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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Gajdy pt.

wReaktywne formy tlenu w przebiegu cyklu komérkowego i odpowiedzi komoérek
prawidlowych i nowotworowych na promieniowanie jonizujace.”
wykonanej w Panstwowym Instytucie Badawczym, Oddzial w Gliwicach Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej —Curie
pod kierunkiem prof. dr. hab. Joanny Rzeszowskiej
oraz dr hab. inz. Sebastiana Studenta w roli promotora pomocniczego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi spojng tematycznie monografie
dotyczaca wplywu proceséw regulujacych potencjal oksydoredukcyjny komorki na jej cykl
komorkowy/proliferacje, jak i na zmiany prowadzace do $mierci apoptotycznej czy tez
nekrotycznej. Temat reaktywnych form tlenu (RFT), pomimo lekkiego spowolnienia w
ostatniej dekadzie, nadal jest bardzo aktualny ze wzgledu na niepodwazalny udzial RFT w
patomechanizmie  takich procesow jak; kancerogeneza, zmiany miazdzycowe,
neurodegeneracyjne czy stany zapalne w szerokim tego slowa znaczeniu. Coraz wiecej
informacji pojawia si¢ na temat znaczenia RFT jako czynnika regulacyjnego, uczestniczacego
w transdukcji sygnatow komorkowych czy tez zaangazowanego bezposrednio w przebieg wielu
procesow metabolicznych. Oksydacyjne uszkodzenia DNA sa niewatpliwg przyczyng
mutagenezy a w konsekwencji, niezbednym czynnikiem prowadzacym do powstawania i
rozwoju nowotworow. Zmiany w komorkach nowotworowych dotyczg zaréwno zaburzen
zwiazanych z proliferacjg i réznicowaniem si¢ komorek ale i ze zmianami metabolicznymi i
strukturalnymi prowadzacymi do réznorodnosci fenotypowej. To z kolei powoduje szereg
trudnos$ci zwigzanych zaréwno z diagnostykg jak i leczeniem pacjentéw z choroba
nowotworows. Jedng z trzech podstawowych strategii terapeutycznych nowotworow, obok
chirurgii i chemioterapii, jest radioterapia. Mechanizm dziatania niektérych lekow stosowanych
w chemioterapii jak i promieniowania jonizujacego sprowadza si¢ do bezposrednich interakcji
z biomolekutami lub/i posrednio, poprzez generowanie reaktywnych form tlenu, wywolujac w
komorkach ,stres oksydacyjny”. Wobec powyzszego, temat pracy doktorskiej jest bardzo
aktualny, a zastosowane modele badawcze wskazuja na duza nowatorskosé¢ przeprowadzonych
badan.

Praca doktorska przygotowana bardzo starannie i poza standardowymi elementami,
typu: spis tresci, skroty, streszczenie, literatura, zawiera informacje o stypendiach zwigzanych
z prowadzonymi badaniami oraz wykaz publikacji, rozdziatow w ksigzce 1 doniesien
konferencyjnych zawierajacych czeéé wynikow badan zawartych w recenzowanej pracy
doktorskiej. We wstepie teoretycznym sporo miejsca poswiecono szczegdtom dotyczacym
przebiegu 1 regulacji cyklu komérkowego z uwzglednieniem punktéw kontrolnych i



powiazania ich z uszkodzeniami DNA. Kolejnym duzym tematem poruszanym we wstepie byty
wolne rodniki tlenowe, ich powstawanie, metabolizm, Zrédta oraz mozliwosci obronne
organizmu przed ich dzialaniem w postaci systemow antyoksydacyjnych. Nastepnie
Doktorantka dokonata przegladu literaturowego dotyczacego udziatu RFT w regulacji cyklu
komorkowego, wptywu promieniowania jonizujacego na procesy komorkowe przez pryzmat
uszkodzen i efektéw biologicznych. Wprowadzenie do tematyki badawczej zakonczono
danymi dotyczacymi ograniczen zwigzanych z radioterapia, szczegdlnie wskazujac na réznice
W promieniowrazliwosci komoérek. Zawarte we wstgpie teoretycznym tresci, czasem moze zbyt
szczegdtowe, w innych miejscach moze zbyt zdawkowe, w moim przekonaniu dobrano
poprawnie, pozwalajac czytelnikowi lepiej zrozumie¢ problemy stawiane do rozwigzania w
Celach Pracy.

Sprecyzowano cele, w ktérych gtéwne miejsce zajmuje zbadanie powigzan miedzy
produkcja i neutralizacjg RFT przez komérki a przebiegiem cyklu komoérkowego. Sprawdzenie
odmiennosci tych proceséw w réznych liniach komorkowych wyprowadzonych z komorek
prawidtowych oraz z komorek nowotworowych. Powigzanie poziomu RFT z fazami cyklu
komorkowego w warunkach standardowych oraz w stresie wywolanym promieniowaniem
jonizujacym. Autorka doprecyzowala etapy badan poprzez ustalenie posrednich celow
badawczych, co w znaczgcy sposob porzadkuje procedury eksperymentalne, nie rzadko
kolejne, zalezne od wynikow poprzednich zadan.

" Doktorantka w rozdziale Materialy 1 Metody opisala wybrane linie komoérkowe,
warunki napromieniania hodowli komoérkowych 1 traktowania komorek inhibitorami cyklu
komorkowego oraz bardzo szczegétowo opisala metody analityczne. Pozytywnie oceniam
dobér metod, poczawszy od standardowych, typu: spektrometrycznych, mikroskopii optycznej,
PCR, poprzez mikroskopie fluorescencyjng, mikromacierze do cytometrii przeplywowej w
réznych wariantach. Na uwage zastuguja badania przyzyciowe cyklu komorkowego za pomoca
systemu reporterowego FUCCI oraz oznaczanie dtugosci cyklu komorkowego w: systemie
mikroprzeptywowym, ktdre sa dos¢ unikatowe.

Cze$é eksperymentalng przeprowadzono w bardzo logicznej kolejnosei. W pierwszym
etapie scharakteryzowano cykl komorkowy, czas podwojenia populacji, przezywalnosé
komorek, zmiany poziomu RFT w czasie hodowli oraz testowano rézne metody blokowania
komorek w réznych fazach cyklu. Nie powiodta si¢ proba blokowania cyklu komdrkowego linii
HCT116 tymidyna, natomiast skutecznie blokowano cykl w fazie G1 poprzez glodzenie oraz
w fazie G2 traktujagc komorki nokodazolem. Udalo si¢ zsynchronizowaé¢ w fazie G2 linie
HCT116, K562, HL60 oraz Ca46. Oceniono poziom apoptozy w blokowanych komorkach w
celu sprawdzenia toksycznosci. W drugim etapie przeprowadzono badania na
zsynchronizowanych komoérkach. Oceniono zmiany poziomu RFT 1 anionorodnika
ponadtlenkowego oraz mas¢ mitochondrialng i potencjat blonowy mitochondriow w fazie G2
w stosunku do komorek kontrolnych. Dla linii HCT116 poréwnano poziom ekspresji genow w
fazie G1 i G2 korzystajgc z mikromacierzy. Wytypowano geny zwiazane z produkcjg RFT oraz
z dzialaniem antyoksydacyjnym, ktorych ekspresja réznita si¢ wzglgdem komérek kontrolnych.
Wykazano, ze w fazie G2 nadekspresje wykazuja geny kodujgce biatka zwigzane z produkcja
anionorodnika ponadtlenkowego a obnizong ekspresjc geny kodujace enzymy
antyoksydacyjne. W fazie G0/G1 obserwowano przeciwne zaleznosci.



Badania cykli pojedynczych komoérek wykonano przy uzyciu systemu reporterowego
FUCCI oraz w komorach mikroprzeplywowych. Transfekcja do komorek HCT116 systemu
reprterowego FUCCI nie powiodla si¢ natomiast skutecznie udato si¢ stranfekowaé¢ komorki
HEPA 1-6. Dhlugo$¢ cyklu komorkowego w pojedynczych komorkach w  komorach
mikroprzeplywowych wykonano z uzyciem linii HeLLa. W tym eksperymencie sprawdzano
takze czy komoérki majg zdolnosci do dziedziczenia dlugosci cyklu komérkowego. Wykazano
mniejsze roznice w dtugosei cyklu komorkowego komorek siostrzanych niz w przypadku cykli
matek i corek.

Ostatnim etapem badan byly eksperymenty na populacjach réznych typow komdrek
poddanych dzialaniu promieniowania jonizujgcego. Komoérki napromieniano dawka 4 lub
12Gy. Badania tempa proliferacji po ekspozycji wykazaly obnizenie tego parametru przy 4Gy
1 wzmocnienie efektu przy 12Gy dla komdrek szybko dzielacych si¢. Komorki wolno dzielace
si¢ NHDF i Me45 zachowywaly sie odmiennie. Fibroblasty byly wrazliwe na dawke 12Gy a
komorki czerniaka dawkg 4Gy po 36 h stymulowane byly do podziatéw. Poréwnanie odsetka
komorek apoptotycznych i nekrotycznych wykazuje bardzo duze zréznicowanie zardéwno w
odniesieniu do badanej linii jak i co do czasu po ekspozycji. To bardzo wyraznie wskazuje na
réznice w promieniowrazliwosci zaleznej od typu komorki. Oceniono réwniez proporcje
komorek w fazie G1 i w fazie G2 oraz zmiany poziomu RFT i anionorodnika ponadtlenkowego
w komorkach, w réznym czasie po napromienianiu dawka 4Gy. Promieniowanie jonizujgce
zmniejsza proliferacje komorek co potwierdzono badaniem ekspresji antygenu jadrowego Ki67
dla linii HCT116 i Me45.

Uzyskane z przeprowadzonych eksperymentoéw wyniki Doktorantka przedyskutowata z
dos¢ obszerna literaturg z ostatnich lat dotyczaca tematyki stresu oksydacyjnego, regulacji
cyklu komorkowego oraz dziatania promieniowania jonizujacego na komaorki nowotworowe.
Podobnie jak w dobrze zaplanowanej czesci eksperymentalnej, w dyskusji Autorka wykazala
sie duzg systematycznoscia i kolejno kazda z obserwacji porownywata z danymi uzyskanymi
przez inne zespoly badawcze oraz szukata danych pozwalajacych na wyjasnienie rozbieznosci,
ewentualnie thumaczacych potencjalny mechanizm zmian obserwowanych w eksperymencie.

Do najciekawszych efektow przeprowadzonych badan niewatpliwie naleza obserwacje
dotyczace rdznic w odpowiedzi na promieniowanie jonizujace lub blokade cyklu komorkowego
réznych typéw komorek nowotworowych i prawidtowych. Rozne typy komorek wykorzystuja
rézne szlaki oksydoredukcyjne przystosowujac sie¢ do warunkow stresowych i zwickszajac
swoja zywotnos¢. To niewatpliwie ma bardzo istotne znaczenie poznawcze z punktu widzenia
nauk podstawowych ale i pod katem klinicznym, przez pryzmat skuteczno$ci radioterapii.

Dysertacja konczy si¢ Podsumowaniem, w ktorym Doktorantka wskazala na kilka
waznych aspektéw: réznice w populacjach komoérek w zaleznosci od typu nowotworu oraz brak
inhibicji kontaktowe] proliferacji, wzrost poziomu RFT w fazie G2 cyklu komoérkowego
niezaleznie od typu komorek i wskazanie roli RFT jako czynnika regulacyjnego. W niektérych
liniach komoérkowych wykazano spadek stezenia anionorodnika ponadtlenkowego w fazie G2
(pomimo wzrostu RFT) ttumaczac to zmianami ekspresji/aktywnodci syntazy tlenku azotu.
Ponadto wykazano, ze dla wigkszosci badanych komorek, ekspozycja na promieniowanie
jonizujace (4Gy) prowadzi do zmniejszenia proliferacji, zatrzymania cyklu w fazie G2,
zwiegkszenia apoptozy i produkcji RFT. Odmiennie na promieniowanie jonizujace reagowaty



komorki czerniaka, blokowane poczgtkowo w fazie GO0/G1 po kilku godzinach od
napromieniania zwigkszaly proliferacje.

Puentujgc ten etap recenzji, stwierdzam, ze postawione cele pracy zostaly w pehni
osiggnigte, a wyniki przeprowadzonych badan majg bardzo duze znaczenie poznawcze a
dodatkowo moga by¢ wykorzystane w rozwazaniach strategii leczenia réznych typow
nowotwordw, szczegdlnie opornych na standardowe procedury terapeutyczne.

Co do drobnych niedociagnie¢ to musze przyznaé, ze nie ma ich duzo. Rozprawa
napisana poprawnym jezykiem z zachowaniem dobrego stylu, czyta si¢ z przyjemnoscia.

Niemiej jednak, na str. 26 informacje o ozonie sg mato precyzyjne. Nie zgodzg sie z
informacjg o powstawaniu ani o czasie poéttrwania. Rozumiem, ze informacje te pochodza z
zacytowane] pracy, ale moze dobrze by bylo skorzysta¢ z innych zZrédel. Pozwole sobie,
sprowokowany ta niescistoscig, dopyta¢ Doktorantke, czy zna zastosowanie ozonu, w tym
rowniez terapeutyczne? W jaki sposéb otrzymywany jest ozon i w jaki sposob uzywany w
medycynie? :

Na str. 33 w podrozdziale ,.Reaktywne formy tlenu i cykl komorkowy™ opisywane sa
rézne zaleznosci poziomu RFT i ekspresji roznych genéw. Czy Doktorantka spotkala sie z
informacjami na temat biatka LSD1 odpowiedzialnego za generowanie H,O; w kontakcie z
chromatyng i hipotezie zwigzanej z powstawaniem w tych miejscach 8-oksyG, a poprzez
rekrutacje bialek naprawy, posredni udzial w procesie transkrypcji?

Z innych niescistoscei cheialbym wskazaé na str. 98 - Ocena markiera proliferacji
komdrkowej - ostatnie zdanie jest malo poprawne stylistycznie, ale bardziej wyniki zawarte w
tym podrozdziale nie pasujg mi do zdania z Dyskusji (str. 121 ... Wyjgtek stanowily komérki
Me45, a brak zahamowania proliferacji w tej linii potwierdzony zostal przez oznaczenie
poziomu markera Ki67....). Dopytalbym jeszcze o znaczenie Ki67 w diagnostyce i
monitorowaniu leczenia nowotworow.

7 drobnych bledéw edytorskich, z powinnosci, zwracam uwage na przyktadowe:

- na str. 25 wiersz 14 —,,Czas péltrwania nadtlenoazotynu wynosi 10° sekund w jakim sie
znajduje rodnik”- co$ ucieklo ze zdania.

-na str.109 1 110- ryciny 59 i 60, goérne wykresy zaopatrzone sa w btedny opis osi X

- w innych miejscach to albo literowki, albo pewne uproszczenia, ktorych pozwole sobie nie
wymieniac.

Analizujac przedstawione opracowanie stanowigce podstawe do ubiegania sie o stopien
doktora, nalezy stwierdzi¢, ze mgr. Karolina Gajda opanowata bardzo dobrze warsztat
metodyczny, poczawszy od podstawowych technik laboratoryjnych poprzez techniki
immunochemiczne az po wyrafinowane techniki z zakresu biologii molekularnej. Starannie
wyznaczyla sobie cele badawcze i w pelni je osiggneta. Na uznanie zashuguje obszernosé,
czasochlonnos¢ oraz bardzo widoczna etapowos¢ zaplanowanych badan. Opublikowana czes$é
wynikéw w pracach wieloautorskich wskazuja na umiejetnosci Doktorantki wspotpracy w
zespolach badawczych, co niewatpliwie $wiadczy o Jej dojrzalosci naukowej. W sktad
calkowitego dorobku naukowego Doktorantki wchodzi 7 artykuléw w indeksowanych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, 4 rozdzialy w ksigzce oraz udzial w 36
konferencjach naukowych o zasiggu migdzynarodowym i krajowym. Nalezy réwniez



wspomnie¢, ze mgr Karolina Gajda swoje doswiadczenie naukowe wzbogacila o badania w
ramach realizacji trzech programow stypendialnych.

Podsumowujac, w oparciu o ocene przedstawionej rozprawy doktorskiej oraz dorobku
naukowego stwierdzam, ze mgr Karolina Gajda spelnia wymogi dotyczace ubiegania si¢ o
nadanie stopnia doktora okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1
tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.).
Whnosze zatem do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodoskiej-
Curie — Paistwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie mgr Karoliny Gajdy do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




