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Recenzja pracy doktorskiej Pani Thi Yen Ly Huynh
pt. Metabolomic approach to understand the mechanism of metformin-induced PRODH/POX-
dependent apoptosis in MCF-7 breast cancer cells,
wykonanej pod kierunkiem Pana Prof. dra hab. Jerzego Palki

w Katedrze Chemii Lekow Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku

Przedstawiona do recenzji praca porusza bardzo ciekawe i istotne zagadnienie, jakim jest
poszukiwanie nowych celéw molekularnych w leczeniu nowotwordw. Uwzgledniajac coraz
wigksza zachorowalno$¢ na nowotwory, brak skutecznych metod leczenia niektérych z nich,
podjecie badan zmierzajacych do wyjasnienia mechanizmu dziatania przeciwnowotworowego
metforminy w komérkach raka piersi MCF-7 uwazam za bardzo uzasadnione. Jako narzedzie
badawcze wykorzystano analize metabolomiczna, na podstawie ktorej okreslono profil
metabolomiczny komoérek nowotworowych MCF-7 typu dzikiego oraz MCF-7 ze
znokautowanym PRODH/POX, wytworzonego przy uzyciu technologii CRISPR-Cas9,
poddanych dziataniu metforminy (MET). Punktem wyjscia do tego typu badan jest zmienno$é
procesow biochemicznych w komoérkach nowotworowych w stosunku do komérek zdrowych.
Temat ten czeSciowo analizowany w pismiennictwie, takze w Jednostce, w ktérej realizowana
byla praca doktorska, nie zostat doglebnie wyjasniony, zwtaszcza w odniesieniu do komérek
raka piersi, stad wyniki analizy Autorki moga pozwoli¢ na znaczace poszerzenie wiedzy
w tym zakresic. W badaniach Doktorantka wykorzystala nastepujace techniki: (i)
CyQUANT®Cell Proliferation Assay do badania proliferacji komérek; (ii) cytometric
przeptywowa Nucleo-Counter NC-3000 do badania cyklu komérkowego; (iii) Western blot
do badania ekspresji biatek proapoptotycznych; (iv) wysokosprawna chromatografie cieczowg
sprzezong z tandemowg spektrometria mas z potrdjnym kwadrupolem do analizy
metabolomicznej. Zalozenia przyjete w niniejszej rozprawie doktorskiej oparte byly na
hipotezie zakltadajacej, ze metformina aktywuje kinaze AMP(AMPK), ktéra indukuje

apoptoze w komoérkach nowotworowych, a dzieje sie to poprzez szereg nastepujacych po
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sobie proceséow, ktére obejmuja generowanie przez dehydrogenaze prolinowa/oksydaze
prolinowa reaktywnych form tlenu w warunkach dostgpnosci proliny, substratu
PRODH/POX. W przedstawionym opracowaniu opisano szczegélowo zmiany zachodzace
w komoérkach w warunkach niedoboru weglowodanowych 1 lipidowych substratow
energetycznych oraz role w tych procesach proliny.

Uktad pracy jest typowy dla publikacji bedacej zbiorem prac wiasnych Autorki. Praca sktada
sie z pieciu podstawowych rozdziatow, w tym wprowadzenia, celu pracy, materiatéw 1 metod,
wynikéw, dyskusji, wnioskéw, publikacji 1-2 oraz dodatkowo zawiera informacje na temat
zrodel finansowania, wykazu zastosowanych w pracy skrotow, wykazu osiggnie¢ naukowych
Doktorantki, piémiennictwa i zatacznikéw. Praca liczy 116 stron, z czego 40 stron zajmuja
publikacje wraz z dodatkowymi zalgcznikami.

W rozdziale Wstep Autorka opisala dziatanie i zastosowanie metforminy, homeostaze
i przemiany prowadzace do nowotworéw oraz szlaki sygnalizacyjne uczestniczace W tych
procesach, proces autofagii, apoptozy oraz metaboliczng rol¢ dehydrogenazy i oksydazy
proliny, a takze ich udzial w procesie apoptozy i autofagii, proces glikolizy oraz znaczenie
cyklu TCA, konczac swoje rozwazania podrozdzialem aminokwasy jako regulatory
metabolizmu.

W kolejnym rozdziale — Cel pracy Autora doprecyzowala cel swoich badan oraz przedstawita
jakie badania eksperymentalne zostang przeprowadzone. Rozdzial ten konczy stwierdzeniem,
ze koAcowym rezultatem Jej badan powinno by¢ ustalenie roli PRODH/POX w mechanizmie
MET-zaleznej apoptozy oraz okreslenie nowego celu molekularnego w eksperymentalne;
terapii raka piersi.

W krétkim rozdziale Materialy i metody, Autorka opisata sposob prowadzenia badan,
podkreslajac, ze sa one szczegdlowo przedstawione w zalaczonych publikacjach.

Kolejny rozdziat, najistotniejszy dla oceniajacego to Wyniki i dyskusja.

Po tych rozdzialach Autorka zamieszcza dwie publikacje, w ktérych opisano wszystkie
przeprowadzone badania. Wymienione prace to:

1. 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. Molecular and Cellular Biochemistry 2020;
https://doi.org/10.1007/s1010-020-03685-y.

2. 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. Biomolecules 2021; 11, 1888.
https://doi.org/10.3390/biom11121888.

W obu pracach Doktorantka jest pierwszym autorem, co jest warunkiem koniecznym przy
procedowaniu prac doktorskich. Eaczna warto$¢ wskaznika Impact Factor (IF) dla
prezentowanego cyklu prac wynosi 8,275, co odpowiada 170 punktom Ministerstwa Edukacji
1 Nauki. Zalgczone oswiadczenia wspotautoréw o udziale Doktorantki w powstawaniu
publikacji potwierdzaja Jej znaczacy wktad w zaplanowanie, wykonanie badan, opis i analize
uzyskanych wynikéw oraz przygotowanie manuskryptu publikacji.

Zatozenia pracy zostaly przygotowane prawidlowo, a odpowiedzi na pytania, przedstawione
jako cele pracy, zostaly okreslone w postaci 6 wnioskéw, sposrod ktorych wniosek 6 jest
najbardziej obiecujacy, jezeli chodzi o nowe perspektywy terapii raka piersi. Wniosek ten
konczy sie stwierdzeniem, ze skojarzone leczenie MET z inhibitorami syntezy glutaminy
moze by¢ nowym podej$ciem do dalszych badan nad eksperymentalna terapig raka piersi.
Whioski sformulowane sa poprawnie i wynikaja z przeprowadzonej w pracy analizy
1 dyskusji. Analiza wynikéw whasnych Doktorantki  zostala przeprowadzona
z wykorzystaniem prawidlowo dobranych testow statystycznych.

Przedstawiona dyskusja potwierdza znajomosé i zrozumienie poruszanych zagadnien
z zakresu nauk medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.
Wykonane przez Doktorantke badania, ich oméwienie i wnioski potwierdzaja umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia badan naukowych oraz dobre; wspolpracy z innymi zespotami
badawczymi, wnosza takze znaczacy wktad w rozwoj dyscypliny nauki farmaceutyczne, sg
cenne dla farmaceutow, lekarzy oraz naukowcow z dziedzin pokrewnych.

W podsumowaniu pragne zwroci¢ uwage na kilka aspektow. To co jest godne podkreslenia, to
nowatorski przedmiot pracy. Takze jakos¢ przeprowadzonych badan jest wysoka i zashuguje
na uznanie. Doktorantka miata wprawdzie mozliwos$¢ realizacji badan w bardzo dobrym
zespole badawczym, pod kierunkiem Pana Prof. Jerzego Palki, uznanego autorytetu w tym
zakresie, jednakze bez Jej zaangazowania, realizacja tak zaplanowanego zakresu badan
bylaby niemozliwa.

Dobor literatury w liczbie 168 pozycji, uwzglednia najnowsze piSmiennictwo i spetnia
wymagania w tym zakresie. Przedstawiona dyskusja potwierdza znajomos¢ i zrozumienie
poruszanych zagadnien.

Podczas obrony pracy chciatabym poruszy¢ nastepujace zagadnienie — czy na podstawie
przeprowadzonych badan widzi Pani nowe mozliwosci leczenia nowotworéw. Jakie grupy

lekow wydaja si¢ Pani najbardziej odpowiednie do tego celu, czy mozna takze rozwazy¢
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repozycjonowanie lekow stosowanych w innych schorzeniach. Moje kolejne pytanie dotyczy
metforminy, czy na podstawie przeprowadzonych w Jednostce badan, moze by¢ ona lekiem
wykorzystanym w leczeniu nowotworéw innych narzadow oraz jaka jest dawka, ktora jest
niezbedna do osiagni¢cia efektu terapeutycznego w przypadku choréb nowotworowych,

a takze jakich potencjalnych dziatan niepozadanych mozna w tym przypadku oczekiwac.

Inne osiggniecia Doktorantki

Doktorantka przedstawita listg publikacji, ktorych jest wspotautorem, poza cyklem dwoch
prac uwzglednionych w rozprawie doktorskiej. Jest to 7 prac eksperymentalnych

o sumarycznym IF = 32,719, co odpowiada 760 punktom MEIN oraz 8 prac pogladowych
(145 pkt MEiN). Autorka prezentowata wyniki swoich badan na 10 konferencjach krajowych
i zagranicznych. Zamiescita rowniez liste grantow i projektow naukowych, ktérych byla
beneficjentem/wykonawca oraz kurséw, dzieki ktérym mogla podnies¢ swoje kwalifikacje
naukowe. Dane te potwierdzaja bardzo duze zaangazowanie Doktorantki oraz sg bardzo

dobrym prognostykiem Jej dalszego rozwoju naukowego.

Whioski i koncowa konkluzja

Zaproponowane i przeprowadzone przez Doktorantk¢ badania posiadaja duze znaczenie
w sensie naukowym, ale i praktycznym. Uzyskane w niniejszej pracy doktorskiej wyniki
badati moga sie przyczynié¢ do opracowania nowych, bardziej skutecznych i bezpiecznych
metod leczenia nowotworéw piersi. Oczywiscie, pierwszym etapem w tych rozwazaniach s
procesy biochemiczne zachodzace w komorkach nowotworowych, ktére zostaly przez
Autorke szczegotowo zbadane 1 opisane.

Oceniajac pozytywnie, zaréwno pod wzgledem formalnym, jak 1 merytorycznym pracg
doktorska Pani Thi Yen Ly Huynh pod tytutem Metabolomic approach to understand the
mechanism of metformin-induced PRODH/POX-dependent apoptosis in MCF-7 breast cancer
cells, potwierdzam, Ze stanowi ona oryginalne i warto$ciowe opracowanie naukowe i dlatego
mam zaszcezyt zwroci¢ sie do Pana Dziekana i Kolegium Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o przyjecie pracy, i dopuszczenie Autorki do

dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
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