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rozprawy doktorskiej mgr Martyny Modrzejewskiej pt.
» Wplyw pochodnych kwasu glutarowego oraz witaminy C na aktywno$é bialek Tet
zaangazowanych w proces aktywnej demetylacji DNA. Zmiany ilosciowe modulatoréw bialek
Tet w chorobach jelita grubego.”,

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Marka Foksinskiego, w Katedrze Biochemii Klinicznej,
Wydzialu Farmaceutycznego Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikolaja
Kopernika w Toruniu.

Niewatpliwie interesujacy, a zarazem unikalny temat badawczy, ktéry podjeta Doktorantka w swojej
dysertacji miesci si¢ w bardzo szerokim zagadnieniu metabolizmu energetycznego organizméw
heterotroficznych, pozyskujacych energie z réznego rodzaju reakcji redoks w polaczeniu z regulacja
epigenetyczng. Zmiany w metabolizmie energetycznym sa obecnie uwazane za ceche
charakterystyczng dla nowotworéw, a wyniki badan tzw. przeprogramowania metabolicznego, oprocz
dostarczania wciaz nowych informacji na temat podstawowych mechanizméw choroby
nowotworowej, moga mie¢ zastosowanie kliniczne. Przykladem moze by¢ tzw. efekt Warburga,
obserwowany w komorkach nowotworowych, przeprogramowanych do glikolizy w warunkach
tlenowych, z nadmiernym wychwytem glukozy, ktéry z powodzeniem stosuje sie w metodzie
pozytonowej tomografii emisyjnej z zastosowaniem fluorodeoksyglukozy (FDG-PET).

Deregulacja metaboliczna moze mie¢ tragiczne konsekwencje dla komorki, a zmiany w metabolizmie
energetycznym zostaty zidentyfikowane w wielu stanach chorobowych, w tym w nowotworach o
roznej lokalizacji. Co istotne, jednym z najbardziej wyraznych zwiazkéw miedzy metabolizmem
energetycznym a nowotworami stanowig tzw. onkometabolity. Pani mgr Martyna Modrzejewska,
realizujagc swoje badania w ramach doktoratu, zainteresowala si¢ wybranymi metabolitami
powstajacymi w mitochondrialnym cyklu Krebsa oraz w alternatywnym szlaku ich dostarczania, czyli
w reakcjach anaplerotycznych. Doktorantka skupita si¢ na analizie 2-ketoglutaranu oraz dwoch
izomer6w 2-hydroksyglutaranu: D-2-hydroksyglutaranu i L-2-hydroksyglutaranu. Strukturalne
podobienistwo  D-2-hydroksyglutaranu,  L-2-hydroksyglutaranu, ale takze  pozostalych
onkometabolitéw, czyli bursztynianu i fumaranu, do 2-ketoglutaranu zapewnia im zdolno$¢ do
konkurencyjnego hamowania dioksygenaz zaleznych od 2-ketoglutaranu oraz Fe(IT), duzej grupie
enzymOw w szerokim zakresie funkcji biologicznych. Naleza do nich, m.in. hydroksylazy prolinowe
(PHD1-3), hydroksylazy S-metylocytozyny (TET 1-3, biorace swa nazwe od czestych translokacji
migdzy chromosomami 10 i 11, obserwowanych w nowotworach hematologicznych) i demetylazy
histonowe lizyny zawierajace domeng¢ Jumonji C (KDM1-8). Oprécz wybranych onkometabolitow,
Doktorantka podjela si¢ réwniez analizy witaminy C jako potencjalnego modulatora aktywnej
demetylacji DNA. Wiadomo bowiem, Ze egzogenna witamina C u cztowieka, wskazywana jest jako
kofaktor biatek Tet, zwigkszajacy ich aktywnos¢ katalityczna i zapewniajacych fizjologiczny poziom
5-hydroksymetylocytozyny oraz dalszych produktow jej utleniania.
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Od ponad 10 lat wiadomo, ze mutacje (gtownie somatyczne) okreslonych enzymdéw metabolizmu
energetycznego na stale przeprogramowujg metabolizm komérek, prowadzac do nadmiernej syntezy
onkometabolitéw. W przypadku 2-hydroksyglutaranu, jego podwyzszone stezenie wigze sie z
mutacjami enzymow dehydrogenazy izocytrynianowej 1 i 2 (IDH1 i IDH2), ktére obserwowane sg z
najwigksza czestoscia w glejakach, a takze ostrej bialaczce szpikowej, ale bardzo rzadko w
nowotworach jelita grubego. Wiadomo, Ze zaburzenia syntezy 2-ketoglutaranu oraz dwoch izomerow
2-hydroksyglutaranu, obserwowane w innych typach nowotworoéw nie wynikaja z mutacji. Niestety
wcigz brakuje badan charakteryzujgcych odmienne powstawanie oraz funkcje D-2-hydroksyglutaranu
i L-2-hydroksyglutaranu w komdrkach prawidlowych i zmienionych nowotworowo. Stad pani mgr
Martyna Modrzejewska w swojej dysertacji podj¢ta si¢ badan dotyczace stezenia 2-ketoglutaranu, L-i
D-2-hydroksyglutaranu oraz witaminy C jako potencjalnych modulatoréw aktywnosci katalitycznej
bialek Tet, z wykorzystaniem modelu choréb jelita grubego. Konsekwencjg dziatania w/w
modulatoréw jest bowiem powstawanie modyfikacji epigenetycznych DNA, czesto obserwowanym w
chorobie nowotworowej. Model ten wybrano ze wzgledu na mozliwos¢ przeanalizowania progresji
zmian klinicznych od przewlektych stanéw zapalnych, poprzez tagodne zmiany rozrostowe (polipy)
do nowotworu.

Dysertacja Pani mgr Martyny Modrzejewskiej liczy 97 stron starannie przygotowanego maszynopisu,
zawierajgcego teoretyczny wstep, cele pracy, materiat i metody z analizg statystyczna, wynikami
badan, dyskusjg, wnioskami i pi$miennictwem w liczbie 322 publikacji, streszczeniem w jezyku
polskim i angielskim; praca zawiera réwniez kopi¢ zgody lokalnej Komisji Bioetycznej. Czes$é
wynikow dysertacji, zostata opublikowana w postaci 3 prac oryginalnych w wysokopunktowanych (IF
oraz MNiSzW) czasopismach (poz. piSmiennictwa 235, 237 i 322), a Doktorantka jest pierwszym
autorem lub wspotautorem.

Na uwage zastuguje obszerny tematycznie i przedstawiony w bardzo interesujacy sposob wstep
dysertacji pani mgr Martyny Modrzejewskiej, gdzie podejmuje si¢ ona opisu zagadnien z zakresu
metabolizmu  energetycznego, charakterystyki 2-ketoglutaranu oraz dwoch izomerow  2-
hydroksyglutaranu, a takze dwoch pozostatych onkometabolitow, opisu metylacji i demetylacji DNA,
opisu roli witaminy C, przedstawienia znaczenia mikrobiomu i kwasu mastowego w przewodzie
pokarmowym, aby zakonczy¢ wprowadzenie do dysertacji zwieztym opisem choréb jelita grubego.
Chciatabym podkresli¢ duza erudycje Doktorantki i jej swobode w opisywaniu trudnego i obszernego
zagadnienia badawczego, ktdrym si¢ szczegélnie zainteresowata. Jej autorska i jednoczesnie logiczna
wizja wstepu dysertacji widoczna jest m.in. w postaci tytuléw wybranych podrozdziatow wstepu.
Jednakze moim zdaniem, we wstepie lub dyskusji brakuje terminu ,efekt Warburga”, ktory réwniez

wigZze sig¢ SciSle z zagadnieniem deregulacji metabolizmu energetycznego w__komdrkach

nowotworowych.

Jak stusznie podkreslita konieczno$¢ podjecia niniejszej tematyki badawczej Doktorantka: ,w
literaturze brak jest wynikéw badan eksperymentalnych testujacych mozliwo$é zastosowania
ilosciowych oznaczefi 2-ketoglutaranu i 2-hydroskyglutaranu w osoczu czy moczu jako markera
chorob jelit” (str. 94, streszczenie). Wigkszos¢ danych literaturowych odnoszacych sie do ilosci
glutaranéw w plynach ustrojowych oparta jest na analizach pdtilosciowych, czesto obarczonych dosé
duzg mozliwoécia popemiania blgdéw analitycznych. Brak jest wiarygodnych informacji na temat
bezwzglednej ilosci tych metabolitdéw w analizowanym materiale biologicznym” (str. 37, cele). Stad,
na podkreslenie zastuguje zastosowanie przez Doktorantke nowoczesnych metod analitycznych,
wymagajagcych duzego doswiadczenia i wiedzy badawczej. Tak wiec, do zrealizowania celow
badawczych opracowano, zwalidowano oraz zoptymalizowano metody ilosciowe do analiz poziomu
metabolitbw w osoczu, moczu oraz homogenatach tkankowych (fragment guza oraz margines
chirurgiczny), z wykorzystaniem ultrasprawnej chromatografii cieczowej (UPLC) z detekcja UV
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(witamina C) oraz tandemowa spektrometrig mas MS/MS (2-ketoglutaran oraz dwa izomery L- i D-2-
hydroksyglutaranu).

Autorka dysertacji zaplanowala szczegétowo zakres prac badawczych i przedstawione zalozenia
projektu ujela w postaci 4 celow rozprawy doktorskiej, ktore przedstawilabym krétko jako: 1)
Opracowanie, walidacja i optymalizacja chromatograficznych metod ilosciowych w matrycy
biologicznej (osocze, mocz, homogenaty tkankowe); 2) Pomiar stgzenia metabolitow; 3) Ocena
wplywu zmierzonych metabolitbw na aktywnos$¢ bialek Tet; 4) Ocena mozliwoséci zastosowania
ilosciowych oznaczen metabolitow w plynach ustrojowych w charakterze markera chorob jelit (w tym
raka jelita grubego).

Z obowiazku usystematyzowania wiedzy. chcialabym zapytaé Doktorantke, czy znane jest jej
zastosowanie kliniczne iloSciowego oznaczania onkometabolitow w plynach ustrojowych, tkankach i
komodrkach nowotworowych w hodowli, w badaniach przesiewowych. diagnostyce i monitorowaniu
pacjentow z wrodzonymi bledami metabolizmu energetycznego?

Realizujgc tak szeroko zakrojone badania, pani mgr Martyna Modrzejewska uzyskata wiele
interesujacych wynikéw, ktore nastgpnie szczegbélowo przedyskutowata z obszernymi danymi
literaturowymi. | tym razem, podobnie jak we wstgpie pracy doktorskiej, Doktorantka wykazata sie
duzg erudycja. Lektura dysertacji wskazuje niezbicie, ze jest mlodym badaczem stojacym juz u progu
dojrzatosei, realizujgcym cele naukowe we wlasciwy sposob, nie naruszajge podstawowych zasad
pracy naukowej. Doktorantka wykazala cechy starannego i rzetelnego pracownika naukowego, ktory
dba o wiarygodne przedstawienie wykonanych eksperymentéw i uzyskanych wynikéw; i ktory
perfekcyjnie opanowat warsztat naukowy.

Przy tak profesjonalnej realizacji tematu rozprawy doktorskiej, trudno dopatrze¢ si¢ brakow, uchybien,
czy niedopowiedzen, bo wszelkie kwestie merytoryczne oraz metodologiczne zostaly przedstawione
rzetelnie, szczegélowo i w sposob klarowny. Nalezy zauwazy¢, ze dwa z najintensywniej badanych
efektow onkometabolitéw i witaminy C na funkcje komoérek i podkreslane przez Doktorantke w pracy
doktorskiej, obejmujg indukcjg stanu pseudohipoksycznego i analizowang przez nig regulacje
epigenetyczna, czyli aktywnos¢ biatlek Tet mierzonych posrednio poprzez stgzenie 5-
hydroksymetylocytozyny. Z racji pelnego zglebienia tematu badawczego, przy publikacji wynikow
badan sugeruj¢ przedstawienie znaczenia witaminy A, dzialajacej synergistycznie do witaminy C w
regulacji bialek Tet. Sugeruje rowniez przedyskutowanie wynikow badan., pominietych przez
Doktorantke w zbiorze obszernego pismiennictwa, a dotyczacych znaczenia wybranych izomerdw 2-
hvdroksyglutaranu w raku jelita grubego: Colvin H i wsp., 2016, Leisenfeld DB i wsp., 2016 oraz w
raku nerki: Shim EH i wsp., 2014.

Chciatabym podkresli¢, ze pani mgr Martyna Modrzejewska wykazata si¢ umiejetnoscia prowadzenia
dyskusji naukowej w sposob bardzo wnikliwy oraz wyciggania ze swoich badan wnioskéw; wedtug
mnie raczej odwaznych i ambitnych, niz ostroznych i wywazonych. Wycigganie wnioskow jest sprawa
dos¢ trudng i czesto spotykanym bledem u mtodych badaczy jest przedstawianie jedynie wynikow,
jako konkluzji z przeprowadzonych badan. Doktorantka przedstawita swoje wnioski w spos6b bardzo
oryginalne, co oceniam pozytywnie, chociaz cze$é z nich przedstawia raczej hipotezy badawcze, nie
poparte wykonanymi badaniami. Tak jest w przypadku przywolywanego w pierwszym
wniosku/akapicie (str. 77) podjednostki a czynnika indukowanego hipoksja - HIF la, ktéry przeciez
nie byl analizowany przez doktorantke. Okreslenia ujete w cudzystow, np. dzialanie
.Jjednokierunkowe™ D-2-hydroksyglutaranu i ,,rozproszone” L-2-hydroksyglutaranu sg jak najbardziej
zrozumiale, chociaz przy publikacji wynikéw badan powinno by¢ opisane w sposoéb nie budzacy
watpliwosci. Cheiatabym prosi¢ Doktorantke o wyjasnienie nast¢pujacego wniosku: ..Staba korelacja

pomiedzy zawartoscia 2-ketoglutaranu w guzie i tkance zdrowej moze wskazywaé na to, 7e
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wewnatrzkomérko oziom 2-ketoglutaranu jest zdeterminowan enetycznie” (str.78. akapit
drugi).

Przytoczone z obowigzku recenzenta uwagi, w wigkszosci polemiczne, nie wplywaja na pozytywna
ocen¢ przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej. Pani mgr Martyna Modrzejewska wykonata
zmudne, trudne technicznie i ciekawe badania, wymagajace duzego zaangazowania zarbwno w prace
laboratoryjna, wymagajaca umiejetnosci stosowania nowoczesnych hybrydowych technik
badawczych. Wykazala cechy starannego i rzetelnego pracownika naukowego dbatego o wiarygodng
dokumentacj¢ szeroko zakrojonych badan i spostrzezen, a wykonanie pracy doktorskiej wymagato
réwniez duzej wiedzy na temat metabolizmu energetycznego oraz modulatorow procesow
epigenetycznych w chorobach jelita grubego.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska jest niewatpliwie oryginalna. Nalezy podkresli¢, ze
pomyst i koncepcja pracy doktorskiej sa pionierskie. Wcigz brakuje badan z wykorzystaniem
materiatu klinicznego, w ktérych analizuje si¢ rolg onkometabolitow i witaminy C jako potencjalnych
modulatorow aktywnej demetylacji DNA, szczeg6lnie w przypadku najczesciej wystepujacego
nowotworu, jaki jest rak jelita grubego. Wiadomo, ze istnieje zwigzek miedzy onkometabolitami i
dynamika mitochondriéw, co stanowi potencjalny ekscytujacy obszar przysztych badan oraz obszar do
opracowania nowych strategii terapeutycznych, w celu zapewnienia wigkszej skutecznosci terapii
nowotworowych. Zaprezentowane w pracy doktorskiej iloSciowe wyniki modulatorow biatek Tet
wydajg si¢ szczegdlnie cenne w tym kontekscie, skoro uzyskano je zwalidowanymi metodami
analitycznymi.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska pani mgr Martyny
Modrzejewskiej stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, wnoszacego istotne, nowe
tresci do rozwoju nauki oraz wykazuje ogdlng wiedzg teoretyczna Doktorantki, a takze jej umiegjetnosé
samodzielnego i odwaznego prowadzenia pracy naukowej, tj. spetnia warunki okre$lone w ustawie z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z p6zniejszymi zmianami).

Whnosze zatem do Wysokie] Rady Wydziatu Farmaceutycznego Collegium Medicum w Bydgoszczy,
Uniwersyteut Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wnioskujg do Wysokiej Rady o wyrdznienie rozprawy doktorskiej (wniosek w

zataczeniu).

1.6dz, 30 kwietnia 2019r.
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