Krakéw, 23.11.2022 r.

OCENA ROZPRAWY NA STOPIEN DOKTORA NAUK MEDYCZNYCH
PANI MGR INZ. MAI SOLTYKI ZATYTULOWANE!:
"ANALIZA POROWNAWCZA CYTOTOKSYCZNEGO ODDZIALYWANIA
POCHODNYCH 2-DEOKSY-D-GLUKOZY(2-DG)

W MODELU IN VITRO GLEJAKA WIELOPOSTACIOWEGO”

Glejak wielopostaciowy (GBM, glioblastoma multiforme) nalezy do pierwotnych
nowotworéw osrodkowego uktadu nerwowego o bardzo duzym stopniu ztosliwosci.
Mimo duzego postepu w badaniach, wyniki leczenia tego nowotworu pozostajg
niezadowalajgce. Wcigz konieczne sg badania podstawowe ukierunkowane na poznanie
molekularnych mechanizméw prowadzacych do jego rozwoju, a takze testowanie
zwigzkéw o potencjalnym dziataniu terapeutycznym. Takie zadanie postawita sobie
Doktorantka, Pani mgr inz. Maja Sottyka, realizujgc prace doktorskg w Samodzielnej
Pracowni Genetyki i Biologii Molekularnej w Wojskowym Instytucie Higieny i
Epidemiologii w Warszawie pod opiekg dr hab. n. med. inz. Beaty Pajgk, prof. WIHE
(promotor) oraz dr n. fiz. Marcina Ziemniaka z Laboratorium Badan Strukturalnych i
Biochemicznych, Centrum Nauk Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego
(promotor pomocniczy).

Badania te wpisujg sie w gtéwny nurt badawczy Zespotu kierowanego przez dr
hab. Beate Pajgk i sa wynikiem realizacji kierowanego przez nig projektu OPUS NCN
»Molekularne i farmakologiczne podstawy dziatania inhibitoréw glikolizy jako czynnikéw
przetamujgcych lekoopornosé glejaka”.

Formalny opis rozprawy

Praca jest napisana w klasyczny sposéb, liczy 151 stron i podzielona jest na podrozdziaty,
typowe dla tego typu rozpraw. Po krétkim Streszczeniu i angielskojezycznej wers;ji
(Summary), kolejne rozdziaty to Wykaz skrétéw, Wstep, Cel pracy, Materiaty i metody,
Wyniki, Dyskusja i Wnioski. Prace zamyka rozdziat Pismiennictwo sktadajacy sie z 287
pozycji a na koricu rozprawy Doktorantka przedstawita Wykaz Rycin oraz Tabel.

Praca jest napisana poprawnym jezykiem polskim, cho¢ Autorka nie ustrzegta sie
(nielicznych) bteddéw literowych, interpunkcyjnych, stylistycznych czy zapozyczen (kalek) z
jezyka angielskiego (np. pelet — osad, kit — zestaw, starter przedni i wsteczny a nie forward
i reverse).

Ocena merytoryczna rozprawy

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska stanowi przemyslang prace, w ktorej
Doktorantka w przejrzysty sposdb nakreslita aktualng wiedze na temat patologii glejaka,
przeprowadzita dobrze zaplanowane doswiadczenia a na podstawie ich wynikéw,
sprecyzowata wnioski, odpowiadajgce postawionym zatozeniom pracy.
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Streszczenie prawidtowo podsumowuje rozprawe, przedstawia gtéwny problem
badawczy oraz skrétowo prezentuje wyniki. Do tej cze$ci mam drobna uwage edytorska,
dotyczaca braku rozwinigcia niektérych skrotéw (np. GBM, HKIl).

Wykaz skrotow jest kompletny i w wiekszosci przygotowany prawidtowo. W
wyjatkowych sytuacjach podano jedynie angielskojezyczne ttumaczenie (np. AML, HEPES,
MTS, PDH). Drobne pomytki wkradty sie w rozwinigciu np. skrétu MDR (opornos¢ a nie
odporno$¢ wielolekowa), a SDS to siarczan dodecylu, sél sodowa albo siarczan dodecylu
sodu a nie siarczan dodecylu.

W dobrze napisanym, do$¢ obszernym Wstepie, zawartym na 24 stronach i
podzielonym na 6 podrozdziatow, zilustrowanym 10 rycinami i 1 tabela, Pani mgr inz.
Softyka skoncentrowata si¢ na charakterystyce komodrek nowotworowych glejaka
wielopostaciowego, przede wszystkim ich metabolizmie oraz przedstawieniu mozliwych
opcji terapeutycznych wykorzystujacych inhibitory glikolizy, w tym halogenopochodnych
2-deoksy-D-glukozy (2-DG). Lektura tej czgsci pracy wskazuje, ze Doktorantka biegle
orientuje sie w tematyce przedmiotu. Wstep jest napisany w przejrzysty sposob,
przedstawia najwazniejsze i najnowsze doniesienia w zakresie mozliwosci
terapeutycznych glejaka, opartych na wykorzystaniu pochodnych 2-DG. Tekst czyta sie
dobrze, cho¢ Autorka nie ustrzegta sie drobnych skrétéw myslowych czy potknigc
jezykowych (np. strona 26: ,HK Il wigze sig z mitochondriami” oraz dalej ,,odpornos¢ na
chemioterapeutyki”). Niezaleznie od tego, uwazam, 7e ta cze$¢ dobrze wprowadza
czytelnika do lektury dalszych czgsci rozprawy.

Cel pracy jest prawidtowo nakreslony. Doktorantka podjeta sie analizy
cytotoksycznego oddziatywania nowych pochodnych 2-DG, zsyntetyzowanych w ramach
wspétpracy naukowej w laboratorium prof. Priebe (MD Anderson Cancer Center, Teksas,
USA) oraz identyfikacji molekularnych mechanizméw ich dziatania w komérkach glejaka
wielopostaciowego linii U-251 i U-87. Dodatkowo, Doktorantka sformutowatfa cztery
szczegdtowe cele badawcze, ktére stanowity podstawe do przeprowadzenia dobrze
zaplanowanych badan.

Kolejny rozdziat to Materiaty i metody, w ktérym w drobiazgowy sposéb opisano
procedury przeprowadzonych doéwiadczen. Doktorantka dotozyta wszelkich staran, aby
w wyczerpujacy sposéb przedstawi¢ szczegoty metodologiczne kolejnych analiz, w tym
hodowli komoérkowych, stymulacji komérek — badanymi zwigzkami, testow
biochemicznych, analizy ekspresji biatek z uzyciem metody Western blot. W swoich
badaniach, Pani mgr inz. Sottyka podjeta tez prébe produkcji i krystalizacji biatka ludzkiej
heksokinazy Il i szczegdtowo opisata kolejne etapy tych procedur. Ta czes¢ rozprawy
zostata zobrazowana jedna rycing przedstawiajaca struktury chemiczne badanych
zwigzkéw (w podpisie tej ryciny wkradt sig bfad —to rycina 11 a nie 41). Nalezy podkreslic,
7e cze$¢ badan zostata wykonana we wspétpracy z innymi grupami/innymi jednostkami,
ale zostato to odpowiednio podkreslone w opisie danej metody.

Moje drobne uwagi do tej czesci pracy nie maja charakteru merytorycznego, a
dotyczg raczej sposobu prezentacji pewnych tresci. Szkoda, ze Autorka nie podata
numerdéw katalogowych przeciwciat uzywanych w analizie Western blot, nazwa firmy to
Thermo Fisher Scientific a nie Thermo Fisher (uzywane w pracy zamiennie). Uwazam tez,
7e podawanie szczeg6téw adresowych firm jest dobrg praktyka, cho¢ informacje te
mogtyby pojawiac sie tylko przy pierwszym wspomnieniu o danej firmie. Nie zgodzg si¢,
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ze jak napisata Doktorantka na str. 52 ,Przeciwciata kaspazy-3 stuzg jako doskonate
biomarkery do monitorowania indukcji apoptozy”. Pani mgr inz. Sottyka w tej czesci pisze
o genie HK21, prositabym o doktadng informacje, co to za gen. Powyisze komentarze nie
rzutujg na wysoka ocene rozdziatu Materiaty i metody. Co najwazniejsze, dobér metod i
przeprowadzone analizy pozwolity na realizacje gtéwnych celéw projektu.

Czes¢ prezentujgca Wyniki miesci sie na prawie 40 stronach i zostata podzielona
na dwa gtdwne podrozdziaty, tj. pierwszy prezentujgcy wyniki badan in vitro oraz drugi,
skupiajacy sie na opisie przeprowadzonych badari biochemicznych i fizykochemicznych.
Ta czgs$¢ jest bardzo dobrze opracowana i zilustrowana 24 panelowymi rycinami. Rysunki
sg czytelne, zawierajg wyczerpujace opisy, a przede wszystkim prawidtowg analize
statystyczng. Autorka przeprowadzita szereg doswiadczen na dwach liniach komdrkowych
glejaka, stymulujac je 11 réznymi zwigzkami (2-DG, WP1122, 2-FG, 2-FM, 2-IG, 2-IM, 2-
CG, 2-CM, 2-BG , 2-BM oraz 2,2-diFG). W zaleznosci od typu doswiadczenia, badane
zwigzki byty stosowane w réznym zakresie stezeri. Doktorantka przeprowadzita badania
nie tylko w warunkach normoksji, ale tez symulowanej hipoksji (stymulacja komdrek
zwigzkiem DMOG, hamujgcym hydroksylazy prolinowe, co prowadzi do aktywacji
czynnika HIF-1a). Kolejno badata wptyw zwigzkéw na proliferacje komérek, proces
apoptozy, autofagii, glikolizy czy aktywnos¢ HK Il. Badania te wymagaty duzego naktadu
czasu i sit. Wykazata m.in., ze rodzaj podstawnika czy zmiany strukturalne zwigzkéw
istotnie wptywajg na ich aktywnos¢ biologiczng a najwyiszy potencjat
przeciwnowotworowy wykazujg fluoropochodne oraz acetylowana pochodna 2-DG -
WP1122.

Do tej czesci mam kilka uwag edytorskich, ktére pozwalam sobie wypisaé, z myslg
o tym, ze moze to pomdc Doktorantce np. przy przygotowywaniu wynikéw do publikacji.

1. Wiekszos$¢ wykreséw jako opis osi Y podaje procent kontroli (np. Zzywotnosé,
proliferacja, synteza biatka itd.), ale wyniki te s3 przedstawione w sposdéb
znormalizowany do 1. Przy takim opisie osi, wyniki powinny by¢ przedstawione w
procentach.

2. Podobna sytuacja ma miejsce w przypadku Ryciny 20, gdzie opis osi wskazuje, ze
wyniki pokazuja produkcje NADH w nmol/mg, co nie jest w rzeczywistosci
pokazane na wykresach (wyniki normalizowane do komérek kontrolnych -
kontrola =1).

Mam réwniez kilka pytar/sugestii dotyczgcych samych eksperymentdw:

1. Czy wszystkie badane zwigzki byty rozpuszczone w wodzie/medium?

W badaniach uzywano zwigzku DMOG, analiza Ryc. 14 pokazuje, ze indukcja
poziomu czynnika HIF-1 oraz zaleznych od jego aktywnosci biatek nie jest zbyt
wysoka. Zastosowane stezenia DMOG byty stosunkowo niskie, czy nie warto
bytoby uzy¢ wyiszych stezen? Jeszcze lepszym rozwigzaniem mogtoby by¢
kilkukrotne podawanie DMOG, lepiej imitujace ciggta aktywacje HIF-la w
warunkach hipoksji.

3. Do badania wptywu zwigzkéw na zywotnosé, Doktorantka uzywata testu MTS,
mierzgcego aktywno$¢ dehydrogenaz mitochondrialnych. Nie jest to idealna
metoda do pomiaru zywotnosci komarek. Jakie inne (lepsze) rozwigzania mozna
zaproponowac?
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4. Biorac pod uwage uzyskane wyniki, czy nie warto rozwazyé przeprowadzenia
szerszego zakresu badari dotyczgcych wptywu badanych zwigzkéw na proces
mitofagii?

Druga cze$é pracy koncentruje sie na opisie wynikéw badan biochemicznych i
fizykochemicznych obejmujacych, m.in. produkcje rekombinowanego biatka heksokinazy
Il i jego krystalizacje. Pomimo wysitkdw, nie udato sie uzyskaé¢ odpowiedniej jakosci
krysztatéw, ktére mogtyby by¢ uzyte do dalszych badan. Wynik ten na pewno rozczarowat
Doktorantke, jednak Recenzentka zdaje sobie sprawg, z tego, 7e procedura krystalizacji
jest niezwykle trudna i ,chimeryczna”.

W koricowej czesci rozprawy przedstawiono Dyskusje, w ktdrej przeanalizowano
uzyskane wyniki na tle literatury przedmiotu. Doktorantka opisuje zalety pochodnych 2-
DG, wskazujac réwniez na pewne ograniczenia w ich zastosowaniu. Ciekawym
fragmentem jest ten opisujacy potencjalne mechanizmy odpowiedzialne za zréznicowang
odpowied? komérek linii U-87 i U-251 na stymulacje badanymi czynnikami. Cafa dyskusja
jest napisana w bardzo dobry sposob, Doktorantka ze swobodg interpretuje swoje wyniki.
Cytuje wiele nowych i najnowszych publikacji. Prace zamykajg cztery dobrze
sformutowane konkluzje.

Wyniki uzyskane w ramach pracy s3 zdecydowanie wartosciowe i pozwalajg na
postawienie wielu pytan i zaplanowania nowych eksperymentéw. Na koniec, z obowigzku
recenzenta i checi rozmowy z Doktorantka podczas publicznej obrony, proszg o krotkie
nakreélenie mozliwoéci dalszych badan, w tym analiz in vivo. Jakie typy dosdwiadczen
mozna zaproponowaé? Czy do badania in vivo lepszym rozwigzaniem jest monoterapia z
wykorzystaniem pochodnych 2-DG czy terapia skojarzona?

Podsumowanie

Stwierdzam, iz uzyskane przez Panig mgr inz. Maje Sottyke wyniki s3 wazne i poszerzaja
wiedze nad patologia zfo$liwych nowotworéw moézgu i moga przyczyni¢ sig do
opracowania nowych terapii tej choroby.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreélone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i stanowi dowdd na
posiadang przez Doktorantke wiedzg teoretyczng i praktyczng znajomos¢ technik metod
biologii molekularnej niezbednych do prowadzenia pracy badawczej.

W zwigzku z powyiszym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Wojskowego
Instytutu Medycyny Lotniczej o dopuszczenie Pani mgr inz. Mai Sottyki do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,

" pgnieszka toboda
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