod kierunkiem dr hab. Magdaleny FLabieniec-Wataty oraz promotorki pomocnicze;j
dr Karoliny Matczak. Czg$¢ badan opisanych w dysertacji byta przeprowadzona w ramach
wspdlpracy z Katedrg Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii Politechniki Slaskiej
oraz z doktorem Horacio Pérez-Sanchez z Katolickiego Uniwersytetu San Antonio w Murcji

(Hiszpania).

Zasadnos$¢ tematu rozprawy

Nowotwory sg wcigz jedna z glownych przyczyn $mierci ludzi na calym $wiecie. Z
powodu starzenia si¢ spoteczenstwa, zmian w stylu zycia, liczba zachorowan stale wzrasta.
Nowotwory sg chorobami bardzo ztozonymi, w ktorych bierze udzial wiele czynnikéw
genetycznych, $rodowiskowych i immunologicznych, dlatego wazne jest zrozumienie
mechanizmoéw ich powstawania oraz rozwoju, aby méc opracowaé skuteczne metody leczenia.
Konieczne jest rozwijanie i doskonalenie terapii onkologicznych, w tym testowanie nowych
zwiazkow jako potencjalnych lekéw o specyficznym dziataniu i niskiej toksycznosci wzgledem
komoérek prawidlowych. Przedstawiona do recenzji rozprawa magister Anny Kubickiej doskonale
wpisuje si¢ w nurt badan z zakresu nauk biologicznych ukierunkowany na wykorzystanie réznic
metabolicznych migdzy komérkami prawidlowymi i nowotworowymi jako potencjalnego sposobu
uzyskania selektywnosci terapeutycznej. Badania zrealizowane w ramach niniejszej pracy
dotyczg aktualnych i istotnych zagadnien zwigzanych z mozliwosciami wykorzystania nowych

inhibitoréw heksokinazy II (HKII) jako potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych. Inhibitory
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HKII mogg by¢ skuteczng strategiag terapeutyczng, poniewaz hamowanie tego enzymu moze
zaburzy¢ metabolizm glukozy w komérkach nowotworowych. Wybdr tematu badawczego jest jak
najbardziej zasadny i adekwatny.

Ocena pracy doktorskiej

Mgr Anna Kubicka przygotowala rozprawe doktorskg w formie monografii (170 stron),
ktorej struktura jest charakterystyczna dla empirycznych prac naukowych. Mamy wyodrebnione
wprowadzenie teoretyczne (I-II) oraz czgs¢ doswiadczalng (IV). Manuskrypt zostat podzielony
na 13 rozdziatow, wsrod ktorych znajdziemy: Materialy, Etapy pracy, Metody, Wyniki, Dyskusje,
Whnioski, streszczenie w jezyku polskim i podsumowanie w jezyku angielskim oraz spis literatury.
Rozprawe uzupetnia, dotaczony na poczatku manuskryptu, Wykaz stosowanych skrétéw. Ponadto,
jako rozdziat 9, przedstawiono Analize¢ SWOT w kontekscie zastosowania inhibitoréw HKII w
leczeniu nowotworéw. Pewna niekonsekwencjag w spisie poszczegolnych rozdzialow jest
stosowanie numeracji rzymskiej i arabskiej. Generalnie podzial tresci jest poprawny i zgodnie z
zasadami opracowania prac naukowych najwigcej miejsca mgr Anna Kubicka przeznaczyta na
przedstawienie i interpretacje wynikow badan wlasnych.

We Witepie Doktorantka podaje cechy i wiasciwosci charakterystyczne dla nowotwordow,
nakresla rozwdj i wspolczesne kierunki badan w terapii przeciwnowotworowej. W szczegolnosci
zwraca uwage na zmieniony metabolizm komoérek nowotworowych i mozliwo$¢ zastosowania
zupelnie nowych narzedzi, za pomocg ktérych mozna bytoby zahamowaé dziatanie specyficznych
enzymow, np. heksokinazy II. Doktadne omowienie metabolizmu komérkowego wraz z rozwojem
badan w tym temacie zostalo opisane w rozdziale pierwszym (I). Doktorantka wskazuje aspekty
metabolicznego przeprogramowania nowotworow. Na dotgczonych schematach (Ryc. 2, Ryc. 3)
przedstawia roznice miedzy oddychaniem tlenowym a glikolizg tlenowg w komorkach
prawidlowych i nowotworowych oraz zestawia metaboliczne powigzania — zalezno$ci zachodzgce
w komorkach nowotworowych. Opisuje znacznie heksokinaz, w szczegdlno$ci rolg heksokinazy
I w metabolizmie nowotworéw watrobowokomorkowych, ktorych przyczyny powstania oraz
metody leczenia sg zebrane w odrgbnym rozdziale drugim. Doktorantka szeroko
omawia/dyskutuje metody doswiadczalne i wirtualne stosowane w badaniach metabolizmu

komorkowego, podaje ich wady oraz zalety jak rowniez ograniczenia wystepujace w praktyce. Te
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fragmenty zawierajg szereg interesujacych aczkolwiek troche zaskakujgcych uwag: ,,W czasach,
w ktorych od badacza wymaga sig¢ uzyskania wielu wynikow (w tym powtdorzen eksperymentow) w
krotkim czasie, przy zachowaniu duzej elastycznosci w dysponowaniu swoim czasem w
laboratorium i poza nim — praca z wykorzystaniem oksygrafu moze nieco zniechecaé¢”. Prosz¢ o
komentarz:
v Czy wykonywata Pani pomiary przy uzyciu opisanych przyrzaddéw (oksygraf-2k i Seahorse
XFp Analyzer)?
v Czy mozemy moéwi¢ o wiarygodnym wyniku jesli nie wykonamy powtorzenia
eksperymentu? Co znaczy ,,krotki czas™? Co znaczy wiele wynikow?
W podrozdziale 2.6.2. Doktorantka analizuje wady i zalety coraz bardziej powszechnego
wykorzystania metod modelowania komputerowego w projektowaniu lekow. W swoich badaniach
réwniez opiera si¢ na wynikach uzyskanych technikami in silico. Prosz¢ o informacje jakie programy

czy tez techniki postuzyly do wyboru zwigzkow do dalszych badan eksperymentalnych.

Po obszernym wprowadzeniu literaturowym, w rozdziale III, Pani Anna Kubicka podaje
uzasadnienie podjecia tematu rozprawy i formutuje hipotez¢ badawczg. Przedstawia gtowny cel
pracy, ktorym jest ,, ocena przeciwnowotworowej aktywnosci nowych inhibitorow heksokinazy
Il (HKII) wyselekcjonowanych technikami in silico oraz wybdr najbardziej efektywnej
pochodnej (sposrod przebadanych) pod kqtem wykorzystania jej jako inhibitora HKII oraz
dofacza krotko sformutowane, szczegdlowe cele odpowiadajgce tematycznie postawionej
hipotezie badawczej. Stwierdzenie ,,wybor najbardziej efektywnej pochodnej” sugeruje, ze mamy
do czynienia z pewng grupg zwigzkdw. Prosze o komentarz i wyjasnienie — jakiego zwigzku

chemicznego jest to pochodna?

W kolejnym rozdziale, Materialy, Doktorantka wymienia materialy i odczynniki uzywane
do hodowli komoérkowych oraz do analiz. Podaje spis stosowanej aparatury. Omawia
wykorzystane linie komorkowe oraz zamieszcza struktury chemiczne trzech zwigzkéw wybranych
do badan in vifro. Wéréd wymienionych materialow zabrakto informacji o doksorubicynie: czy

lek zostat zakupiony komercyjnie, w jakiej postaci? Szkoda tez, ze nie zostaty podane petne nazwy
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zwigzkow, ktore zostaly wybrane in silico i byly przedmiotem testdw na aktywnos¢ HKII w
roztworze. Prosz¢ o wyjasnienie skrétow zwigzkdw zamieszczonych w tabeli nr 2 (KJU-11, KJU-
015 itd.) — podanie nazw chemicznych lub struktur badanych substancji.

Wiemy, iz ,, wyselekcjonowane metodami in silico zwigzki byly syntetyzowane lub modyfikowane
przez zespol z Politechniki Slgskiej . Prosze o doprecyzowanie informacji, czy wszystkie wybrane
do badan zwigzki byty zsyntetyzowane, w tym rowniez glimepiryd, indometacyna i benserazyd?
Czy wyniki dotyczace syntezy i analiz fizykochemicznych zwigzkow przedstawionych w tabeli nr

2 sg dostepne/opublikowane?

W pigtym rozdziale monografii mgr Anna Kubicka przedstawia kolejne etapy pracy
doktorskiej, a w szostym opisuje poszczegélne metody badawcze i procedury z nimi zwigzane.
Badania zostaly prawidtowo zaplanowane, a opis zastosowanych procedur jest klarowny i
wystarczajacy, aby da¢ mozliwo$¢é powtorzenia eksperymentow przez innych badaczy.
Doktorantka podaje przebieg oznaczen wykonywanych w okre$lonych warunkach
srodowiskowych, w tym temperaturowych. Prosze o uzupehienie, w jakiej temperaturze byty
prowadzone pomiary? Brakuje tez w opisie metodyki informacji w czym rozpuszczano zwigzki
bedace przedmiotem badan, przy czym musz¢ zaznaczy¢, iz uzasadnienie uzycia okreSlonej
kombinacji rozpuszczalnikéw znajdziemy w dyskusji (str. 120). W podrozdziale 6.6.1 Autorka
napisata, iz ,, Dodano rowniez [1U/mL] dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowq”, czy uzywajac
jednostki aktywnos$ci enzymu nie powinni$my poda¢ 1 U/mL, prosz¢ o komentarz. W
podrozdziale 6.9.5. opisano zasady metody oznaczania jonéw wapnia, w przebiegu metody mamy
podane iz ,,sondg Fluo-3 AM (4 uM/100 uL HBSS/dolek”, nastepnie usuwano roztwor sondy z
plytki i ,zastgpowano go roztworem HHBS”. Czy nie powinno by¢é HBSS? W wykazie

materialdw i w spisie skrotéw nie widnieje HHBS.

W zaleznosci od rodzaju zadania zastosowano szereg wlasciwie dobranych technik i metod
badawczych, w tym MTT, liza komoérek (aktywnos$¢ HKII, Western Blot, FRAP, aktywno$¢
kaspazy-3,-8,-9), analiza faz cyklu komdrkowego (metoda cytometryczna), pomiary reaktywnych

form tlenu i azotu, pomiary potencjatu btony mitochondrialnej, oznaczenie zawartosci glutationu,
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oznaczenie poziomu jonow wapnia (fluorymetryczna metoda z fluo-3 AM). Wlasciwe
zaplanowanie i mnogo$¢ wykonanych testéw wskazuje na dobre opanowanie warsztatu

doswiadczalnego i gotowos$¢ Doktorantki do samodzielnego prowadzenia prac badawczych.

Kolejne dwa rozdziaty (7 i 8) Wyniki i Dyskusja stanowig okoto 50% manuskryptu. W
rozdziale siodmym Doktorantka w przejrzysty i logiczny sposob, w postaci 38 wykresow i 6 tabel.
przedstawila uzyskane rezultaty. Kolejnos¢ prezentowania wynikow jest zgodna z opisem
poszczegbdlnych metod i odpowiada zatozonym celom. W pierwszym etapie, z uzyciem
odpowiednich narzedzi komputerowych, wyloniono grupe zwigzkéw o wlasciwosciach
hamujgcych aktywno$¢ HKII. Na podstawie wynikow testu inhibicji HKII z 16 zwigzkéw do
dalszej analizy aktywnosci biologicznej wybrano 3 znane i stosowane klinicznie leki: glimepiryd,
indometacyne oraz benserazyd. Oceniono ich zdolno$¢ inhibicji HKII w liniach komérkowych
raka watroby HepG2 i Huh-7. Nastepnie przeanalizowano wiasciwosci cytotoksyczne wobec
komorek nowotworowych. Sprawdzono takze interakcje miedzy badanymi zwigzkami a
doksorubicyng oraz, w kolejnych etapach, potencjalny synergizm przeciwnowotworowy takiego
ukladu. Analizowano zmiany potencjatu blonowego mitochondriow oraz poziom reaktywnych
form tlenu i azotu w obecno$ci poszczegolnych zwigzkdw oraz uktadu z doksorubicyng. Przy
uzyciu metod fluorymetrycznych i spektrofotometrycznych okreslono catkowity potencjat
antyoksydacyjny oraz oceniono zmiany poziomu glutationu. W ostatnim etapie badan sprawdzono
wptyw wybranych zwigzkoéw oraz ich kombinacji z doksorubicyng na indukowanie $mierci
komorek.

Dyskusja zostata przeprowadzona rzetelnie z zachowaniem chronologii wykonanych badan.
Mgr Anna Kubicka nie tylko przeanalizowata uzyskane wyniki, ale co jest bardzo istotne,
porownata je z doniesieniami innych autordw zajmujacych sie¢ podobng tematyka cytujac
adekwatne i aktualne publikacje. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu teoretycznym oraz o
solidnym podejsciu Autorki do omawianych zagadnien. Umiej¢tno$¢ wnikliwej, wielowatkowe;
dyskusji otrzymanych rezultatow wskazuje na bardzo dobrg znajomo$¢ zagadnien z zakresu
biologii molekularnej, biochemii i biofizyki. Doktorantka przedstawita rdwniez perspektywe

dalszych badan oraz ich znaczenie praktyczne.
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W opisie wynikow i/lub w dyskusji brakuje podanego wprost uzasadnienia, dlaczego sposrod
wielu znanych lekéw to doksorubicyna zostata wybrana do testéw? Prosz¢ o komentarz, jakie
kryteria o tym zadecydowaty?

Konieczne jest takze sprawdzenie cytotoksycznosci uktadu badany zwigzek/doksorubicyna
wzgledem komorek prawidlowych, co réwniez podkresla Doktorantka. W monografii
zamieszczony zostat specjalny rozdziat Analiza SWOT w kontekscie zastosowania inhibitorow
HKII w leczeniu nowotworéw. Jest to interesujgcy fragment pokazujgcy, iz Doktorantka ma
odpowiedzialne i krytyczne podejscie do uzyskanych wynikéw. Potrafi wskazac silne i stabe

strony dotychczasowej pracy oraz zaproponowac optymalne rozwigzania.

W rozdziale ,,Wnioski” Autorka ustosunkowatla si¢ do postawionej w pracy hipotezy
badawczej i wypunktowata najwazniejsze efekty dziatania badanych zwigzkoéw. Zgadzam si¢ z
Doktorantkg, ze uzyskane wyniki, w szczegolnosci stwierdzenie synergistycznego efektu
potaczenia glimepirydu z doksorubicyng, stanowig solidng bazg informacji oraz sg podstawg do
dalszych badan nad nowym schematem terapeutycznym w chorobach nowotworowych.

Mgr Anna Kubicka w dysertacji zacytowata az 268 odpowiednio wybranych,
anglojezycznych pozycji literatury, z uznanych czasopism naukowych opublikowanych, poza
uzasadnionymi wyjatkami, po roku 2010. Wlasciwy dobor piSmiennictwa $wiadczy o dobrej
znajomosci tematu i umiej¢tnosci $wiadomej krytycznej selekcji/analizy dostgpnych Zrddet

naukowych i danych literaturowych.

Na koniec podaje¢ kilka mniej istotnych uwag oraz o charakterze edytorskim:

v' Nie wszystkie uzywane w dysertacji skroty zostaly ujete w zalagczonym wykazie
stosowanych skrotow i symboli, np.: DAF -FM, DEVD, PPP, TOS, VWR, TBTS itd.

v' Nie zostata zachowana konsekwencja w stosowaniu rodzaju czcionki do wyrazen
anglojezycznych, w wykazie skrotow zapisywanych czcionka pochyls, w tekscie
manuskryptu roznie.

v' W rozdziale III Doktorantka podaje jako podpunkt a. Hipoteza badawcza. Nie wydaje si¢

konieczne punktowanie podrozdziatu, gdyz nie ma kontynuacji.
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v W pracy pojawily sie drobne biedy techniczne i edytorskie: powtorzenia, np. cytowania
literatury str. 64, (Morris i in. 1994, Togayachi i in. 2010)(Morris i in. 1994, Togayachi i
in. 2010), niepotrzebne kropki lub przecinki , np. ,,sposéb. .” , str. 26; nieliczne literdwki,
np.: ,,rozwdj badan na chorobami” str.16; brak w zapisie indeksow dolnych lub gornych,
np.: CO2, Ca2+; niepotrzebne odstepy lub ich brak, kropki wstawione w warto$ciach
liczbowych zamiast przecinkéw np. 21.1 %, 0.51Cso, itp.

v Niegramatycznie sformulowane zdania np.: ,, cytrynian i acetylo-CoA sq kluczowymi
produktéw posrednich w syntezie lipidow” str. 26; ,,... naplywajgc do mitochondriéw,
uzupelnienia produktéw posrednich cyklu Krebsa” str. 26; ,,W zaleznosci od dostgpnych
informacji strukturalne czgsteczek mozna wyréznic...”, str. 42; ,,W prawdzie w badaniach

przedklinicznych ..., ale ich .. ,, str. 117, ,,bardziej fluoryzujqgce;j” itp.

Podsumowanie

Praca doktorska Pani mgr Anny Kubickiej zawiera elementy nowosci naukowej, jest
opracowaniem naukowym stanowigcym oryginalne rozwigzanie problemu badawczego 1
przedstawia oryginalny wktad Doktorantki w dyscypling nauki biologiczne. Uzyskane wyniki sg
warto$ciowe ze wzgledu na aspekt poznawczy oraz majg znaczenie aplikacyjne w projektowaniu
potencjalnych lekéw do zastosowania w terapii przeciwnowotworowej. Nalezy podkresli¢, ze
kombinacja glimepirydu z doksorubicyng zostata zgloszona do opatentowania (Europejskie
zgloszenie patentowe: Pérez-Sanchez H., Tomezyk M., Legierski H., Matczak K., Kubicka A.,
Labieniec-Watata M. ,,Synergistic combination for the treatment of cancer”, 24 kwietnia 2023 r.).
Doktorantka wykonata wiele eksperymentdéw z uzyciem odpowiednio dobranych metod i narzedzi.
Otrzymata interesujgce wyniki adekwatne do postawionego celu, umozliwiajace zweryfikowanie
postawionej hipotezy. Doktorantka nie tylko zna i potrafi wykorzysta¢ szerokie spektrum technik,
ale posiada réwniez umiejetno$¢ krytycznej analizy uzyskanych wynikow i prowadzenia dyskusji.
Co wskazuje na dobre przygotowanie teoretyczne z zakresu realizowanego tematu. Biorgc pod
uwage przedstawiong do oceny rozprawe doktorska, jak rowniez doswiadczenie naukowe
Doktorantki (wspdtautorka trzech publikacji o sumarycznej liczbie MEiN=420 oraz 1F=18,02)

moge stwierdzi¢, ze mgr Anna Kubicka jest przygotowana do samodzielnej pracy naukowej.
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Whiosek koncowy

Stwierdzam, Ze przedstawiona do oceny rozprawa mgr Anny Kubickiej spetnia kryteria
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce stawiane pracom
doktorskim. W zwigzku z tym, uprzejmie wnioskuje do Komisji Uniwersytetu £.0dzkiego do spraw
stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie Doktorantki do dalszych

etapOw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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