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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Anny Marii Kubickiej
pt.: ,,Ocena przeciwnowotworowej aktywnosci nowych inhibitorow
heksokinazy I1”

Niniejszg recenzje sporzadzitam w zwigzku z powotaniem mnie w dniu 19 grudnia 2023 roku przez
Komisje Uniwersytetu tddzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne,
reprezentowang przez prof. dr hab. Agnieszke Marczak - Przewodniczacg Komisji, na recenzenta w
postepowaniu doktorskim mgr Anny Kubickiej. Zgodnie z Ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668), w przedstawionej rozprawie doktorskiej
ocenitam oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz ogding teoretyczng wiedze Doktorantki
w dyscyplinie nauk biologicznych, a takze umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej
pod opieka promotora.

Ocena formalna

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Magdaleny tabieniec-Wataty prof. Ut
w Katedrze Biofizyki Medycznej Instytutu Biofizyki, na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska
Uniwersytetu todzkiego, w ramach Szkoty Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych Ut. Funkcje
promotora pomocniczego petnita dr Karolina Matczak. Badania naukowe wigczone do rozprawy
doktorskiej zostaty wykonane we wspotpracy z mgr. inz. Mateuszem Tomczykiem z Katedry Chemii
Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii, Wydziatu Chemii Politechniki Slaskiej, oraz z dr. Horacio
Pérez-Sanchez z Katolickiego Uniwersytetu San Antonio w Murcji, w Hiszpanii.

Rozprawa doktorska jest objetosciowo dosy¢ obszerna; opisana na facznie 170 stronach tekstu,
zawiera 47 rycin i 6 tabel, wykaz stosowanych skrétéw i symboli, Wstep literaturowy, rzadko
spotykane Uzasadnienie podjecia tematu pracy, a nastepnie Cze$¢ doswiadczalng, Etapy i Metody.



Kolejnymi duzymi rozdziatami sg 59-stronicowe omowienie wynikéw i 15-stronicowa Dyskusja,
podsumowanie wynikdw analizg SWOT, Wnioskami, streszczeniem w jezyku polskim i angielskim i
liczacq az 268 odnosnikéw czescig literaturowa. Jedng z cytowanych prac jest publikacja z pierwszym
wspoétautorstwem mgr Anny Kubickiej, opublikowana w roku 2022 w czasopismie z listy JCR
International Journal of Molecular Sciences, ktéra powstata w trakcie realizacji ocenianej rozprawy i
dotyczy charakterystyki inhibitorow heksokinazy 2. Wyniki uzyskane w trakcie realizacji rozprawy
doktorskiej staty sie takze podstawg europejskiego zgtoszenia patentowego z dnia 24 kwietnia 2023 r.
Zarowno struktura rozprawy jak i zawarto$¢ merytoryczna poszczegélnych jej czesci nie budzg
zastrzezen, a dobrze przygotowany Spis tresci utatwia lekture pracy. Podsumowujac, przedstawiona
do oceny rozprawa doktorska spetnia wymagania rozprawy monograficznej stanowiacej dzieto
naukowe. Zawiera wszystkie niezbedne elementy dzieta, takie jak podstawowe informacje
naukowe, dane eksperymentalne i omoéwienie oryginalnych wynikéw wtasnych.

Ocena merytoryczna

Celem ocenianej rozprawy doktorskiej byta ocena aktywnosci przeciwnowotworowej nowych
inhibitorow enzymu o nazwie heksokinaza, a doktadniej jej izoformy Il (HKII). Nadekspresja tego
enzymu jest obserwowana w komérkach niektérych nowotwordéw. Heksokinaza Il spetnia wazna role
w metabolizmie nowotworéw i stata sie celem terapeutycznym, zwifaszcza w poszukiwaniu
efektywnych terapii w leczeniu raka watroby. W czesci teoretycznej rozprawy, nazwanej w rozprawie
Wstepem, Doktorantka szczegdtowo przedstawita obecny stan wiedzy na temat metabolizmu
nowotwordéw. W interesujacy sposéb odniosta sie do zagadnien zwigzanych z bioenergetyka komérek
rakowych, przy czym szczegétowo omowita szlaki metaboliczne charakterystyczne dla komodrek
guzéw nowotworowych i dla komdrek prawidtowych. Podkredlita znaczenie efektu Warburga, a wiec
glikolizy tlenowej, w zaspokojeniu bioenergetycznych i biosyntetycznych wymagan szybko
proliferujgcych komérek nowotworowych. W oparciu o najnowsze doniesienia literaturowe
przedyskutowata zagadnienia zwigzane z przeprogramowanym metabolizmem komdrek
nowotworowych w odrdznieniu od komdrek prawidtowych, gtdéwnie zwigzanym ze zmienionymi
szlakami metabolizmu glukozy i glutaminy, zwiekszong ekspresja enzymoéw metabolicznych
zaangazowanych w lipogeneze, a takze w dostarczanie pétproduktdw metabolicznych do syntezy
aminokwaséw i nukleotydéw. Zauwazyta, ze komérki nowotworowe wykazuja pewng plastycznosé i
zdolno$¢ adaptacji do okreslonych czynnikéw $rodowiskowych, co wedtug najnowszych badan
mozliwe jest dzieki nietypowym w pewnych specyficznych warunkach, ukrytym funkcjom enzymoéw
metabolicznych, tzw. funkcjom moonlighting. Szczegétowo omodwita role heksokinazy I w
metabolizmie nowotworéw podkreslajac, ze jest to enzym specyficzny dla nowotwordw o wysokiej
aktywnosci glikolitycznej, katalizujacy reakcje fosforylacji glukozy do jej fosforanu w pozycji 6.
Podkreslita, ze HKII chroni komorki przed apoptozg indukowang stresem oksydacyjnym lub zmiang
przepuszczalnosci btony mitochondrialnej, a takze petni funkcje ochronng w autofagii komoérek w
odpowiedzi na niedobdr glukozy.

W drugiej czesci Wstepu Doktorantka omdwita przyczyny wystepowania raka watroby HCC i metody
terapii tego schorzenia, a takze podkreslita niskg skutecznos¢ prowadzonych terapii wynikajgca z
heterogennosci nowotworu. To ostatnie zjawisko zwigzane jest ze zmienionym metabolizmem
komérkowym i czesto z rozwojem opornosci na stosowane terapie. Wysokie poziomy ekspresji
heksokinazy Il w zmianach o charakterze przedrakowym uznawane sg za biomarker predykcyjny dla



rozwoju HCC, a w rozwinietych nowotworach wskazuja na zte rokowania, progresje choroby,
przerzuty i ewentualnie oporno$¢ na leczenie. Tak wiec, wybdér heksokinazy Il jako celu
terapeutycznego jest w petni uzasadniony. Doktorantka podsumowata, ze dotychczas stosowane
podejscia terapeutyczne polegajgce na zastosowaniu metforminy, 2-deoksy-D-glukozy czy 3-
bromopirogronianu oraz innych, bioinformatycznie wyselekcjonowanych inhibitoréw HKII, takich jak
benserazyd czy benitrobenrazyd, nie doprowadzity do uzyskania skutecznych lekéw przeciw HCC.
Finalnie Doktorantka omoéwita metody wykorzystywane w badaniach metabolizmu komérkowego,
wskazata ich zalety, wady oraz ograniczenia i obecne mozliwosci. W tej czesci nieco kolokwialnie
potraktowata niektére argumenty odnosnie stosowanych metod, piszac np. ze ,automatyzacja
pomiaru zwalnia badacza z obowigzku ciggtego monitorowania”, bo zaoszczedzony czas ,moze
przeznaczy¢ na inne dziatania” czy ,praca z wykorzystaniem oksygrafu moze nieco zniecheci¢”. Takie
uwagi, jako mato istotne, niekoniecznie musiaty znalez¢ sie w powaznej pracy naukowe;j.

Z racji petnionej funkcji recenzenta chciatabym zwrdéci¢ uwage Doktorantki na pewne nieprecyzyjne
wyrazenia obecne w tej czesci rozprawy, ktére jednak w wiekszosci nie wymagaja komentarza
podczas obrony.

Str. 24: Zdanie ,,..wiele z powszechnie wystepujacych w nowotworach mutacji onkogendéw i genéw
supresorowych, ktére regulujg metabolizm glukozy, jest réwniez zaangazowanych w regulacje
metabolizmu glutaminy...” jest merytorycznie btedne, bo to nie mutacje s3 zaangazowane w
regulacje metabolizu, a geny z mutacjami.

Str. 25: W zdaniu ,,Zahamowanie lub ablacja tych enzyméw prowadzi do zmniejszenia proliferacji i
wzrostu guza.” Jest to za duzy skrét myslowy. Powinno by¢ ,,Zahamowanie aktywnosci enzymoéw”, a
co do uzycia stowa ,ablacja” to prosze Doktorantke o wyjasnienie co autorka miata na mysli.

Str. 26: | ponownie bardzo zargonowe wyrazenie ,komdrki nowotworowe przekierowuja wegiel z
glikolizy do szlaku PPP” oraz enzymy wptywajace na ,przeptyw wegla” (str. 37). Moim zdaniem lepiej
bytoby uzyé zwrotu ,zwigzki bogate w atomy wegla”.

Str. 29: To nie stezenie glukozy hamuje aktywno$¢ enzymu, tak jak to napisano w zdaniu ,aktywnos¢
HKIII jest hamowana przez fizjologiczne stezenia glukozy”

Str. 37: Zastosowano zbyt duzy skrét myslowy w zdaniu ,badania oparte na ptytkach 96-, 24-, 12-
dotkowych”.

Str. 42: niepoprawnie uzyto wyrazenie ,skrystalizowana struktura biatka”. Jest tez niespdjnos¢ w
stowie screening (selekcja, badania przesiewowe) — raz jest uzyte ,screeningu”, a innym razem
»screening’u”? Moze lepiej bytoby uzy¢ spolszczonej nazwy ,,skrining” z polska deklinacjg?

Zagadnienia omoéwione we Wstepie dobrze wprowadzajg czytelnika w aktualny stan wiedzy
dotyczacej metabolizmu komédrek nowotworowych i metod badania szlakéw metabolicznych,
szczegolnie tych dotyczacych raka watrobowo-komérkowego (HCC). Jednoczesnie $wiadcza o
rozlegtej ogdlnej wiedzy teoretycznej Doktorantki w uprawianej tematyce badawcze;j.

W kolejnej czesci rozprawy Doktorantka racjonalnie uzasadnita podjecie badan nad heksokinaza Il.
Postawita hipoteze badawczg, ze nowe inhibitory poprzez zahamowanie aktywnosci fosforylujacej
HKII, bedg efektywnymi zwigzkami przeciwnowotorowymi i ze zwigkszg indeks terapeutyczny
znanych cytostatykdw. Precyzyjnie sformutowata cele czastkowe czterech zaplanowanych dziatan, a
mianowicie ocene wplywu wybranych zwigzkéw na aktywnos$¢ HKII, analize aktywnosci



przeciwnowotworowej badanych zwigzkéw, wybér trzech najbardziej obiecujacych potencjalnych
inhibitoréw HKIl oraz zbadanie wptywu trzech wybranych inhibitoréw na indeks terapeutyczny
cytostatykow.

W rozdziale Materialy i Metody Doktorantka opisata detale podejscia eksperymentalnego w
realizacji pracy doktorskiej. W rozdziale tym nie ustrzegta sie pewnych niescistosci w opisie
poszczegblnych doswiadczen. | tak np. w punkcie 6.6.1 (nie wiem, dlaczego 6.6.1 bo wystarczytoby
6.6.) opisuje procedure oznaczenia aktywnosci heksokinazy Il w warunkach ,in solution” i ,,in vitro”.
Dobrze bytoby juz tutaj wyttumaczyé, co to znaczy aktywnos$¢ HKIl w roztworze (a nie in solution), a
co w warunkach in vitro. Co wiecej, uzyte tutaj rozrdéznienie jest moim zdaniem nieprecyzyjne, bo
niezaleznie czy test jest robiony z uzyciem czystego enzymu, lizatu komdrkowego, czy tez w samych
komorkach, to zawsze jest to metoda poza organizmem, w szkle, a wiec in vitro. W opisie Zasady
metody pojawit sie tez btad wynikajacy z niedopowiedzenia istotnego faktu, a mianowicie po zdaniu:
W tesécie wykorzystanym do oceny aktywnosci HKIl w roztworze oraz w komérkach, wykorzystano
zdolno$¢ tego enzymu do przeksztatcania glukozy w glukozo-6-fosforan.” Doktorantka pisze, ze , W
procesie tym (a wiec jak w powyziszym zdaniu — fosforylacji glukozy) glukozo-6-fosforan ulega
utlenieniu przez dehydrogenaze glukozo-6-fosforanu, co prowadzi do powstania NADPH....”, co
oczywiscie jest skrotem myslowym. Poprawnie powinno by¢ , W kolejnym procesie ....” . Ponadto, czy
NADPH jest produktem ubocznym? Produkt uboczny to produkt powstajacy z tego samego substratu
w innej reakcji i tworzy sie z nizszg wydajnoscig niz produkt gtéwny. W przypadku transformacji
NADP* do NADHP jest to gtowny (i jedyny) produkt tej reakcji redukcji.

W sekcji 6.6.1. brak poprawnego opisu zasady oznaczenia aktywnosci HKII, tj. wyttumaczenia skad
bierze sie barwny produkt przemiany. Jaki proces zapewnia pojawienie sie diagnostycznego pasma w
UV? Czym rdini sie oznaczenie aktywnosci HKIl w roztworze i w komdrkach i dlaczego pomiar
kolorymetryczny jest przy innym Amax W obu tych przypadkach? W opisie brak jest informacji jak
wykonuje sie poszczegélne oznaczenia; nie wiadomo, do ktérych testéw uzyto czystego enzymu,
lizatu komdrkowego czy tez komdrek hodowanych na ptytkach 96-dotkowych. Jesli test byt wykonany
w komédrkach nowotworowych to dlaczego do testu dodawano heksokinaze Il oraz dehydrogenaze
G6P? Pytania te wymagaja wyjasnienia podczas publicznej obrony rozprawy doktorskiej.

Podsumowujac, pragne podkresli¢, ze Cze$¢ doswiadczalna zostata opracowana starannie, z
podaniem niezbednych szczegétéw eksperymentalnych, zaréowno w zakresie materiatow jak i
metodyki, z wyjatkiem kilku wspomnianych niedoktadnosci, ktére wzbudzity moje watpliwosci. Dla
kazdego eksperymentu zastosowano identyczny schemat opisu podajac najpierw Zasade dziatania
metody a nastepnie Przebieg oznaczenia.

Recenzowana rozprawa doktorska wykonana przez Panig mgr Anne Marie Kubicka obejmowata
badania biologiczne serii zwigzkéw - potencjalnych inhibitoréw enzymu HKIl, wyselekcjonowanych w
bioinformatycznych badaniach przesiewowych przeprowadzonych przez zespét bioinformatykéw z
Katolickiego Uniwersytetu San Antonio w Murcji, a nastepnie syntetycznie wytworzonych przez mgr.
Inz. Mateusza Tomczyka z Katedry Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii Wydziatu
Chemii Politechniki Slaskiej.

Badania biologiczne zostaty opisane w rozdziale Wyniki, a otrzymane rezultaty omdéwione w rozdziale
Dyskusja. Najbardziej istotnym jest fakt, ze Doktorantka w tescie aktywnosci rekombinowanej
(czystej) heksokinazy Il oznaczyta aktywnos¢ inhibitorowa 16 réznych, wyselekcjonowanych wczeéniej
zwigzkéw i z tej grupy wybrata trzy — benserazyd, glimepiryd i indometacyng — do dalszych badan.



Podstawg wyboru byta wykazywana aktywnos$¢ inhibitorowa w stosunku do enzymu KHIl i fakt, ze sg
to juz stosowane leki. | tutaj mam pytanie, dlaczego nie podjeto badan zwigzkéw wykazujacych
wyzszg aktywnos¢ inhibitorowg w stosunku do HKII, takich jak np. KJU-015 i KIU-011, ktére byly
trzykrotnie bardziej aktywne niz wybrany benserazyd? Zwigzek ten byt najstabszym inhibitorem
sposrdd trzech wyselekcjonowanych zwigzkéw w tescie komdérkowym prowadzonym w komoérkach
Huh-7 i HepG2 i jego aktywno$¢ inhibitorowa byfa niezalezna od stezenia. Warto zauwazy¢, ze
aktywnos¢ inhibitorowa wyselekcjonowanych zwigzkéw Glim, Ben i Indo w stosunku do HKIl byta
nizsza niz aktywnos¢ wzorcowej kontroli pozytywnej, jaka byt 3-bromopirogronian. W badaniach
komérkowych wybrano dwie linie komérkowe Iludzkiego raka watrobowokomoérkowego, a
mianowicie linie Huh-7 i linie HepG2, a jako linie prawidtowg stosowano linie komdérek srédbtonka
mikronaczyniowego HMEC-1, wszystkie pozyskane komercyjnie z ATCC (USA) i ECACC (UK). Obie
testowane linie komdrkowe raka wykazaty podwyiszony poziom ekspresji docelowego biatka w
poréwnaniu do poziomu HKIl w linii prawidtowej. Testowane zwigzki okazaty sie by¢ stabo
cytotoksyczne w tescie aktywnosci mitochondrialnej komaérek Huh-7 i HepG2 (nie chodzi tu o spadek
proliferacji, jak to jest napisane na str. 71) i w stezeniach co najmniej 300 uM wykazywaty niewielki
efekt synergiczny w stosunku do aktywnosci doksorubicyny. Doktorantka wykazata, ze doksorubicyna
wywotuje efekt cytotoksyczny w stezeniach trzy rzedy wielkosci nizszych niz badane zwigzki. Mozna
zatem postawi¢ pytanie, czy zasadne byto dalsze badanie aktywnosci przeciwnowotworowej
wyselekcjonowanych zwigzkéw nakierowanych na inhibicje aktywnosci biatka HKII? Doktorantka nie
poddata sie i stosujac odpowiednie sondy fluorescencyjne przebadata wptyw trzech testowanych
inhibitorow, takze w mieszaninie z doksorubicyng, na poziom reaktywnych form tlenu i azotu w
komérkach Huh-7 i HepG2 inkubowanych przez 72 godz. Wykazata, ze badane inhibitory maja
potencjat do indukowania produkcji RFT i RFA w obu testowanych liniach komdrkowych, natomiast w
mieszaninie z doksorubicyng w stezeniu ICso i 0,5 ICso wyniki byty zréznicowane, od synergicznego
wzrostu poziomu RFT/RFA, po brak zmian w stosunku do tych obserwowanych dla pojedynczych
zwigzkow. Zaobserwowata takze, ze zaréwno pod wptywem trzech testowanych zwigzkéw jak i w
skojarzonym podaniu z doksorubicyng nastepuje podobny spadek potencjatu btony mitochondrialnej,
bedacy wynikiem depolaryzacji btony komdrkowej. W kolejnym tescie, tzw. tescie FRAP, sprawdzany
byt catkowity potencjat antyoksydacyjny komdrek poddanych dziataniu testowanego zwigzku. W tym
tescie Doktorantka okreslita kolorymetrycznie zdolno$¢ lizatu komdrkowego do redukcji sondy
chemicznej zawierajacej jon zelaza Fe(lll) do jej barwnej pochodnej z jonem Fe(ll) i stwierdzita, ze
zaréwno pojedyncze inhibitory, jak i ich mieszaniny z doksorubicyng wywotujg spadek wtasciwosci
przeciwutleniajgcych, a wiec obnizajg wtasciwosci redukujgce komorki. Poniewaz wolne rodniki mogg
by¢ takze zredukowane przez glutation, Doktorantka w takich samych lizatach oznaczyta poziom
zredukowanego glutationu i zaobserwowata spadek jego poziomu, bardziej wyrazny w komdrkach
linii Huh-7 w poréwnaniu do komdrek HepG2. Moim zdaniem, wyniki te sg spdjne z wykazanym
wczesniej potencjatem testowanych zwigzkéw do indukcji stresu oksydacyjnego, co oczywiscie
przektada sie na nizszy potencjat redukcyjny komorki. Ciekawym badaniem wykonanym w ramach
charakterystyki biologicznej trzech wytypowanych zwigzkéw byta ocena wptywu glimepirydu,
indometacyny i benserazydu na rozkfad faz cyklu komérkowego w komdrkach Huh-7 i HepG2. Wyniki
badan wykonanych przez Doktorantke z wykorzystaniem cytometru przeptywowego zostaty
szczegoétowo stabelaryzowane w Tabelach 5 i 6 (szkoda, ze nie przedstawiono oryginalnych
wykreséw, przynajmniej przyktadowych). Dla kazdej z faz cyklu komérkowego podano wyznaczong
warto$¢ procentowg oraz poziom istotnosci statystycznej, w wiekszosci o wartosci p<0,001 wzgledem
kontroli. Badania te wykazaty, ze badane zwigzki wywotujg wzrost odsetka komérek apoptotycznych



w fazie subG1, takze w przypadku ko-inkubacji z doksorubicyng. W kolejnych etapach Doktorantka
podjeta sie zbadania w jakim procesie, na jakim szlaku nastepuje $mieré komédrki. Wykorzystujac
testy ze specyficznymi substratami dla kaspaz 3, 8 i 9, wykazata, ze Smieré¢ komoérek traktowanych
badanymi zwigzkami, takze w skojarzeniu z doksorubicyng zachodzi poprzez aktywacje inicjatorowej
kaspazy 9 na szlaku mitochondrialnym i wykonawczej kaspazy 3. Temu procesowi towarzyszy
wewnatrzkomoérkowy wzrost poziomu jonéw wapnia. Podjeta sie takze okreslenia intensywnosci
procesu autofagii wykorzystujagc do tego celu fluorescencyjng pochodng dansylowa sprzegniety z
kadaweryng. Wyniki tych badan nie wniosty informacji co do istotnego wptywu badanych inhibitorow
HKIl na przetrwanie komdrek, gdyz wykazano, ze jedynie najmniej toksyczny benserazyd podnosi
poziom autofagii w obu testowanych komdrkach. Pozostate wyniki badan nie osiggnety statystycznej
istotnosci.

Przeprowadzona przez Doktorantke dyskusja wynikéw w pierwszym etapie dotyka problemu
sktonnosci inhibitordw heksokinazy Il do tworzenia agregatéw w roztworach wodnych i buforach, co
moze przyczynia¢ sie do uzyskiwania wynikéw fatszywie pozytywnych w badaniach przesiewowych.
Nie rozumiem, jak to zjawisko moze zachodzi¢ w wymienionych tutaj testach wirtualnych.
Doktorantka wzmiankuje, ze zastosowanie DMSO i ewentualnie Tween-80 moze by¢ rozwigzaniem
problemu rozpuszczalnosci agregatéw, ale tez moze prowadzi¢ do zafatszowania wynikéw, jako ze
DMSO moze dawac addukty z niektérymi lekami (jak np. z cis-platyng). To ostrzezenie nie przetozyto
sie jednak na konkretng informacje, czy w pracy doktorskiej zostaty wykonane badania
rozpuszczalnosci testowanych inhibitoréw HKII i jesli tak, to finalnie jaki/ktory rozpuszczalnik byt
zastosowany do przygotowania roztwordw glimepirydu, indometacyny i benserazydu. | do czego
postuzyt DMSO wymieniony jako reagent stosowany w badaniach (str. 10).

Doktorantka szczegétowo przedyskutowata wtasciwosci testowanych inhibitoréw HKIl w kontekscie
najnowszych danych literaturowych. Wspomniata m.in. o kontrowersyjnym wptywie glimepirydu na
komdorki rakowe, gdyz lek ten z jednej strony zwigksza ryzyko zachorowania na raka np. u pacjentéw z
cukrzyca typu 2, a z drugiej strony ma pozytywny wptyw na zahamowanie wzrostu guza okreznicy czy
glejaka. Podkreslita jednak, ze w jej testach glimepiryd wykazywat cytotoksyczno$é (tutaj zndw
btednie uzyte ,hamowat proliferacje”) w obu badanych liniach komérkowych, a efekt byt synergiczny
w obecnosci doksorubicyny. Nie bardzo rozumiem skad mowa o cytotoksycznosci antracykliny w
komédrkach HepG2 poddanych dziataniu indometacyny i benserazydu (str. 123). Mam tez uwage
odnosnie uzycia nazwy ,biatko ksiezycowe” (str. 124, 130), w stosunku do biatka, ktére wykazuje
inne, niestandardowe (ukryte) wifasciwosci. W tym przypadku moze lepiej zastosowaé nazwe
angielska biatko moonlighting? Chciatabym tez zwréci¢ uwage na tendencje Doktorantki do
nadinterpretacji niektérych wynikéw, jak np. w przypadku badania indukcji procesu autofagii, gdzie
po zdaniu ,W niniejszych badaniach indukcja procesu autofagii byta niewielka lub nie wystepowata
(po zastosowaniu samych zwigzkdw w komdrkach Huh-7)”, pisze, ze ,Widoczny wzrost procesu
autofagii zaobserwowano po zastosowaniu kombinacji glimepirydu, indometacyny badz benserazydu
z doksorubicyng w stezeniu ICsp.” Opinia ta opiera sie na wyniku statystycznie nieistotnym, stad nie
jestem pewna, czy uprawnione jest stwierdzenie, ze ,Moze to sugerowaé, ze uszkodzenia wywotane
przez badane zwigzki s na tyle duze, ze proces autofagii nie jest w stanie ich usungé i tym samym
uchroni¢ komorki przed $miercig.”

Sumarycznie, otrzymane przez Doktorantke wyniki pokazaty, ze wszystkie trzy badane zwigzki hamuja
aktywnos¢ heksokinazy I, sa cytotoksyczne w wyzszych stezeniach w obu testowanych liniach
komorkowych, wykazujg potencjat prooksydacyjny i prowadza do s$mierci komoérki na drodze



indukowanej na szlaku mitochondrialnym apoptozy. Wyniki te stanowig silng strone wedtug analizy
SWOT, ktéra Doktorantka przeprowadzita w koricowym etapie rozprawy doktorskiej. Do stabych
stron zaliczyta fakt, ze badane inhibitory wykazujg brak selektywnosci do biatka docelowego.
Wspomina takze o tworzeniu agregatow, ale ten problem wymaga wyjasnienia, bo Doktorantka nie
opisata zadnych probleméw i badan w tym zakresie. W mojej opinii otrzymane wyniki otwierajg
droge do dalszych, bardziej zaawansowanych badan w kontekscie potencjalnych lekéw
przeciwnowotworowych, takze dziatajacych synergicznie z juz stosowanymi chemioterapeutykami.

Podsumowanie

Doktorantka wykazata sie szeroka wiedzg w tematyce rozprawy doktorskiej i zrealizowata zatozone
cele badawcze uzyskujac oryginalne wyniki dotyczace wptywu trzech inhibitorow heksokinazy Il na
procesy komoédrkowe zachodzace w dwéch liniach komédrek raka watroby. Praca jest
eksperymentalnie obszerna, przeprowadzona rzetelnie i zgodnie z wysokimi standardami
naukowymi. Wachlarz zdobytej wiedzy i umiejetnosci praktycznych spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim. Doktorantka wykazata sie samodzielng praca naukowa, dokonata szeregu
istotnych obserwaciji i zidentyfikowata mechanizmy cytotoksycznego dziatania badanych zwigzkéw
w komérkach rakowych, ktére moga by¢ dalej badanie w kierunku rozwoju nowych lekow
przeciwnowotworowych. Zakres stosowanych metod odnosi sie do typowych testéw stosowanych
w biologii medycznej, od badan inhibicji aktywnosci rekombinowanego enzymu do badan
przeprowadzonych w systemie komoérkowym, takich jak badanie wfasciwosci cytotoksycznych,
zdolnosci do produkcji reaktywnych form tlenu i azotu, okreslenia poziomu zdolnosci
antyoksydacyjnych, integralnosci btony mitochondrialnej, mechanizmu indukcji apoptozy czy
indukcji autofagii. Nalezy tutaj podkresli¢, ze poszczegdlne doswiadczenia wykonane zostaty w
wymaganej ilosci powtdrzen, a uzyskane wyniki byly starannie zanalizowane pod wzgledem
istotnosci statystycznej i zilustrowane na odpowiednich wykresach i w tabelach. Doktorantka
$wietnie data sobie rade z interpretacjg i opisem otrzymanych wynikéw, aczkolwiek w niektérych
fragmentach rozprawa mogtaby by¢ nieco bardziej zwiezfa. Rozprawa zawiera jedynie nieliczne
btedy gramatyczne i cechuje sie porzadnie opracowang szatq graficzna. Tak wiec, uwazam, ze Pani
Anna Maria Kubicka zrealizowata zatozone cele badawcze i stwierdzam, ze przedstawiona mi do
oceny praca spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim.

Whniosek koncowy

Na podstawie wyzej omoéwionych osiggnie¢ stwierdzam, ze przedstawiony do oceny materiat
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668). Wnioskuje do Komisji
Uniwersytetu todzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne, o
dopuszczenie Pani mgr Anny Marii Kubickiej do dalszych etapow postepowania doktorskiego.



