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Pani mgr inz. Michaliny Gramatyki

pt.: Ocena wplywu promieniowania jonizujacego na metabolizm kardiomiocytow

Recenzja zostala wykonana w odpowiedzi na pismo Koordynatora ds. przewodéw doktorskich Rady
Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Panstwowego Instytutu
Badawczego, prof. dr hab. n. med. Zbigniewa Noweckiego, z dnia 14 lutego 2020 roku (pismo nr
RNK-000/221/20), na mocy ktérej zostatam powotana na recenzenta rozprawy doktorskiej Pani mgr
inz. Michaliny Gramatyki.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Michaliny Gramatyki zostala przygotowana w Narodowym
Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie, Pafistwowym Instytucie Badawczym, Oddziale w
Gliwicach, pod kierunkiem prof. dr hab. Marii Sokét. Rozprawa zostala przedstawiona w formie 67-
stronicowego dziela, obejmujacego streszczenie rozprawy w jezyku polskim i angielskim, wykaz
publikacji wchodzacych w skfad rozprawy, zalozenia i cel pracy, materialy i metody, oméwienie
wynikéw i wnioski, publikacje prac tworzacych rozprawe doktorska oraz podsumowanie i
pismiennictwo. Prace tworzace rozprawe doktorska sa spojne tematycznie i zostaly opublikowane w
latach 2018-2020 w czasopismach naukowych znajdujacych sie w bazie Journal Citation Reports/Web
of Science [International Journal of Radiation Biology (IF = 2.266), Acta Biochimica Polonica (IF =
1.239), Journal of Radiation Research (IF = 2.014)]. Wszystkie publikacje sg publikacjami
wieloautorskimi, w ktérych Doktorantka jest pierwszym autorem. Wkiad pracy wspotautoréw oraz
Doktorantki w powstanie publikacji zostal udokumentowany w stosownych oswiadczeniach, ktore
potwierdzaja, ze udzial Doktorantki polegal na zbieraniu i opracowaniu dostepnych danych
naukowych, wspétudziale w tworzeniu koncepcji badan, wykonywaniu badan eksperymentalnych,
analizie i interpretacji uzyskanych wynikow oraz wspétredagowaniu publikacji.

Przedstawiona rozprawa doktorska dotyczy wplywu promieniowania jonizujacego na
metabolizm komérek serca. Doktorantka postawila sobie dwa zasadnicze cele: (1) okreslenie czy

promieniowanie jonizujace zmienia zywotno$¢, morfologie oraz profil metaboliczny kardiomiocytow,
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(2) okreslenie czy promieniowanie jonizujace zmienia morfologi¢ oraz profil metaboliczny migsnia
sercowego.

Punktem wyjscia do badan bylo wzrastajace w ostatnich latach zainteresowanie wpltywem
promieniowania jonizujagcego na uklad sercowo-naczyniowy. Chociaz mechanizmy i efekty
kardiotoksyczne wysokich dawek promieniowania jonizujacego sa juz bardzo dobrze poznane, wiedza
na temat mechanizméw i dlugofalowych efektow kardiotoksycznych niskich i s$rednich dawek
promieniowania jest bardzo ograniczona. Poswigca si¢ im jednak coraz wigcej uwagi ze wzgledu na
rosnagce ryzyko narazenia na takie dawki, gléwnie ze zroédet medycznych, ale rowniez ze zrodet
srodowiskowych czy zawodowych. Wyniki badan epidemiologicznych wskazuja na zaleznos¢ migdzy
wzrostem czgstosci wystgpowania niedokrwiennej choroby serca, zawatu, miazdzycy i nadcisnienia, a
narazeniem calego ciala lub organu na niskie i $rednie dawki promieniowania (0.5 - 5 Gy). Nie
pokazuja natomiast takiej zaleznosci dla dawek ponizej 0.5 Gy. Efekty kardiotoksyczne niskich i
srednich dawek obserwuje si¢ wiele lat po ekspozycji, jednak pierwsze zmiany, ktérych kumulacja
prowadzi do choroby, pojawiaja si¢ niemal bezposrednio po zadzialaniu bodzca. Wyniki badan
sugeruja, ze kardiotoksycznos¢ niskich i srednich dawek moze mie¢ zwigzek z uszkodzeniem
mitochondriow, ktore nastgpnie prowadzi do zaburzen przemian energetycznych w komorkach, jednak
doktadny mechanizm tego zjawiska nie jest znany. W zwiazku z powyzszym, jak najbardziej zasadne
jest podjecie tematyki badan, zaproponowanej przez Doktorantke. Zastosowanie metabolomiki jako
narzedzia do badan wplywu promieniowania jonizujacego na kardiomiocyty jest interesujacym i
nowatorskim rozwigzaniem, ktore powinno przyczynic si¢ do poznania molekularnych mechanizmow,

lezacych u podstaw rozwoju toksycznosci niskich dawek promieniowania jonizujacego.

Publikacja 1

Gramatyka M., Sok6l M. Radiation Metabolomics in the Quest of Cardiotoxicity Biomarkers.
The Review. Int J Radiat Biol. 2019, doi: 10.1080/09553002.2020.1704299

Zagadnienia dotyczace wykorzystania narzedzi metabolomiki do analizy kardiotoksycznosci $rednich i
niskich dawek promieniowania jonizujacego zostaly przedstawione przez Doktorantke w przegladowe;j
Publikacji 1. Praca ta obejmuje zagadnienia mechanizméw oddziatywania niskich i $rednich dawek
promieniowania jonizujacego na komorki i tkanki, ze szczegélnym uwzglednieniem indukcji stresu
oksydacyjnego oraz uszkodzenia struktury i funkcji mitochondriow. W dalszej czesci pracy
Doktorantka opisata kardiotoksyczne efekty promieniowania jonizujacego, ktére prowadza do rozwoju
chorob kardiologicznych. Omoéwita rowniez biomarkery molekularne, ktére moga by¢ alternatywa dla
markerow stosowanych obecnie w diagnostyce chorob serca. Ponadto, Doktorantka opisata
metabolomike jako technik¢ umozliwiajaca poznanie szczegétowych mechanizméw rozwoju choréb
sercowo-naczyniowych w efekcie narazenia na niskie i $rednie dawki promieniowania jonizujacego.
Praca uwzglednia rowniez zalozenia spektroskopii NMR i spektrometrii mas jako najpopularniejszych

metod, ktére znajduja zastosowanie w obszarze badan metabolomicznych. Doktorantka opisata
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rowniez wyniki wybranych badan metabolomicznych, prowadzonych w celu poznania mechanizméw
toksycznosci promieniowania jonizujacego, zarbwno w modelach komérkowych i zwierzecych. Jak
wynika z szerokiego przegladu piSmiennictwa, zmiany metaboliczne indukowane przez
promieniowanie jonizujace obejmuja przede wszystkim zwigzki chemiczne zwigzane z metabolizmem
energetycznym, odpowiedzia komoérki na stres, procesami zapalnymi, integralnoscia blon i
funkcjonowaniem wybranych biatek. Co interesujace, odpowiedz metaboliczna zalezy od dawki i typu
promieniowania, czasu jaki uptynal od ekspozycji oraz od badanego organu. Ta potencjalna
specyficznos¢ metabolomiki stwarza obiecujace perspektywy wyjasnienia mechanizméw rozwoju
choréb serca, indukowanych promieniowaniem jonizujagcym oraz opracowania biomarkeréw
ekspozycji na promieniowanie jonizujace. Publikacja ta w zgrabny sposob uzasadnia wybrany przez
Doktorantke przedmiot badan wilasnych i stanowi bardzo dobre wprowadzenie do prac
eksperymentalnych, zwiazanych z analiza wplywu promieniowania jonizujacego na metabolizm

komorek serca.

Publikacja 2

Gramatyka M., Skorupa A., Sokél M. Nuclear magnetic resonance spectroscopy reveals
metabolic changes in living cardiomyocytes after low doses of ionizing radiation. Acta Biochim
Pol. 2018; 65(2): 309-318.

W dalszej czgsci rozprawy doktorskiej przedstawiono prace eksperymentalng, poswiecona badaniom
nad wplywem promieniowania jonizujacego na ludzkie kardiomiocyty w hodowli in vitro.
Doktorantka przeprowadzita eksperyment wstgpny, w ktérym napromienita kardiomiocyty 4 dawkami
promieniowania jonizujgcego (1, 2, 4 i 8 Gy), a nastgpnie analizowata przezywalno$é komérek i ich
zdolnosci do tworzenia kolonii z wykorzystaniem testu klonogennego. Eksperyment ten miat na celu
identyfikacje¢ tzw. dawki progowej, czyli najmniejszej dawki, ktéra wywoluje mierzalny efekt w
danym tescie. Uzyskane wyniki wykazaly, ze jedynie dawka 8 Gy obniza istotnie przezywalnosé
komorek i ich zdoIno$¢ do tworzenia kolonii. Taki wynik jest dosy¢ zaskakujacy i wynika zapewne ze
specyfiki zastosowanych komorek. Niestety, nie znalaztam nigdzie informacji na temat wybranej linii
komorkowej. Czy jest to linia pierwotna, czy immortalizowana ? Jakie jest tempo podziatow
komérkowych ? Do dalszych badan zostata wybrana dawka 2 Gy, jako dawka najbardziej zblizona do
konwencjonalnej dawki frakcyjnej, stosowanej podczas radioterapii. Wybrana dawka zostala
zastosowana do zbadania wptywu promieniowania jonizujacego na przebieg cyklu komérkowego.
Uzyskane wyniki wykazaty klasyczna dla promieniowania jonizujacego blokade komorek w fazie
G2/M cyklu komérkowego, co swiadczy o uszkodzeniu DNA i aktywacji proceséw naprawczych w
komoree. Najbardziej istotnym i ciekawym aspektem tej pracy jest, w mojej ocenie, analiza wptywu
promieniowania jonizujacego na profil metaboliczny kardiomiocytéw z uzyciem techniki HR-MAS
NMR. Uzyskane wyniki wykazaly bowiem zaburzenia poziomu niektérych metabolitéw: m.inn.

wzrost zawartosci treoniny, glicyny, waliny, izoleucyny, choliny, glicerofosfocholiny, a takze spadek
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zawartosci glutaminianu, zredukowanego glutationu (GSH), tauryny i hipotauryny, w poréwnaniu z
ich poziomem w probkach kontrolnych. Wykryto réwniez wzrost sygnatow lipidowych ze
zwigkszeniem stosunku CH2/CH3, jak réwniez wzrost proporcji sygnalow zwiazanych z kreatyna oraz
zwigzkami cholinowymi: PCr/Cr, Cho/PCh i GPC/PCh. Zaobserwowane zmiany metaboliczne
zwigzane sg z odpowiedzig komorki na stres oksydacyjny oraz z zaburzeniami $ciezek zwigzanych z
metabolizmem energetycznym, membranami i biatkami. Reasumujac, wyniki tej pracy wskazuja na to,
ze zmiany metabolizmu kardiomiocytéw sa indukowane przez dawke, ktora nie ma istotnego wptywu
na obnizenie przezywalnosci komorek. Zatem wydaje si¢, ze analiza profilu metabolicznego
kardiomiocytow moze pozwala¢ na wczesne wykrycie zmian molekularnych, ktére moga prowadzi¢

do rozwoju kardiotoksycznosci.

Publikacja 3

Gramatyka M., Boguszewicz L., Ciszek M., Gabrys D., Kulik R., Sokél M. Metabolic changes in
mice cardiac tissue after low dose irradiation by means of 1H NMR spectroscopy. J Radiat Res.
2019 Dec 16. doi: 10.1093/jrr/rrz079

Kolejna praca dotyczy badan nad wplywem promieniowania jonizujacego na migsien sercowy myszy
in vivo. Jako model badawczy wykorzystano samice myszy szczepu CS57BI/6NCrl, ktorych serca
poddano dzialaniu promieniowania jonizujacego inm vivo. Serca napromieniono dawkami
jednorazowymi 0.2 Gy lub 2 Gy i pobrano je do badan po 20 tygodniach od ekspozycji. Dodatkowa
grupe myszy napromieniono dawka 2 Gy i pobrano probki 48 godzin po ekspozycji, tak aby poréwnaé
efekt krotkoterminowy (48 godzin) i dlugoterminowy (20 tygodni). Zmiany zachodzace w tkance
serca na skutek promieniowania jonizujacego oceniano poprzez barwienie Trichrom wg Massona,
umozliwiajace oceng liczby widkien kolagenowych, oraz test TUNEL, umozliwiajacy oceng¢ czestosci
komorek apoptotycznych. Wyniki powyzszych testow wykazaly, ze zastosowane dawki
promieniowania jonizujacego nie mialy wpltywu na widknienie tkanki serca oraz na czgstos¢ apoptozy.
Podobnie jak w przypadku publikacji 2, najbardziej ciekawym aspektem pracy 3 jest, w mojej ocenie,
analiza wplywu promieniowania jonizujacego na profil metaboliczny w tkance serca z uzyciem
techniki 1H NMR. Spektroskopowa analiza zmian metabolicznych wykazala, ze relatywnie niskie
dawki promieniowania jonizujacego indukuja zmiany profili metabolicznych, co z czasem moze
prowadzi¢ do zaburzen pracy calego migsnia sercowego. Zaobserwowano istotne réznice pomig¢dzy
efektem wczesnym i pdznym, analizowanym w mysich sercach 48 godzin i 20 tygodni po
napromienieniu. Cho¢ w poszczegélnych grupach badawczych profile metaboliczne réznity sig, to
metabolity, ktorych poziomy ulegly zaburzeniu, uczestnicza w podobnych szlakach metabolicznych,
zwigzanych z beta oksydacja kwasow tluszczowych, produkcja ATP, odpowiedzia na stres
oksydacyjny i integralnoscia blon komodrkowych. Szlaki te sa w duzej mierze zwiazane z
funkcjonowaniem mitochondriow, dlatego obserwowane zmiany metaboliczne moga wskazywaé na

ich uszkodzenie.




Reasumujac, na podstawie wynikéw opublikowanych przez Doktorantke w pracy 1, 2 i 3
mozna stwierdzi¢, ze techniki NMR i profilowanie metaboliczne sa efektywnym narzedziem, ktore
pozwala na detekcje zaburzen metabolicznych w komorkach i tkance serca, bedacych efektem
napromienienia jednorazowymi dawkami promieniowania jonizujacego nie przekraczajacymi 2 Gy.
Doktorantka w podsumowaniu sugeruje, ze wczesna identyfikacja zmian poziomu metabolitow
indukowanych przez $rednie i niskie dawki promieniowania moglaby hipotetycznie pozwoli¢ na
skuteczny monitoring os6b potencjalnie narazonych na rozwdj choréb uktadu krazenia. Jest to bardzo
interesujace zagadnienie i w zwiazku z tym ciekawa jestem, jak Doktorantka wyobraza sobie
zastosowanie uzyskanych wynikoéw w praktyce klinicznej. Doktorantka sugeruje rowniez, ze zmiany
metaboliczne, indukowane przez promieniowanie w komoérkach ukfadu sercowo-naczyniowego
mogtyby by¢ w przyszlosci biomarkerami kardiotoksycznosci promieniowania jonizujacego. Jak
wiadomo, idealny biomarker powinien wyrdéznia¢ si¢ miedzy innymi wysoka specyficznoscia
narzagdowa, niezalezng od wplywu czynnikéw trzecich (takich jak przyjmowane leki, sposéb
odzywiania, stan nawodnienia pacjenta). Czy popromienne zaburzenia metaboliczne w komorkach

serca sa wystarczajaco swoiste ?

Podsumowanie

Podsumowujac, w opinii recenzenta cele pracy zostaly sprecyzowano jasno i konkretnie. Tres¢
zalozen i rozumowan jest jednoznaczna. Metody badan zostaty generalnie poprawnie dobrane. Wyniki
pracy sa spjne i poszerzaja w istotny sposob wiedzg na temat wptywu promieniowania jonizujacego
na metabolizm komoérek serca. Dyskusja wlasnych wynikow badan prowadzona jest w sposéb
dowodzacy doskonatej znajomosci nie tylko pismiennictwa, a takze wiedzy ogdlnej z zakresu pracy i
dowodzi odwagi Autora w formulowaniu wiasnych wnioskéw, a takze zdolnosci logicznego i
syntetycznego myslenia. W opinii recenzenta uzyskane wyniki sa nowatorskie i stanowig niezwykle
istotny wklad do osiagnig¢ naukowych w Polsce i na $wiecie. Tym niemniej, Doktorantka nie
ustrzegla si¢ Kilku drobnych niescistosci w tekscie. Migdzy innymi, Autorka okresla zastosowane w
swoich badaniach dawki promieniowania jako dawki niskie. Wedlug UNSCEAR (Komitet Naukowy
ONZ ds. Skutkéw Promieniowania Atomowego), niska dawka promieniowania wynosi 100 mGy lub
mniej. W zastosowaniach medycznych pojawia si¢ nieco inne rozumienie poziomu dawek, gdzie
dawki 0.2 Gy i 2 Gy klasyfikowane sa odpowiednio jako niskie i $rednie, jednak badania wykonane
przez Doktorantk¢ byly badaniami radiobiologicznymi, a nie klinicznymi. Moja uwage zwrécita
rowniez prezentacja wynikow testu klonogennego w publikacji 2. Doktorantka przedstawila wyniki
testu jako ,surviving clones”. Ciekawi mnie, jak ten parametr zostal wyliczony. Opis rysunku
wskazuje na to, Ze jest to liczba przezywajacych klonéw. Czy jest to parametr wyliczony na podstawie
wydajnosci klonowania ? Test klonogenny jest ,,zlotym standardem” w badaniach radiobiologicznych,
ktory okresla zdolnos¢ komérek do proliferacji i tworzenia kolonii. Analiza uzyskanych wynikéw

polega na zliczeniu utworzonych kolonii, a nastgpnie na obliczeniu wydajnosci klonowania PE (ang.
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plating efficiency) i przezywalnosci okreslonej parametrem SF (ang. survival fraction). Pewne
watpliwosci budzi rdwniez ocena czestosci apoptozy na podstawie analizy frakcji komorek subGl.
Ocena apoptozy wylacznie na podstawie frakcji komorek subGl nie jest wystarczajaco wiarygodna,
poniewaz obserwowany wzrost tej frakcji moze by¢ wynikiem uszkodzenia komorek na skutek
mechanicznego stresu (zbyt energiczne pipetowanie czy wirowanie). Rozumiem, ze ocena czgstosci
apoptozy byla jedynie dodatkiem do badan metobolomicznych, jednak w celu uzyskania
wiarygodnych wynikéw, dotyczacych indukcji apoptozy, powinno zastosowac si¢ co najmniej 2 rozne
testy, np. test aneksynowy i oznaczanie aktywnosci kaspaz. Powyzsze uwagi nie wptywaja na moja
wysoka ocene rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Michaliny Gramatyki. Oceniajac calos¢
recenzowanej rozprawy nalezy uzna¢, iz jest ona $swiadectwem ogromnej pracowitosci Doktorantki.
Zawartos¢ merytoryczna rozprawy, ktora zostala opublikowana w recenzowanych czasopismach,
swiadczy o jej dojrzatosci naukowej, doskonatym warsztacie badawczym i w pelni uzasadniaja

ubieganie si¢ o stopien doktora. Wnioskuj¢ zatem o dopuszczenie Pani mgr inz. Michaliny Gramatyki
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do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




