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RECENZJA

rozprawy doktorskiej p.t. ,Metabolomic approach to understand the mechanism of
metformin-induced PRODH/POX-dependent apoptosis in MCF-7 brest cancer cells”,
wykonanej przez mgr Thi Yen Ly Huynh, Doktorantke w Zakladzie Chemii Lekow Wydzialu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w

Bialymstoku, pod kierunkiem promotora — prof. dr. hab. Jerzego Palki.

Recenzja zostata opracowana na zlecenie Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, w oparciu
o art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (z pozn. zm.), dotyczacy wymagan stawianym rozprawom

doktorskim.

Rozprawa doktorska mgr Thi Yen Ly Huynh zostata przedstawiona w postaci anglojezycznej pracy
pisemnej, stanowigcej zbiér dwéch opublikowanych i powigzanych tematycznie artykutow,
opatrzony opisem scalajagcym, umieszczajacym przedstawiane badania w kontekécie awansu
doktorskiego. Tym samym mozna stwierdzié, ze niniejsza rozprawa jest zgodna z wymaganiami
ustawowymi dotyczacymi formy rozprawy doktorskiej (art. 187 pkt. 3). Co wiecej, nalezy
podkresli¢, ze taka forma rozprawy doktorskiej wychodzi naprzeciw nowoczesnym trendom i
stanowi warto$¢ dodana. Wskazuje bowiem, ze badania tam opisane zostaly juz przyjete i
pozytywnie zrecenzowane, co stanowi potwierdzenie ich istotnosci dla spotecznosci naukowej.
Jako ze przedmiotowe publikacje majg charakter wieloautorski, zgodnie z wymaganiami, do

rozprawy dotgczone zostaly o$wiadczenia o wkiadzie poszczegélnych naukowcéw w powstanie
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tych artykutéw. Sama Doktorantka okreslita swéj wktad na 60%, a o$wiadczenia wspotautoréw sg
zgodne i nie pozostawiaja watpliwosci co do wiodacej roli Doktorantki. Co istotne, polegala ona
nie tylko na wykonaniu wigkszosci prac, ale takze, wspélnie z promotorem, na ich zaplanowaniu,
a nastgpnie odpowiedniej interpretacji otrzymanych wynikéw. Wkiad Doktorantki jest wiec nie
tylko wiodgcy pod wzgledem ilo$ciowym, ale co najwazniejsze, ma charakter typowo naukowy,
wlasciwy poziomowi doktorskiemu. Mozna wigc stwierdzié, ze Doktorantka wykazuje
umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, co stanowi bardzo istotny

przyczynek do spelnienia wymogéw zawartych w art. 187, pkt. 1.

Oparcie pracy na zatgczonych publikacjach wplyneto na jej objetosé, a takze sposéb
przedstawienia tresci zawartych w opisie scalajgcym zbiér publikacji. Catogé pracy pisemnej
stanowi 116 stron maszynopisu, z czego oryginalny, nie wchodzacy w skiad opublikowanych
artykutlow opis scalajacy, stanowi okoto 45 stron. Proporcja taka jest jak najbardziej zasadna,
zwazywszy na zawarcie wielu informacji, szczegdlnie o charakterze metodycznym, w zataczonych

publikacjach.

Publikacja nr 1, zatytulowana ,,Understanding the role of key amino acids in regulation of proline
dehydrogenase/proline oxidase (PRODH/POX)-dependent apoptosis/autophagy as an approach to
targeted cancer therapy”, opublikowana w czasopi$mie Molecular and Cellular Biochemistry, w
2020 roku, jest pracg przegladows, ktéra stanowi bardzo dobre podsumowanie stanu wiedzy
poprzedzajacego podjecie prac eksperymentalnych w ramach rozprawy, osadzajac je w

odpowiednim kontekscie.

Z trescig pierwszej publikacji koresponduje kilkunastostronicowa cze$é wstepna opisu scalajacego,
w ktdrym poruszone zostaly wszystkie zagadnienia istotne do odpowiedniego zrozumienia kolejno
przedstawionych badan wiasnych, m. in.: homeostaza i metabolizm komérek nowotworowych,
aktywno$¢ przeciwnowotworowa metforminy, autofagia i apoptoza oraz powigzanie z nimi
kluczowych dla badan enzyméw PRODH/POX, czy tez regulacyjne role aminokwaséw.
Dopetnieniem tych tresci jest czg$¢ wstepna drugiej publikacji z cyklu, a takze dane z
pismiennictwa, szeroko przywotywanego w dyskusjach, zaréwno w obu publikacjach, jak i opisie
scalajgcym. Zaréwno zawarto$¢ informacyjna wyzej wskazanych fragmentow, jak przejrzysty
sposob wypowiedzi swiadczg o wysokiej ogolnej wiedzy teoretycznej Doktorantki w zglebianej
dyscyplinie naukowej, wskazujac tym samym na catkowite wypelnienie wymagan art. 187

pkt.1 Ustawy.




Publikacja 2, zatytutowana ,,Metformin Treatment or PRODH/POX-Knock out Similarly Induces
Apoptosis by Reprograming of Amino Acid Metabolism, TCA, Urea Cycle and Pentose Phosphate
Pathway in MCF-7 Breast Cancer Cells”, opublikowna w czasopi$mie Biomolecules, w 2021 roku,
Jest pracg oryginalng, przedstawiajacg najwazniejsze badania wiasne Doktorantki, stanowigce
podstawe do ubiegania si¢ o stopien doktora. Zawarte w publikacji badania realizuja zalozenia
nakreslone zar6wno w samym manuskrypcie, jak i w rozdziale opisu scalajacego, dotyczacego
celow pracy doktorskiej. Nalezy podkreslic, ze cele badan eksperymentalnych zostaty prawidfowo
zdefiniowane, bioragc pod uwage opisany we wczesniej wskazywanych rozdzialach stan techniki.
W $wietle przytoczonej argumentacji, zaplanowane badania majg zaréwno potencjat poznawczy,
jak i aplikacyjny. Albowiem, poszerzaja one wiedze na temat metabolizmu komoérek
nowotworowych, szczegélnie w kontekscie roli PRODH/POX oraz wptywu metforminy, a takze
wskazuja na mozliwe kierunki rozwoju przysztej farmakoterapii. Ten ostatni kontekst jest
szczegolnie istotny spofecznie, z uwagi na wage weiaz nierozwigzanego problemu medycznego,

jakim sg nowotwory piersi.

Rozdziat ,Materials and Methods” w opisie scalajgcym jest bardzo skromny (niespeina
potstronicowy), co jest jednak catkowicie zrozumiate, gdyz metody te zostaty bardzo szczegbtowo
opisane w publikacji drugiej. A warsztat metodologiczny jest bardzo szeroki. Obejmuje on
zar6wno badania proliferacji komérek nowotworowych, analize cyklu komérkowego z uzyciem
cytometrii przeptywowej, badanie ekspresji bialek metoda Western Blot, czy metabolomike
celowang metoda LC/MS. Waznym aspektem prowadzonych badan, istotnie podnoszacym ich
atrakcyjnos¢ i wartos¢ naukows, jest zastosowanie linii komérkowej raka piersi MCF-7, z
wytaczonym genem PRODH/POX (PRODH/POX knock-out), otrzymang z uzyciem nowatorskiej
techniki CRISPR-Cas9. Wartym podkreslenia, w kontekscie awansowym ocenianych badan, jest
duze zaangazowanie Doktorantki w zastosowanie tak urozmaiconych technik. W $wietle zgodnie
przestawionych przez Doktorantke i jej wspotautoréw oswiadczen, Doktorantka zaangazowana
byta bezposrednio w wykonanie wszystkich wyzej wspomnianych badan, wykazujac sie przy tym
umiejetnoscia wspotpracy, takze miedzynarodowej, co z pewnoscig wplynelo na rozwdj jej

kompetencji.




Wyniki prac eksperymentalnych sg bardzo interesujace. Do szczegblnych osiagnieé Doktorantki w

tym zakresie nalezy zaliczy¢:

- potwierdzenie potencjalu przeciwnowotworowego metforminy, wykazujac jej aktywnosé

cytotoksyczng wzgledem komorek raka piersi MCF-7,

- stwierdzenie, ze efekt ten wigze si¢ z indukcja apoptozy, poprzez przeprogramowanie
metabolizmu aminokwaséw, cyklu Krebsa, cyklu mocznikowego oraz szlaku pentozo-

fosforanowego

- potwierdzenie hipotetyzowanego w planach badawczych zaangazowania PRODH/POX w ten
efekt,

- ustalenie, ze efekty antyproliferacyjne metforminy sa obserwowane zaréwno dla komérek
hodowanych na podtozu z glutamina, jak i bez glutaminy, przy czym sg silniejsze w przypadku

braku glutaminy,

- obserwacja, ze podobne efekty metaboliczne i proapoptoryczne do traktowania metforming

mozna uzyska¢, w przypadku braku glutaminy, takze poprzez wytaczenie genu PRODH/POX,

Bardzo interesujaca i potencjalnie uzyteczna klinicznie jest takze konkluzja z powyzszych badan,
sugerujgca, ze faczne zastosowanie metforminy i inhibitoréw syntezy glutaminy moze pozwoli¢ na
uzyskanie synergistycznego efektu przeciwnowotworowego i stanowié nowy kierunek w

poszukiwaniu skutecznej terapii nowotwordw piersi.

Warto dodaé, ze przedstawione wyniki zaopatrzone sa szerokimi materiatami dodatkowymi
(supporting information), ktére podkreslaja rzetelno$¢ wykonanych badan i zwiegkszajg mozliwosé

ich reprodukcji.

Reasumujgc, nalezy stwierdzi¢, ze w ramach przedstawionej rozprawy doktorskiej dokonano
sformulowania i oryginalnego rozwigzania problemu naukowego, wypelniajac tym samym

wymagania art. 187 pkt. 2.




Analiza ciekawych i wartosciowych wynikéw przedstawionych w tresci rozprawy sktonita mnie
do sformutowania kilku pytan, ktére chciatbym aby staty sig przyczynkiem do dyskusji w trakcie

obrony:

1. Chciatbym prosi¢ o rozwinigcie kwestii molekularnego mechanizmu dziatania metforminy,
skutkujgcego jej wptywem na metabolizm komérki nowotworowej i wynikajace z tego
dziatanie antyproliferacyjne. Sposob dziatania metforminy przedstawiony na rycinie 9 (str.
39) sugeruje, ze jest to inhibicja ktorego$ z enzyméw bioracych udzial w metabolizmie
pirogronianu (PYR KINASE lub PKM2). Tymczasem w literaturze zetknglem si¢ z
konkluzjami, ze metformina wplywa na ekspresje tych enzyméw. Poznanie szczegotowego
mechanizmu dziatania metforminy na poziomie molekularnym jest istotne, chociazby z
punktu widzenia poszukiwania innych obok metforminy nowych lekéw, wywierajgcych
podobny wptyw na komorki nowotworowe. Czy nalezy szukaé inhibitoréw PYR
KINASE/PKM2? Czy zwigzkéw hamujacych ich ekspresje?

2. Czy zastosowane w badaniach stgzenie metforminy 20 mM jest stezeniem, ktérego
osiggnigcia mozna spodziewaé si¢ w warunkach klinicznych? Jak koresponduje ono ze
stezeniami wolnej frakcji metforminy, wystepujacymi podczas jej stosowania jako leku
przeciwcukrzycowego?

3. Czy zastosowanie inhibitoréw syntezy glutaminy, ktorych synergia z metforming zostata
zasugerowana jako jedna z konkluzji pracy doktorskiej, jest klinicznie bezpieczne? Jakich
ewentualnie dziatan niepozadanych mozna by sie spodziewa¢? Czy Doktorantka mogtaby
zasugerowac jakie$ konkretne przyktady? Jaki bytby proponowany model badawczy do

przetestowania hipotezy tacznego stosowania tych zwiazkow?

Warto dodad, ze poza wysokim poziomem naukowym, praca jest réwniez bez zarzutu od strony
edytorskiej. Napisana jest zwigztym i klarownym jezykiem, opatrzona licznymi rycinami, tabelami

1 schematami, a takze wyjasnieniami skr6téw i odpowiednimi podsumowaniami.

Reasumujac, oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalny i indywidualny wklad
Doktorantki w rozwéj dyscypliny nauk farmaceutycznych i spelnia wszystkie wymagania
zawarte w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. (z pozn. zm.). Majac powyisze na uwadze,
z pelnym przekonaniem skladam wniosek o przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Thi Yen Ly
Huynh i dopuszczenie jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysoka

wartos¢ przedlozonej dysertacji, skladam takze wniosek o jej wyroznienie.
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