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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Michaliny Gramatyki

zatytutowanej

»0Ocena wplywu promieniowania jonizujgcego na metabolizm kardiomiocytow”

Rozprawa doktorska mgr inz. Michaliny Gramatyki pt. ,Ocena wpiywu
promieniowania jonizujgcego na metabolizm kardiomiocytow” zostata wykonana w
Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Oddziat w Gliwicach
pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Sokot i dotyczy oceny wptywu niskich dawek
promieniowania jonizujgcego na zmiany w profilu metabolicznym komdrek serca.
Rozprawa sklada sie z trzech oryginalnych artykutow opublikowanych w dobrych
czasopismach z listy filadelfijskiej w International Journal Radiation Biology |F2.266, w
Acta Biochimica Polonica |F1.239 oraz w Journal of Radiation Research IF2.014. We
wszystkich w/w publikacjach Pani Michalibna Gramatyka jest pierwszym autorem a w
1i 3 autorem korespondencyjnym. Wprowadzeniem do lektury w/w publikacji jest
dwustronicowe streszczenie rezultatow przeprowadzonych prac badawczych w jezyku
polskim i angielskim, poprzedzone wykazem stosowanych skrétow. Nastepnie na 12
stronach zwieile przedstawiono zatoienia i cel pracy, zastosowane w badaniach
materialy i metody oraz uzyskane wyniki badan i wnioski. Kaida zamieszczona
publikacja poprzedzona jest krotkim 2 stronicowym wprowadzeniem w jezyku polskim.
Taki ukfad pracy doktorskiej jest przyjazny dla czytelnika, krétko i jasno przedstawione
sg wszystkie niezbedne informacje aby zrozumiec dlaczego postawiono takg a nie inng

hipoteze badawcza i w jaki sposob zaplanowano wszystkie niezbedne badania i analizy

do jej weryfikacji.
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Na podstawie doniesien literaturowych, w ktérych badano mechanizmy molekularne
odpowiedzialne za toksycznos¢ niskich dawek promieniowania jonizujgcego sformutowano hipoteze,
ze metabolomika umoiliwiajaca identyfikacje niskoczasteczkowych metabolitéw w probce
biologicznej, zaréwno w ocenie globalnej w postaci profilowania metabolomicznego jak i w
monitorowaniu zmian stezer wybranych metabolitow w postaci analizy celowanej, moze by¢ cennym
narzedzie umotliwiajgcym identyfikacje oséb o zwigkszonym ryzyku kardiotoksycznosci po ekspozycji
na promieniowanie jonizujgce.

Pierwsza publikacja z cyklu prac przewodu doktorskiego pt. ,Radiation Metabolomics in
Quest of Cardiotoxicity biomarkers. The review” jest pracg przegladowg, w ktdérej przedstawiono
szkodliwe dziatanie promieniowania jonizujgcego na komdrki i tkanki na poziomie molekularnym z
uwypukleniem kardiotoksycznosci. Opisano efekty wptywu $rednich i niskich dawek promieniowania
jonizujacego na organizm i proby okreslenia biomarkerow charakterystycznych przy ekspozycji na
promieniowanie. Przedstawiono metabolomike jako metode umozliwiajgcg poznanie mechanizmow
rozwoju choréb sercowo naczyniowych po ekspozycji na niskie dawki promieniowania jonizujgcego.
Pokazano dwie najpopularniejsze techniki wykorzystywane w badaniach metabolomicznych:
spektrometrie mas i spektroskopie magnetycznego rezonansu jgdrowego wysokiej rozdzielczosci.
Szczegotowo rowniez przedstawiono doniesienia literaturowe dotyczace wynikow badan
metabolomicznych w modelach komérkowych i in-vivo zwierzecych uzyskanych w celu poznania
mechanizmow toksycznosci promieniowania jonizujgcego. Dane literaturowe dowodzg, ze zmiany w
metabolomie zaleig od dawki i typu promieniowania, czasu od ekspozycji na promieniowanie i rodzaju
organu na ktory dziatato promieniowanie i dotyczg gtdéwnie metabolitow zwigzanych z metabolizmem
energetycznym, odpowiedzig komérki na stres, integralnoscia bton komdrkowych i procesami
zapalnymi. W/w publikacja jest cennym przeglagdem najnowszych doniesien naukowych
wprowadzajgca do dwdch nastepnych oryginalnych artykutéw naukowych.

W 2 publikacji ,,Nuclear magnetic rescnance spectroscopy reveals metabolic changes in living
cardiomyocytes after low doses of ionizing radiation” przedstawiono rezultaty badania wptywu niskich
dawek promieniowania jonizujgcego na kardiomiocyty w hodowli in vitro. Wptyw promieniownia na
profil metaboliczny kardiomiocytéw badano przy wykorzystaniu techniki spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego wysokiej rozdzielczosci pod katem magicznym HR MAS, ktéra pozwala prowadzié
pomiar na zywych komodrkach. Na podkreslenie zastuguje doskonale przygotowany protokét analiz.
Komorki napromieniano réinymi dawkami od 1 do 8 Gy i hodowano do 7 dni. Dla kaidej prébki
wykonano szereg eksperymentow HR-MAS NMR, widma 1D CPMG, 2D J-resolved i 1D Diffusion-edited.

Metabolity byly identyfikowane na podstawie widm J-resolved i poréwnywane z przesunieciami
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chemicznymi w bazie programu Chemonx NMR. Technika 2D J-resolved okazata sie najlepsza do
identyfikacji metabolitéw ze wzgledu na kroétki czas akwizycji w porownaniu z innymi technikami takimi
jak COSY TOCSY czy HSQC. Jednowymiarowa projekcje widm 2D J-resolved (p-Jres) zastosowano do
okreslenia intensywnosci sygnatow od metabolitéw o niskich masach molowych. Oczywiscie wszystkie
widma byty normalizowane. Czes¢ eksperymentalna pracy dotyczaca badan zywych kardiomiocytow
metoda HR MAS jest przeprowadzona perfekcyjnie z wykorzystaniem nowoczesnych technik NMR,
przez co uzyskane wyniki s3 w petni wiarygodne. Stwierdzono, ie dawka 2Gy promieniowania
jonizujgcego nie ma wptywu zarowno na zywotnos¢ kardiomiocytow jak i intensywnosc apoptozy.
Jednakze analiza profilu metabolicznego wykazata zaburzenia w zawartosci niektorych metabolitow,
zaobserwowano zaréwno wzrost jak i spadek stezenia szeregu metabolitow w porownaniu do poziomu
prob kontrolnych. Szczegdtowa analiza zmian metabolicznych prowadzi do konkluzji, Zze niskie dawki
promieniowania moga inicjowac program smierci komorek w kardiomiocytach, a procesy wywotywane
przez promieniowanie mogga prowadzi¢ do kardiotoksycznosci. Ponadto promieniowanie jonizujgce
indukuje stres oksydacyjny, ma wplywa na szlaki energetyczne i uszkodzenia struktury bton
kardiomiocytéw co moze doprowadzi¢ do $mierci komadrek nawet przy niskich dawkach. Identyfikacja
zmian metabolicznych wywotana niskimi dawkami promieniowania moze umozliwi¢ wczesne wykrycie
zmian prowadzgcych do rozwoju chordb sercowo- naczyniowych.

W 3 publikacji ,Metabolic changes in mice cardiac tissue after low dose irradiation by means
of 1H NMR spectroscopy” przedstawiono rezultaty badan nad wptywem niskich dawek
promieniowania jonizujgcego na miesien serca myszy. Badano efekt krotkoterminowy
napromieniowania 48 godzin oraz diugoterminowy po 20 tygodni. Przeprowadzone badania
histopatologiczne wykazaty brak wptywu promieniowania na widknienie tkanki jak i na apoptozg
komorek serca. Jednakze analiza metabolomiczna z wykorzystaniem spektroskopii H-1 NMR wykazata
wplyw niskich dawek promieniowania na zaburzenia poziomu szeregu metabolitéw. Zaobserwowano
statystycznie istotne zmiany poziomu metabolitow polarnych w 48 godz. po ekspozycji na
promieniowanie w dawce 2 Gy. W przypadku tej dawki zaobserwowano rowniez zaburzenia profilu
metabolicznego 20 tygodni po ekspozycji na promieniowanie, obnizone poziomy glutaminy i
acetylokarnityny. Poziom steienia pozostatych metabolitéw, u ktérych zaobserwowano zmiane po 48
godzinach, powrdécit do wartosci obserwowanych u zwierzat kontrolnych. Na podkreslenie réwniez w
tej pracy zastuguje doskonaty warsztat badawczy zastosowany do wykonania badan i analiz.
Przygotowano protokot pomiaréw technikg spektroskopii NMR wysokiej rozdzielczosci i
przeprowadzono pomiary i wykonano widma dwoma technikami NOESY (Nuclear overhauser

spectroscopy) i 2D J-resolved. Podobnie jak w pracy dotyczacej analizy kardiomiocytéw z
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wykorzystaniem HR MAS przesuniecia chemiczne linii rezonansowych pochodzgcych od
poszczegolnych metabolitow byty identyfikowane przy pomocy programu Chenomx NMR i J-Resolved
widma w projekcji jednowymiarowej uzyto do ilosciowej oceny poszczegolnych metabolitow w prébce.
Zwierzeta do badan byty podzielone na 4 grupy po 5 w kaidej grupie. Pierwszg z grup byta grupa
kontrolna nie naswietlana, druga i trzecia grupa naswietlane dawka 2 Gy do pomiarow po 48 godz. i
20 tygodniach i czwarta grupa naswietlana 0,2 Gy do pomarodw po 20 tygodniach. Poniewaz u tej samej
myszy nie mozemy obserwowac wplywu promieniowania na zmiane poziomu metabolitow w migsniu
sercowym istotny jest dobdr grupy zwierzat do badan najlepiej o bardzo zblizonych metabolomach.
Nasuwa sie pytanie, czy przed przystgpieniem do eksperymentu wykonano oznaczenia poziomu
metabolitéow we krwi metodami H-1 NMR myszom przeznaczonym do badar i dokonano selekgiji i
wybrano tylko te z bardzo zblizonym poziomem wszystkich metabolitéw. Taka selekcja zwigksza
prawdopodobienstwo prawidtowej oceny uzyskanych rezultatéw zmian poziomu poszczegdlnych
metabolitéw, zdajac sobie sprawe, ze w grupie badanej mamy tylko 5 zwierzat.

Jednakie wyniki tej pracy wyraznie wskazuja na wplyw promieniowania jonizujgcego o niskich
dawkach na poziom szeregu metabolitéw w tkance serca myszy. Takie réinice zaobserwowano nie
tylko 48 godzin po napromieniowaniu, co odpowiadato bezposrednim wczesnym efektom
promieniowania, ale takie 20 tygodni po napromieniowaniu, co odpowiadato klinicznie istotnym
péinym skutkom promieniowania. Zmiany poziomu okreslonych metabolitow byly zwigzane z
podobnymi procesami metabolicznymi. Ponadto zaburzenia proceséw zwigzanych z tymi metabolitami
moina skorelowa¢ z uszkodzeniem i nieprawidtowym dziataniem mitochondriow, co jest ogdlng cechg
napromieniowanych komadrek, w tym kardiomiocytow.

Podsumowujac, chce podkresli¢, iz przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Michaliny Gramatyki prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny. Stanowi istotny wkiad w
badaniach nad moiliwg kardiotoksycznosécia promieniowania jonizujacego nawet bardzo niskich
dawek. Otwiera tez pole do badar wplywu promieniowania jonizujgcego niskich dawek na inne
narzady. Pokazuje rowniez mozliwosci wykorzystania spektroskopii magnetycznego rezonansu
jadrowego i szeregu technik tej metody do oceny zmian metabolomu zachodzacych w tkankach pod
wplywem promieniowania jonizujacego. Przedstawiony zakres badan i zastosowane metody badawcze
doprowadzity do zatozonego celu. Rozprawa doktorska reprezentuje wysoki poziom z uwagi na range
rozwigzanego problemu badawczego, jak i zakres przeprowadzonych badan, wyroznia sie
oryginalnoscia zastosowanych metod i narzedzi badawczych i ma walory zaréwno poznawcze jak i

uzytkowe. Moiliwos¢ poznania mechanizmoéw kardiotoksycznosci promieniowania i opracowanie
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metod monitorowania niekorzystnych zmian w organizmie wywotanych promieniowaniem
jonizujacym umotliwi przeciwdziatanie rozwojowi schorzen kardiologicznych.

Podkreslenia wymaga rowniez fakt zdobycia przez doktorantke finansowania na badania z
Narodowego Centrum Nauki i uzyskania grantu w konkursie PRELUDIUM ,Zmiany w profilu

metabolicznym kardiomiocytow i miesnia sercowego zachodzgce pod wpfywem niskich dawek

promieniowania jonizujgcego” 2015/17/N/NZ7/04101.

Rozprawa doktorska spetnia warunki wyrdznienia rozpraw doktorskich obowigzujgce w Centrum
Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej —Curie. Biorac pod uwage przedstawiong powyzej oceng
rozprawy sktadam wniosek o wyréznienie pracy doktorskiej Pani mgr Michaliny Gramatyki pt. ,Ocena

wplywu promieniowania jonizujagcego na metabolizm kardiomiocytéw.

Na zakoriczenie chciatbym podkreéli¢, ze rozprawa doktorska spetnia warunek rozwigzania
oryginalnego problemu naukowego. W rozprawie doktorantka wykazata ogdlng wiedzg teoretyczng w
danej dyscyplinie naukowej oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Pani mgr
Michalina Gramatyka wykazata w rozprawie doktorskiej umiejetnos¢ prowadzenia prac badawczych
oraz poprawnego i przekonywajacego przedstawiania uzyskanych przez siebie wynikéw badan.
Rozprawa w pelni spefnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w ustawie o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca
2003 roku (Dz.U. z 2016 r. poz.882 ze zm. Dz.U. z 2016 r poz. 1311) i jednoznacznie, z petnym

przekonaniem wnosze o dopuszczenie jej do publicznej obrony.
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