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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Mai Sottyka
p-t. ,,Analiza porownawcza cytotoksycznego oddzialywania pochodnych 2-deoksy-D-
glukozy (2-DG) w modelu in vitro glejaka wielopostaciowego”

Recenzowana praca doktorska mgr inz. Mai Soltyka zostata wykonana pod kierunkiem
dr hab. n. med. inz. Beaty Pajak, profesora WIHE, w Samodzielnej Pracowni Genetyki i
Biologii Molekularnej tego Instytutu. Promotorem pomocniczym pracy jest dr n. fiz. Marcin
Ziemniak z Laboratorium Badan Strukturalnych i Biochemicznych, Centrum Nauk
Biologiczno-Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego. Doktorantka jest stypendystkg
projektu OPUS (UMO-2017/25/B/NZ3/00251), a praca doktorska zostata wykonana w ramach
wspotpracy z Prof. Waldemarem Priebe z MD Anderson Cancer Center (Houston, USA) oraz
z Laboratorium Badan Strukturalnych i Biochemicznych Centrum Nauk Biologiczno-
Chemicznych Uniwersytetu Warszawskiego.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy waznego obszaru terapeutycznego jakim jest
leczenie glejaka wielopostaciowego (glioblastoma multiforme, GBM). Ten nowotwor
pierwotny osrodkowego ukladu nerwowego jest jednym =z najbardziej agresywnych
nowotworow i odznacza si¢ najwyzszym stopniem ztosliwosci. Pomimo wieloletnich badan,
rokowania pacjentow z GBM nadal nie sa pomyslne, a mediana przezycia nie przekracza 12
miesiecy. Dalsze badania w tej dziedzinie sa wigc szczeg6lnie uzasadnione. W terapii GBM nie
odnotowano istotnego postepu chemoterapeutycznego od poczatku lat 80-tych. Woweczas to,
Malcolm Stevens z Aston University zsyntetyzowal, w ramach pracy doktorskiej nad
pochodnymi imidazolokarboksamidu o wysokim stopniu wysycenia atomami azotu, nowy
zwiazek, wprowadzony w koncu lat 90-tych do lecznictwa jako temozolomid. Terapia GBM
nadal wigc polega gltéwnie na zlokalizowaniu i resekcji guza oraz radioterapii polaczonej z
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mozg, skuteczno$¢ temozolomidu jest wysoce niezadawalajgca, a jego wptyw na czas przezycia
pacjentow jest zaledwie kilkumiesigczny. Jak wiadomo, wynika to gtoéwnie z podwyzszonej
aktywacji mechanizméw naprawy DNA u pacjentéw nowotworowych. Metoda modyfikacji
chemicznych nie udato si¢ znaczaco poprawi¢ skutecznosci dzialania temozolomidu w
selektywnym alkilowaniu DNA. Z tego wzgledu tym bardziej uzasadnione sa proby
opracowania nowych bardziej skutecznych chemoterapeutykow z innych klas zwigzkow
chemicznych i o innym mechanizmie dziatania.

W ten nurt swiatowych badan wiacza sie praca doktorska mgr Mai Soltyka. Praca ta
obejmuje porownanie aktywnosci cytotoksycznej halogenowych pochodnych 2-deoksy-D-
glukozy. Koncepcja pracy polega na ewaluacji efektywnych inhibitoréw procesu glikolizy.
Realizacja tej koncepcji prowadzi do opracowania zwiazkow niskoczasteczkowych, ktore
mogga hamowac metabolizm glukozy w komoérkach nowotworowych, a tym samym stymulowac
ich apoptoze. Hamowanie metabolizmu komoérek nowotworowych poprzez blokowanie
glikolizy moze wigc by¢ nowym celem interwencji terapeutycznej. Wyniki badan nad 2-
deoksy-D-glukoza (2-DG), jako kompetencyjnym inhibitorem glikolizy, staly si¢ pewnie
inspiracja dla doktorantki do =zainteresowania si¢ ta grupa potencjalnych lekow
przeciwnowotworowych. Tym bardziej, ze podobnie jak D-glukoza, bardziej lipofilowa 2-DG
efektywnie przekracza bariere krew-mozg, przy udziale tych samych transporterow, a
aktywnos$¢ pozostatych drog syntezy ATP w przypadku glejaka jest ograniczona. Jak opisuje
doktorantka we Wstepie i Dyskusji, z uwagi na wlasciwosci farmakokinetyczne (niska
odpornos¢ metaboliczng i krotki okres pottrwania), sama 2-DG nie osiagata efektywnych stezen
w komorkach. Okazata si¢ jednak nietoksyczna. W ocenie doktorantki, stanowito to impuls do
poszukiwania nowych pochodnych 2-DG o dziataniu cytotoksycznym. Doktorantka zwraca tez
uwage na fakt, ze znakowana radionuklidem '®F-2-fluoro-DG jest stosowana jako marker
izotopowy w diagnostyce PET.

W wyniku badan zespolu Prof. Waldemara Priebe okazato si¢, ze enzymatyczna
transformacje 2-DG mozna korzystnie zahamowac¢ poprzez podstawienie atomu wodoru przy
C-2 atomami chlorowca. Podobny efekt uzyskano poprzez regioselektywne acetylowanie 2-DG
na C-3 i C-6 i otrzymanie 3,6-di-O-acetylo-2-deoxy-D-glukozy, kodowanej jako WP1122.

Zgodnie z wymaganiami, rozprawa doktorska ma tradycyjny uktad i zawartosc.

Praca zawiera Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, jako cze$¢ teoretyczng, Cel
pracy, Materiaty i metody, Wyniki badan wlasnych, Dyskusje, Wnioski 1 Pismiennictwo. W
Streszczeniu doktorantka przedstawita interesujaco 1 zwigzle podstawy teoretyczne, znaczenie
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obejmujace analize efektow biologicznych, molekularnego mechanizmu dzialania badanych
zwiazkow, ustalenie zaleznosci struktura-aktywnos¢, badanie wptywu zwiazkow na aktywnosc
HK2, a takze biosyntez¢ tego biatka. Doktorantka podsumowata réwniez wyniki
przeprowadzonych badan, wynikajace z nich wnioski oraz mozliwosci ich kontynuacji. Wersja
angielska Streszczenia jest przygotowana poprawnie. Obszerny wykaz skrotow zawiera
prawidlowe, angielskie i polskie, nazwy chemiczne i biologiczne, zgodne z nomenklatura.
Wstep ma charakter ciekawego artykutu przegladowego na temat patogenezy glejaka,
jego diagnostyki, mechanizmu karcynogenezy i aktualnych metod terapeutycznych. Opis ten
zostal rozszerzony o przedstawienie metabolizmu komoérek nowotworowych z wykazaniem
znaczenia glikolizy w tym procesie, jako miejsca potencjalnej interwencji terapeutycznej.
Doktorantka opisata przekonujaco budowe i funkcje czynnikow transkrypcyjnych HIF w
przeprogramowaniu metabolizmu komorek nowotworowych. Szczegélnie starannie zostat
opisany enzymatyczny mechanizm glikolizy tlenowej oraz kluczowe znaczenie heksokinazy 2,
ktora stata sie rowniez obiektem badan biotechnologicznych doktorantki. W sposéb bardzo
pogladowy przedstawiony zostal szlak enzymatyczny glikolizy i mozliwosci interwencji w
poszczegolne jego etapy za pomoca licznych zwigzkéw niskoczasteczkowych. Na tym tle
doktorantka uzasadnita zainteresowanie pochodnymi 2-deoksy-D-glukozy i izomerycznej
pochodnej mannozy, ktore to zwigzki stanowily przedmiot badan. Doktorantka przedstawita
nastepnie aktualne poglady na temat autofagii i jej roli w procesie prowadzacym do apoptozy.
Rownie doktadnie zostal opisany udziat 2-DG w posttranslacyjnej N-glikozylacji oraz
mechanizm jej cytotoksycznosci. Doktorantka dokonata rowniez krytycznej analizy stanu
badan przedklinicznych i klinicznych samej 2-DG 1 przekonujaco wyjasnita przyczyny
niepowodzen zwigzanych z proba wykorzystania tego zwigzku w  terapii
przeciwnowotworowej. W tym miejscu doktorantka uzasadnita réwniez celowos¢ dalszych
badan nad pochodnymi 2-DG o poprawionej farmakokinetyce, a w szczego6lnosci
halogenowych pochodnych 2-DG, ktére moga zachowa¢ przeciwnowotworowe dziatanie 2-DG
przy podwyzszonej odpornosci metabolicznej. W tej czgsci pracy doktorantka wykazata sig
znajomoscig ostatnich doniesief literaturowych w dziedzinie pracy i obszarach pokrewnych
oraz umiejetnoscig przystepnego przedstawienia skomplikowanych zagadnien z obszaru
biologii molekularnej, biochemii i chemii medycznej. Czg$¢ teoretyczna pracy jest Scisle
zwigzana z badaniami eksperymentalnymi doktorantki i bardzo dobrze wprowadza w
zagadnienia stanowigce przedmiot badan wiasnych. Wszystkie dyskutowane zagadnienia
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dziedzinie pracy. CzeS¢ teoretyczna jest ponadto bogato ilustrowana dobrze dobranymi
rycinami z cytowanych publikacji.

Zgodnie z wyjasnieniem zawartym w CzeSci teoretycznej, gtownym celem pracy
doktorskiej byla analiza poréwnawcza aktywnosci przeciwnowotworowej i zbadanie
mechanizméw dziatania 2-DG i jej nowych mono- i dihalogenowych (chloro-, bromo-, jodo-,
fluoro- 1 difluoro-) oraz acetylowych pochodnych jako potencjalnych inhibitorow glikolizy i
substancji czynnych leku w terapii GBM. Ponadto, za cel pracy doktorantka przyjeta wskazanie
pochodnych 2-DG o najwigkszym potencjale przeciwnowotworowym. W celu ustalenia
znaczenia potozenia podstawnika w strukturze 2-DG, doktorantka zaplanowata analize takze
halogenowych pochodnych bliskiej strukturalnie mannozy. Zaplanowata tez poréwnanie
skutecznos$ci halogenowych pochodnych 1 acetylowanej pochodnej 2-DG, WP1122.

Cele pracy byly rozlegte i bardzo réznorodne, a badania zmierzajace do ich uzyskania
interdyscyplinarne. Poza oceng aktywnosci biologicznej, celem pracy byla rowniez
charakterystyka fizyko-chemiczna nowych pochodnych, w tym zbadanie czystosci i
homogennosci pochodnych, krystalizacja 1 analiza rentgenostrukturalna oraz ocena
oddzialywania 1 skutecznosci hamowania aktywno$ci enzymoéw glikolitycznych, w tym
heksokinazy 2 oraz izomerazy glukozo-6-fosforanowej (PGI). Ponadto, celem pracy byto
uzyskanie rekombinowanego biatka HK2 w systemie bakteryjnym oraz podjecie prob jego
krystalizacji w kompleksie z halogenowa pochodng, w celu oceny roznic w oddziatywaniu z
enzymem, w zaleznosci od rodzaju chlorowca.

W kolejnej czesci zostaly doktadnie opisane zastosowane w pracy materialy i metody
enzymatyczne 1 biochemiczne hodowli komérkowej 1 zastosowanych nowoczesnych metod
badawczych in vifro, w tym ocene zmian ultrastruktury komoérek nowotworowych metoda
mikroskopii elektronowej. Przedstawiono kolejne etapy wytworzenia rekombinowanego biatka
ludzkiej heksokinazy 2 oraz jego izolacji i wielostopniowego oczyszczenia. W bardzo czytelny
sposOb przedstawiono wzory strukturalne badanych zwigzkéw z zaznaczeniem nowych
podstawnikow 2-DG.

W czesci badan wiasnych doktorantka przedstawita wyniki i dyskusjg rozleglych badan
aktywnosci biologicznej badanych zwigzkow za pomoca licznej serii testow i analiz na dwaéch
liniach komorkowych, U87 oraz U251, ludzkiego glejaka wielopostaciowego. Doktorantka
dokonata oceny zywotnosci komorek testem MTS, oceny proliferacji komorek testem BrdU,
oceny syntezy biatka testem z sulforodaming (SRB), oceny nat¢zenia przebiegu glikolizy na
podstawie ilosci wytworzonego kwasu mlekowego, ocen¢ indukcji autofagii, analizy

aktywnosci HK2 i analizy aktywnosci izomerazy glukozo-6-fosforanu (PGI), analizy zmian
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ekspresji biatek metoda Western-blot oraz analizy statystycznej uzyskanych wynikéw. Zgodnie
z zasadami w sztuce, wszystkie doswiadczenia doktorantka wykonata w co najmniej 3
niezaleznych powtorzeniach.

W wyniku przeprowadzonych badan doktorantka stwierdzita, ze wszystkie badane
zwiazki wykazuja aktywno$¢ cytotoksyczna wzgledem komoérek GBM. W poréwnaniu do 2-
DG, analogi 2-FG, 2-FM, 2-DFG oraz 2-IM i 2-IG wykazujg istotnie wyzsza aktywnos¢,
podczas gdy 2-bromo- i 2-chloropochodne wykazuja niska aktywno$¢. W ten sposob
doktorantka wykazata, ze rodzaj podstawnika przy C-2 w badanym analogu 2-DG i niewielkie
zmiany strukturalne wplywaja w istotnym stopniu na aktywno$¢ biologiczna.

Szczegolnie interesujace sa wyniki doktorantki dotyczace oddzialywania 2 2-difluoro-
2-deoksy-D-glukozy (2,2-diFG) oraz 2-jodo-2-deoksy-D-mannozy (2-IM), ze wzgledu na ich
niskie wartosci IC50. Wyniki analiz cytotoksycznosci zostaly uzupelnione o analize aktywnosci
HK2 po podaniu badanych zwiazkéw. Doktorantka wykazata, ze najsilniejszym inhibitorem
aktywnosci HK2 sa 2,2-diFG oraz jodowe pochodne. Mono fluorowa pochodna 2-FG nie
wykazata istotnych efektow hamujacych aktywno$¢ HK2, z czego doktorantka poprawnie
wnioskuje, ze wskazuje to na dodatkowe efekty biologiczne dziatania tej pochodnej.
Przeprowadzone przez doktorantke analizy mechanizmu $mierci komoérek potwierdzity, ze
efekt cytotoksyczny halogenowych pochodnych 2-DG jest zwigzany z indukcjg apoptozy
komorek.

W dziedzinie prac fizyko-chemicznych, doktorantka potwierdzila profil chemiczny oraz
czystos¢ badanych zwigzkow, co jest kluczowe dla weryfikacji jakosci prowadzonej syntezy.
Opracowata rowniez warunki krystalizacji badanych zwiazkéw i otrzymata monokrysztaty 2-
FG, 2-FM, 2-CG, 2-CM oraz 2-IG odpowiednie do badan krystalograficznych. W
podsumowaniu doktorantki, w wyniku tych badan stwierdzono, ze wszystkie badane pochodne
2-DG wystepuja w ciele statym w postaci struktury piranozowej, w najkorzystniejszej
energetycznie konformacji krzestowej tego pierscienia. Sieci krystaliczne wykazaly strukture
warstwows, a odleglosci migedzy warstwami zaleza od wielko$ci atomu chlorowca.

Istotnym osiggnigciem biotechnologicznym doktorantki jest otrzymanie, metoda
inZynierii genetycznej, rekombinowanego bialka ludzkiej heksokinazy 2. Doktorantka
wykonata optymalizacje reakcji PCR insertu oraz wektora i przeprowadzita klonowanie
molekularne technika Gibson Assembly oraz transformacje do szczepu ekspresyjnego E. coli
BL21(DE3) w zoptymalizowanych warunkach ekspresji. Przeprowadzita skuteczne
oczyszczenie biatka HK2 metodg chromatografii powinowactwa do unieruchomionego jonu

metalu oraz chromatografii wykluczenia i potwierdzita zachowanie aktywnosci otrzymanego
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biatka. O precyzji badan eksperymentalnych doktorantki $wiadcza zamieszczone kopie
elektroforegraméow i1 uzyskane powtarzalne rozdzialy. Krystalizacja kompleksu HK2 i
wybranej halogenowej pochodnej 2-DG oraz ustalenie struktury krystalograficznej tego biatka
jest przedmiotem obecnych badan. Analiza hamowania HK2 przez halogenowe pochodne w
ukladzie pozakomorkowym wykazata, ze najsilniejsze hamowanie enzymu zachodzi w
obecnosci 2-IM, oraz 2,2-diFG, co znajduje potwierdzenie w badaniach in vitro.

W pracy zwraca uwage wyjatkowo wnikliwie przeprowadzona dyskusja, precyzyjne
podsumowanie najwazniejszych dokonan oraz wynikajace z nich wnioski. Dyskusja
znakomicie uzupetnia przedstawienie problemow badawczych podniesionych we Wstepie i
przeanalizowanych w Badaniach wtasnych. Swiadczy to o dojrzatosci naukowej doktorantki i
umiejetnosci krytycznej oceny warto$ci i znaczenia wilasnych badan na tle najnowszych
doniesien literaturowych. W dyskusji doktorantka przedstawita aktualne tendencje w badaniach
metabolizmu komorek nowotworowych i terapii skierowanych w ten cel terapeutyczny. Na tym
ogolnym tle opisane zostaly postepy w badaniach nad wykorzystaniem hamowania glikolizy w
terapii przeciwnowotworowej, a w szczegélnosci nad wykorzystaniem inhibitorow HK2,
rowniez za pomocg 2-DG, z krytycznym podsumowaniem zalet i wad tego zwigzku.
Doktorantka wykazata, jaki wklad wnosza nowe pochodne do tego obszaru wiedzy i jaki,
niektére z nich, stanowia postep. Szczegélnie interesujace jest w tej czesci dyskusji
szczegOtowe uzasadnienie, z obszaru chemii strukturalnej, analizy konformacyjnej i chemii
medycznej, dlaczego wysoka aktywno$¢ fluorowej pochodnej jest catkowicie zgodna z
oczekiwaniem. Doktorantka wysoce profesjonalnie wyjasnita, dlaczego mozna uwazac, ze
fluoropochodna w najlepiej nasladuje naturalng 2-DG i moze wykazywaé najwyzsze
powinowactwo do HK2, a z tego wzgledu wykazywaé rowniez najwyzsza aktywnos$é
cytotoksyczng. Doktorantka przedyskutowata rowniez znaczenie heterogenno$ci nowotworu i
zaobserwowane nowe zjawisko zréznicowanej wrazliwosci obu linii tego samego nowotworu,
roznych morfologicznie i genetycznie, na dzialanie badanych pochodnych. Ze swoich
obserwacji doktorantka wyciagneta daleko idace i wazne wnioski dotyczace zréznicowanej
reakcji pacjentow na standardowa chemoterapie i uzasadnita na tej podstawie koniecznosc¢
terapii spersonalizowane;j.

Starannie zostala wybrana literatura do pracy, zarbwno w postaci przelomowych
publikacji z lat 80-tych i 90-tych jak i najwazniejszych prac wytowionych z zalewu publikacji
z ostatnich lat. Nie jest to jeszcze powszechnie praktykowane w pracach doktorskich, ale duzym
utatwieniem dla recenzenta i czytelnikéw pracy bytoby zamieszczenie rowniez odnosnikow

identyfikujacych publikacje jako dokument cyfrowy (Digital Object Identifier, doi). Moze to
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pozwolitoby na uniknigcie cytowania takich pozycji jak 199, gdzie informacje podane na
wskazanej stronie internetowej na temat 2-DG sa nieaktualne w stosunku do stanu opisanego
W pracy.

Niemitym obowiazkiem recenzenta jest wskazanie niedoskonatosci w pracy. W tym
przypadku ich znalezienie byto szczegodlnie trudne, a zasadniczych uchybien nie znaleziono.
Jedyna uwaga ogoélna polega na tym, ze drobne watpliwosci moze budzi¢ niezbyt jednoznaczne
wykazanie w pracy nielicznych do$wiadczen wykonanych nie przez doktorantke, a przez
wspotpracujacych badaczy. Mozna si¢, np. jedynie domyslac, ze o ile proby krystalizacji
halogenowych pochodnych 2-DG zostaly wykonane przez doktorantke, to juz chyba badania
ich dyfrakcji rentgenowskiej, ktorych wyniki rowniez zamieszczono w pracy, zostaly pewnie
wykonane przez wspétpracownikéw. Brak tej jednoznacznosci moze niepotrzebnie ostabié
ocen¢ interdyscyplinarnych dokonan witasnych doktorantki. Te niejednoznacznosci moga
wynikac¢ z zastosowanej w opisie badan wtasnych formy bezosobowej. Przedstawienie opisu w
pierwszej osobie liczby pojedynczej, jak np. wykonalam, ustalitam, wykrystalizowatam,
zamiast wykonano, ustalono, wykrystalizowano, moze usuna¢ wszelkie watpliwosci i daé
mocniejsza podstawe do rzetelnej oceny imponujacych dokonan doktorantki.

Doktorantka zrealizowata w pelni wszystkie réznorodne cele pracy, a uzyskane wyniki
sa na tyle interesujace, ze sktaniaja do kontynuowania badan, szczeg6lnie nad rozwigzaniem
struktury biatka HK2. Ponadto, doktorantka jest wspotautorka dwodch publikacji w
renomowanych czasopismach miedzynarodowych (Biomolecules 1 International Journal of
Molecular Sciences, IF 5,9 i 6,2), w ktorych zostaly opublikowane niektore wyniki badan
wchodzacych w zakres pracy doktorskiej. Oczywiscie, informacja o tych publikacjach powinna
by¢ zamieszczona w pracy. Znaczny potencjal publikacyjny zawarty jest w badaniach
biotechnologicznych doktorantki, do wykorzystania po uzyskaniu monokrysztatu i rozwigzaniu
struktury krystalograficznej HK2.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa spetnia z
nadmiarem wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Sktadam wigc Radzie Naukowej
Wojskowego Instytutu Medycyny Lotniczej wniosek o dopuszczenie mgr Mai Soltyka do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jestem rowniez przekonany, ze z uwagi na obszerny
interdyscyplinarny charakter pracy, uzyskane wyniki badan i sposdb ich prezentacji,
przedstawiona do recenzji dysertacja zastuguje na wyroznienie i taki wniosek rowniez sktadam

Radzie.



