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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Pani mgr inz. Maji Softyki
pt. ,,Analiza poréwnawcza cytotoksycznego oddziatywania pochodnych 2-deoksy-D-glukozy (2-
DG) w modeli in vitro glejaka wielopostaciowego”

Praca doktorska pani Maji Softyki dotyczy bardzo waznego zagadnienia, jakim jest
poszukiwanie i charakteryzowanie nowych potencjalnych zwigzkéw antynowotworowych. Celem
pracy byta analiza efektéw biologicznych, molekularnego mechanizmu oddziatywania oraz
znaczenia potozenia podstawnika w nowych halogenopodobnych 2-DG (2-FG, 2-IG, 2-CG, 2-BG)
oraz acetylowanej pochodnej 2-DG, WP1122, w modelu in vitro glejaka wielopostaciowego.
Ponadto, celem przeprowadzonych badan byfa analiza wptywu pochodnych 2-DG na aktywnos¢
HK 1l, a takze otrzymanie rekombinowanego biatka ludzkiej HK Il w systemie bakteryjnym i jego
krystalizacji z oddzialujgcymi halogenopochodnymi.

W ostatnich 20 latach nastgpit prawdziwy przetom w zakresie opracowywania nowych
terapii antynowotworowych. Opracowano wiele nowych czasteczek, np. przeciwciata
monoklonalne, inhibitory kinaz, inhibitory punktéw kontrolnych, a takze powstato wiele nowych
technologii, np. ADC, czy terapie komérkowe. W efekcie doprowadzito to do powstania nowych
programow leczenia. W ciggu ostatnich kilku lat zarejestrowano ponad 60 nowych terapii
onkologicznych — wiekszos¢ jednak w nowotworach hematologicznych i chtoniakach. Pomimo
wspomnianych sukcesow, w leczeniu guzéw litych i przerzutéw nowotworowych wcigz nie ma
zadnego postepu. Guzy mozgu, a szczegodlnie glejaki to jedne z najtrudniejszych nowotworéw pod
katem leczenia i rokowania u pacjentéw. Glejak jest najczesciej diagnozowanym guzem mézgu,
stanowigc ok. 60% przypadkéw. Wykrywany jest u ponad 17 tys. pacjentéw rocznie w USA,
stanowigc okoto 2% wszystkich diagnozowanych nowotworéw. Mniej wiecej tyle samo pacjentow
rocznie na ten nowotwdr w USA umiera. Najczesciej rozpoznanie stawiane jest u pacjentéw w
wieku 55-60 lat, czyli aktywnych zawodowo z duzym bagazem doswiadczenia. Ich zgony stanowig

wiec istotny problem spoteczny. Aktualnie srednia przezywalnos$¢ od momentu rozpoznania to 15-
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18 miesiecy i nie ma tu znaczenia czy pacjent ma dostep do najnowszych rozwigzan
terapeutycznych (przyktadem moze by¢ tu senator John McCain). Piecioletnia przezywalnos¢
wynosi od 5% do 10% (dla poréwnania dla raka piersi jest to prawie 90%), co obok raka trzustki
stawia ten nowotwodr na czele najtrudniejszych guzéw do leczenia. Wczesne rozpoznanie nie
zmienia tej statystyki. Gtéwnymi problemami w leczeniu tego nowotworu s3: bariera krew-moézg
ograniczajgca dostep niektorych rozwigzan terapeutycznych, nieostre granice guza ograniczajgce
mozliwosé interwenciji chirurgicznej, czy tez wrazliwos$¢ zdrowych komérek mézgu na stosowane
terapeutyki i wynikajaca stad toksycznosc.

W ostatnich latach nastagpit wzrost liczby badan nad glejakiem, co wigzato sie z nadzieja, ze
wreszcie nastgpi przetom w leczeniu. Niestety do przetomu nie doszto. W 2019 roku firma Abbvie
wstrzymata badania z wykorzystaniem technologii ADC (Depatux-M) nie uzyskujgc zadowalajacych
rezultatdw przezywalnosci pacjentéw (tylko 15 miesiecy). Podobnie, w tym samym roku firma BMS
takze doniosta o porazce badania klinicznego Optivo w kombinacji z radioterapia (a poprzednio w
2017, kiedy Optivo byto stosowane w monoterapii). Tecentriq firmy Roche nie przeszedt nawet
pierwszej fazy badan klinicznych w tym wskazaniu.

Aktualnie trwaja proby leczenia glejakéw z wykorzystaniem innych rozwigzan, ktére sprawdzity sie
np. w nowotworach hematologicznych, szczegdlnie CAR-T. Nie ma jednak przekonujacych danych
wskazujacych, ze terapia jest skuteczna. Innym ciekawym, i wydaje sie, ze dos¢ obiecujgcym
podejéciem w leczeniu guzéw mézgu jest wykorzystanie wiruséw (Ziopharm Oncology), ktére
moga przechodzié przez bariere krew-mdzg. Wszystkie te badania sg jednak jeszcze na wczesnych
etapach. Nadal standardem leczenia pozostaje radioterapia plus temozolomid z niska
efektywnoscia. W przypadku wznowy glejaka, nie ma nawet powszechnego standardu
postepowania. Stosuje sig zazwyczaj lomustyne i regorafenib.

Dlatego tez badania nad poszukiwaniem nowych mozliwosci terapeutycznych w glejaku sg
tak niezwykle wazne i potrzebne. W potrzebe te doskonale wpisujg sie badania przeprowadzone
przez paniag Maje Softyke i recenzowana praca. Moja pierwsza uwaga odnosi sig do tytutu pracy, a
w zasadzie nazewnictwa wynikajgcego z klasyfikacji glejakéw. Pani Maja uzywa terminu
,glioblastoma multiforme”, a w jezyku polskim ,glejaka wielopostaciowego” (skrot GBM). Taka

nomenklatura byfa aktualna do roku 2021, kiedy to WHO zmienito klasyfikacje nowotworéw
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modzgu i obecnie stosuje sie nazwe ,glioblastoma” (skrét GBM). W jezyku polskim ,glejaka
wielopastociowego” zamieniono pojeciem ,glejak IV stopnia” (za: WHO CNS5 2021 classification
of gliomas). Przypuszczam, ze tytut pracy byt ustalony przez zmiang klasyfikacji przez WHO i na
pozniejszych etapach nie zostat on zaktualizowany. Warto moim zdaniem jednak o tym pamietaé
przy opracowywaniu publikacji naukowej na postawie wynikéw otrzymanych w ramach niniejszej
pracy.

Uktad przedstawionej do recenzji pracy i kolejnos¢ rozdziatow sg typowe dla prac
doktorskich, kolejnos¢ poruszanych zagadnien logiczna i przejrzysta. Catos¢ pracy jest napisana
poprawnym jezykiem. Uktad graficzny pracy jest elegancki. Zamieszczone ryciny i tabele s3
przejrzyste i czytelne.

We wstepie pracy Autorka przedstawia charakterystyke glejaka, opisuje mutacje w
poszczegolnych genach, a takze obraz histopatologiczny tego nowotworu. W tym opisie przydatoby
sie jednak nawigza¢ do aktualnej, wspomnianej juz klasyfikacji WHO. Nastepnie, Autorka opisuje
metabolizm komérek nowotworowych, skupiajac sie na glikolizie tlenowej, znaczeniu heksokinazy
w matabolizmie glukozy oraz opisie inhibitoréw glikolizy w terapii przeciwnowotworowej.
Szczegdlng uwage poswiecita halogenopochodnym 2-DG, co jest logiczne z punktu widzenia
tematyki pracy i jej celu. Na podstawie wstepu pracy mozna odnies¢ wrazenie, ze pani Maja ma
bogata wiedze w zakresie tematyki swojej pracy.

Kolejnym rozdziatem jest opis celu pracy — przedstawiony bardzo przejrzyscie. Autorka
postawita sobie cel gféwny: Analiza poréwnawcza cytotoksycznego oddziatywania nowych
halogenopochodnych 2-DG (2-FG, 2,2-diFG, 2-IG, 2-BG, 2-CG) oraz identyfikacja molekularnych
mechanizméw ich oddziatywania w komadrkach glejaka linii U-251 i U-87. W osiagnieciu tego celu
miaty pomoc cztery logicznie postawione cele szczegétowe: (1) Identyfikacja pochodnych 2-DG o
najwyzszym potencjale przeciwnowotworowym, (2) Analiza znaczenia potozenia podstawnika
halogenowego przy weglu C2 w strukturze halogenopochodnych glukozy i mannozy dla efektéw
ich oddziatywania, (3) Ocena hamowania efektywnosci heksokinazy Il przez pochodne 2-DG, (4)
Préba uzyskania rekombinowanego biatka heksokinazy Il oraz jego krystalizacja wraz z oddziatujgca
halogenopochodng w celu oceny réznic w interakcji z enzymem w zaleznosci od rodzaju halo-

podstawnika, ktére byty sukcesywnie realizowane.
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Rozdziat materiaty i metody jest opisany w dos¢ doktadny sposéb. Swoboda w opisie
stosowanych technik badawczych $wiadczy o bardzo dobrym ich opanowaniu przez Doktorantke.
Brakuje mi informacji na temat liczby powtdrzen biologicznych i technicznych kazdego
eksperymentu (takiej informacji nie sposob znaleZ¢ ani w rozdziale materiaty i metody, ani w
opisach rycin). Brakuje tez kilku wyjasnien, np. dlaczego badania prowadzono po 72 godzinach —
dlaczego zdecydowano sie na taki, a nie inny punkt czasowy? Czy wynika on z charakterystyki
procesu zachodzgcego w komérce, parametrow badanego zwigzku, czy moze wytypowano go na
podstawie badan wstepnych? Mam tez uwage techniczng do eksperymentéw badania apoptozy.
Moze warto byto zebraé do analizy nie tylko komorki adherentne, ale tez komorki z pozywki, co z
pewnoscig wigzatoby sie z obserwacjg wiekszego odsetka komdrek apoptotycznych. W
eksperymencie przeprowadzonym wg. protokotu Doktorantki z pewnosciag wiele komdrek
apoptotycznych zwyczajnie odptukano. Zwracam uwage na ten element, gdyz wzrost liczby
komdrek apoptotycznych po zastosowaniu badanych zwigzkéw nie byt imponujacy i warto sie
zastanowic z czego to moze wynikaé. Moze byto to zwigzane wtasnie z protokotem eksperymentu,
a moze warto byto jednak wybra¢ inny punkt czasowy, np. 24 godziny lub 48 godzin?

Wyniki pracy zostaty opisane bardzo starannie, logicznie i Doktorantka przedstawita je w
elegancji sposéb. Mam jednak do tego dziatu kilka uwag. W eksperymentach badania apoptozy,
autofagii, natezenia procesu glikolizy, czy wptywu pochodnych 2-DG na aktywnosc HK Il brakuje mi
jednak zastosowania kontroli pozytywnej. We wszystkich tych eksperymentach uzyto jedynie
kontroli nagatywnej (tj. komérki nietraktowane lub traktowane tylko DMSO). Warto moim
zdaniem uzupetnié te wyniki podczas przygotowywania publikacji. Pod rycinami brakuje informacji,
jaki test statystyczny zastosowano do analizy wynikow prezentowanych na tym konkretnym
wykresie. Na Rycinie 15 brakuje z kolei panelu wykreséw ,A” tj. wykreséw dla zwigzkéw 2-DG i
WP1122. Wyniki dla tych zwigzkéw sg omawiane w tekscie, ale nie sposéb znalez¢ tych wynikow
na rycinie.

Te wskazane powyzej niedociggnigcia nie umniejszajg jednak wartosci uzyskanych
wynikéw. Warto podkreéli¢ interdycyplinarnos¢ pracy, w ktérej wykorzystano bardzo wiele metod
zarébwno biologii molekularnej, jak i metod biochemicznych czy biofizycznych. Produkcja

rekombinowanego biatka, szczegélnie przy niskiej wydajnosci i problemach z jego odzyskiem, a
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nastepnie analiza krystalograficzna to zajecie bardzo praco- i czaso-chfonne. Wielkie brawa dla
Doktorantki, ze zdofata te wszystkie zadania wykona¢, szczegdlnie ze praca byfa realizowana w
czasie wielu ograniczen zwigzanych z pandemig i lockdown ami.

Ostatni element pracy to Dyskusja wtasnych wynikéw z informacjami z literatury.
Doktorantka uwzglednia najnowsze publikacje innych autoréw, zwtfaszcza te ktére ukazaty sie
podczas realizacji tej pracy. Dyskusja jest krotka, ale konkretna, dojrzata i profesjonalna. Jedyne,
czego mi zabrakto w rozdziale opisujgcym réznice pomiedzy wykorzystanymi w pracy liniami
komdrkowymi, to nawigzanie do kontrowersji zwigzanych z linig U-87 (Marie Allen i wsp. Sci Transl|

Med. 2016, 8 (354)), ktore sprawiaja, ze w niektdrych leboratoriach wycofano sie z jej stosowania.

Reasumujac, praca zawiera duzg ilo$¢ ciekawych wynikéw, a sposob ich przedstawienia
$wiadczy o swobodzie poruszania sie w zagadnieniach naukowych i umiejetnosci rozwigzywania
probleméw dos$wiadczalnych. Doktorantka osiaggnefa zaktadane cele. Wnioski wynikajace z

rozprawy stanowig oryginalny wkfad Autorki w rozwdj dyscypliny naukowej.

Ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Maji Softyki
spetnia warunki okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej Wojskowego
Instytutu Medycyny Lotniczej o dopuszczenie mgr Maji Sottyki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Whnioskuje takze o wyrdznienie pracy stosowng nagroda, zgodnie z zasadami

wewnetrznymi.
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