WOJSKOWY INSTYTUT HIGIENY | EPIDEMIOLOGII
im. gen. Karola Kaczkowskiego
01-163 Warszawa, ul. Kozielska 4
tel. 261 853 101, fax 261 853 133

e-mail: kancelaria.jawna@wihe.pl

Warszawa, 04 listopada 2021 r.

Formularz recenzji rozprawy doktorskiej
Rada Dyscypliny Nauki biologiczne
Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

Imie i nazwisko kandydata: mgr inz. Justyna MARTYKA

Tytut rozprawy doktorskiej: Charakterystyka molekularnego mechanizmu hamowania metabolizmu seryny
jako potencjalnego celu terapeutycznego w zwalczaniu nowotworéw

Promotor: dr hab. Agnieszka tOBODA, prof. UJ

Promotor pomocniczy: dr Adrian ZAREBSKI

Recenzent: dr hab. n. med. inz. Beata PAJAK, prof. WIHE

Samodzielna Pracownia Genetyki i Biologii Molekularnej, Wojskowy Instytut Higieny i Epidemiologii im. gen.

K. Kaczkowskiego w Warszawie

Wartosé naukowa rozprawy

Oryginalno$¢ badan
Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Justyny Martyki dotyczy weryfikacji mozliwosci

zastosowania inhibitoréw enzyméw SHMT1/SHMT2, odpowiedzialnych za metabolizm seryny, jako narzedzi
eliminacji komodrek nowotworowych. Specyfika metabolizmu komérek nowotworowych oraz identyfikacja
krytycznych dla aktywnosci metabolicznej biatek/enzymow, jest elementem rozwijanej od lat strategii tzw. terapii
celowanej. Pomimo ogromnego postepu w terapii nowotworéw, wprowadzenia wielu innowacyjnych lekow,
inhibitoréw kinaz, przeciwciat monoklonalnych, terapii immunologicznych, nadal istnieje potrzeba medyczna
opracowywania nowych lekéw o wysokiej efektywnosci i wysokim profilu bezpieczeristwa dla pacjenta. Grupa
kandydatéw na leki z rodziny inhibitoréw enzyméw SHMT1/2 jest stosunkowo nowym kierunkiem badan, ktory jest
intensywnie badany a prace z tego zakresu s3 publikowane aktualnie w najbardziej renomowanych czasopismach
naukowych jak Science i Nature. Dostepne wyniki badan dotyczace celowanego hamowania aktywnosci SHMT1/2,
w tym badania przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej, dowodzg, iz obrany kierunek badan jest obiecujacy
i wpisuje sie w najnowsze trendy w badaniach przedklinicznych. Wartym podkreélenia jest takze podjgta przez
Doktorantke préba stworzenia schematu screeningu nowych czasteczek ukierunkowanych na szlak metabolizmu
seryny, w zakresie mechanizmu dziatania i ich efektywnosci przeciwnowotworowej, ktory Doktorantka okresla
mianem ,kaskady eksperymentalnej”. Narzedzie to moze byé zaadaptowane na potrzeby rozwoju dowolnych
czasteczek i stanowi unikalng platforme, ktéra moze by¢ przydatna w standaryzacji prowadzonych badan,
zwiekszajac takze wiarygodnosc¢ uzyskanych wynikow.

Wartos$¢ naukowa rozdziatow
W rozprawie doktorskiej Doktorantka zawarta obszerny Wstep, ktéry wprowadza czytelnika w proces rozwoju

lekéw od ich najwczesniejszych etapéw do etapu badan klinicznych. Nastepnie Doktorantka opisuje zagadnienia
specyfiki metabolizmu komérek nowotworowych i wykorzystania specyfiki proceséw wewnatrzkomorkowych dla
rozwoju nowych terapii. Jest to ciekawe opracowanie, ktére mogtoby stanowi¢ samodzielna prace przegladowa. W
moim odczuciu korzystng nowoscig jest wiaczenie watku dotyczacego rozwoju leku, ktéry z perspektywy wspotpracy
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Doktorantki z firma Ryvu Therapuetics S.A., jest zrozumiaty i pozwala na umiejscowienie roli badan podstawowych
w procesach rozwoju nowych terapii. Doktorantka zwraca takze uwage na zfozonos¢ procesu rozwoju leku i jego
wysokie koszty, juz na etapie faz poczatkowych poszukiwania nowych kandydatéw na lek. Cze$¢ ta bezposrednio
uzasadnia podjete przez Doktorantke préby stworzenia kaskady eksperymentalnej testéw, wykonywanych w skali
érednio-przepustowej, ktéra pozwolitaby na szybsze i bardziej ekonomiczne identyfikowanie atrakcyjnych
kandydatéw na leki. Nastepnie, wykorzystujac szeroki wachlarz zaawansowanych technik badawczych, w tym analizy
z wykorzystaniem biatek rekombinowanych, analizy na modelach in vitro oraz in vivo w zakresie farmakokinetyki
czasteczek, az wreszcie analizy efektywnoséci przeciwnowotworowej w modelach zwierzecych, Doktorantka
wykazata, iz jeden z testowanych inhibitoréw SHMT1/2 — BASF6, wykazuje pozytywne efekty przeciwnowotworowe
i moze by¢ rozpatrywany jako kandydat do dalszego rozwoju leku. Uzyskane wyniki majg wysoka warto$¢ poznawcza
a kompleksowos$¢ wykonanych badan z pewnoscia zastuguja na publikacje oryginalng wynikéw w czasopismie o

wysokim IF.

Wartos¢ merytoryczna rozprawy

Odmiennoé¢ metabolizmu komdérek nowotworowych jest strategia terapeutyczna, ktéra jest intensywnie
rozwijana w badaniach terapii przeciwnowotworowych. Doktorantka w pracy przedstawia we Wstepie wybrane
zmiany metaboliczne komérek nowotworowych, uzasadniajac obrany kierunek badarn hamowania aktywnosci
enzymoéw przemian seryny jako czynnika kierujgcego komorki nowotworowe na droge eliminacji. Doktorantka
zauwaza we wstepie, iz ,Badania ostatnich lat wskazuja, iz do tej listy (czytaj: listy cech fenotypu nowotworowego)
nalezy dotaczy¢ zdolnos¢ komdrek nowotworowych do ucieczki spod nadzoru immunologicznego oraz ich zmieniony
metabolizm” (s. 27). Nalezy tutaj sprostowa¢, iz odmienno$¢ metabolizmu komérek nowotworowych jest jednak
jedna z pierwszych cech komérek nowotworowych, ktéra zostata opisana juz w latach 20 XX w. przez m.in. Otto
Warburga a pierwsze prace dotyczace hamowania metabolizmu glukozy przez inhibitory glikolizy, gtéwnie 2-deosky-
D-glukoze, sa datowane na lata 50 XX w. Strategia ta nie jest zatem nowa, lecz jedng z najstarszych w badaniach a
brak jej klinicznej finalizacji wskazuje na trudnos¢ opracowania skutecznych i specyficznych lekéw, ktére mogtyby
zosta¢ wdrozone do terapii, co czyni zarazem badania Doktorantki wazniejszymi w perspektywie ich przysztego
wykorzystania. Doktorantka opisujac specyfike metabolizmu glukozy w komadrkach nowotworowych, przytacza na
stronie 31 dwie publikacje, ktére majg wskazywac na ,istotng rolg oddychania komérkowego i metabolizmu
mitochondrialnego we wzroécie komérek nowotworowych”, negujac zaleznosc komorek nowotworowych od
glikolizy. Chciatabym zauwazy¢, iz przytoczona praca pozycja 41 dotyczy raczej metabolizmu glutaminy i jego
znaczenia dla aktywacji kinazy pERK a praca oznaczona pozycjg 42 dotyczy roli mitochondrialnego DNA i jego
zaburzer dla proceséw rozwoju guza. Nie odnosza sie one jednak do znaczenia procesu glikolizy, ktérego nadmierna
aktywacja jest powszechnie uznanym zjawiskiem charakterystycznym dla komérek nowotworowych. O ile komorki
nowotworowe réznych typdw wykazuja zréznicowany udziat glikolizy/oksydacyjnej fosforylacji w syntezie ATP, to
rola glikolizy jako gtéwnego szlaku utylizacji glukozy jest bezsprzeczna.

W dalszej czedci pracy Doktorantka charakteryzuje odmienno$¢ metabolizmu seryny oraz znaczenia enzymow
zaangazowanych w ich metabolizm. Ptynnie przechodzi do roli enzyméw SHMT1/2 w procesach nowotworowych.
Doktorantka wskazuije, iz w rozwoju réznych typéw nowotwordw opisuje sig nadekspresje mitochondrialnej formy
SHMT, czyli SHMT2, podczas gdy nadekspresja SHMT1 jest opisywana tylko w komérkach raka ptuc (s. 31). Analizujac
jednak dane dostepne w bazie ProteinAtlas.org mozna zauwazyc, iz nadeskpresja SHMT1 jest identyfikowana takze
w przypadku raka watroby i nerki a wedtug Gupta et al. (Oncogene, 2017, 36:4014-24) ma takze znaczenie w
patogenezie raka jajnika. W tym miejscu chciatabym takze poprosi¢ Doktorantke o komentarz i opinig wtasng na
temat mozliwych przyczyn tak duzych réznic w aktywnosci SHMT2 i SHMT1 w nowotworach, gdyz tego watku
zabrakto moim zdaniem we wstepie pracy. Przedstawione zatozenia pracy i znaczenie enzymoéw SHMT1/2
uzasadniaja postawione cele i analize efektywnosci nowych inhibitoréw tych enzymow. Badanie inhibitory
(niefortunnie okreélone chyba jako zwigzki narzedziowe) byly syntetyzowane przez firme Ryvu Theraputics na
podstawie dostepnych patentow. Dodatkowo w badaniach dofaczono ich nowe enencjomery. Doktorantka
testowata tacznie 7 nowych czasteczek. W zaprojektowanych badaniach wykorzystata szereg najnowoczesniejszych
testéw biochemicznych, cytotoksycznych, enzymatycznych zaréwno w uktadzie pozakomdrkowym z wykorzystaniem
biatek rekombinowanych, jak i na modelach linii komérkowych oraz prowadzita takze badania na modelach
zwierzecych. Warto podkresli¢, iz w badanych modelach in vitro znalazly sie 3 rodzaje nowotworu a badania in vivo
dotyczyty raka piersi oraz chtoniaka. Dodatkowo, w badaniach komérkowych in vitro zastosowano warianty linii
komérkowych z wyciszonymi genami SHMT1/2 a takze wykorzystywano stabilng lini¢ komoérkowa, w ktorej z
zastosowaniem techniki CRISP/Cas9 wytaczono gen SHMT1/2. Z catym przekonaniem moge stwierdzi¢, iz tak rozlegty
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warsztat badawczy jest rzadkoscia w rozprawach doktorskich i zastuguje na uznanie, gdyz wymagat ogromnej pracy
i biegtoéci w bardzo wielu procedurach badawczych. Jest to niewatpliwie duzy atut merytoryczny uzyskanych
wynikéw, ktére szczegétowo prowadzity Doktorantke do kolejnych etapow potwierdzajac mechanizm dziatania,
specyficznosé, efektywnosé badanych inhibitoréw w warunkach licznych uktadéw kontrolnych, zréznicowanych
pozywek wzrostowych czy obecnosci czynnikow przywracajacych hamowany metabolizm. Zaprezentowane wyniki
nie budza watpliwosci a zawarte w pracy wnioski majg swoje uzasadnienie w zaprezentowanych wynikach. W
prezentacji wynikéw moje uwagi krytyczne dotycza braku analizy densytometrycznej przy wynikach Western blot,
jak na str. 88, gdyz co prawda Doktorantka wspomina o odnoszeniu sie do poziomu biatka referencyjnego GAPDH,
jednak jego poziom na blocie nie jest rowny, co wskazuje na roine stezenie biatka natozonego na dotek zelu.
Wsparcie wynikow wykresem densytometrycznym bytoby pomocne. Z kolei w Rozdziale 4.2.2. Doktorantka opisuje
wyniki otrzymane z testu MTS, badajacego zywotnos¢ komérek traktowanych badanymi inhibitorami SHMT1/2 ale
w podsumowaniu wynikéw odwotuje sig do zmian w proliferacji komérek. Zywotnos¢ i proliferacja nie sa tutaj
tozsame.

Przeprowadzone analizy pozwolity na wytypowanie zwiazku BASF-6 jako najbardziej obiecujacego pod
wzgledem efektywnoéci i parametréw farmakokinetycznych, ktdry zostat finalnie przebadany w modelu raka piersi i
chtoniaka u myszy. Analizy wykazaty, iz BASF-6 miat skuteczne dziatanie w modelu chtoniaka ale nie wptywat istotnie
na rozwdj raka piersi. Doktorantka nie podjeta niestety proby dyskusji tej obserwacji, dlatego chciatabym by
przedstawita swojg interpretacje tych wynikow. Czy problemem moze by¢ penetracja czasteczki do komarek
docelowych w obrebie guza litego w raku piersi co z pewnoscig nie jest problematyczne w przypadku chtoniakow,
gdy komérki krazg w organizmie? Moze jest inna przyczyna? Chciatabym takze by Doktorantka skomentowata wyniki
farmakokinetyczne BASF-6, ktére wskazaty bardzo krétki okres pottrwania i retencji czasteczki w osoczu po podaniu
doustnym. Parametry te byly istotnie lepsze w przypadku podawania przez pompg osmotyczng ale patrzac w
kierunku rozwoju leku i jego przysztych zastosowan klinicznych, dtugotrwate podawanie przez pompe moze byc
trudne do wdrozenia. Warto zauwazy¢, iz waznym etapem rozwoju leku jest jego odpowiednia formulacja, ktéra
moze istotnie polepszy¢ jego parametry farmakokinetyczne. Czy sg jakies pomysty w tym zakresie ze strony firmy
Ryvu Therapeutics?

Ciekawym watkiem pracy jest takie ocena wspotdziatania badanych inhibitorow z metotreksatem i
identyfikacja rodzaju interakcji pomiedzy czasteczkami. Nalezy bowiem pamietac, iz standardem terapii
przeciwnowotworowych jest jednak terapia skojarzona, stad zaakcentowanie w badaniach Doktorantki rowniez tego
kierunku jest pozytywnym elementem. Co wazne, analiza wykazata, iz wybrane inhibitory BASF oraz metotreksat
synergistycznie eliminuja komérki nowotworowe co stanowi mozliwy kierunek rozwoju terapii.

Dyskusja wynikéw pracy jest dojrzata i odwotuje sie do najnowszych doniesien w obszarze opisywanych
badar. Doktorantka biegle porusza sie w licznych publikacjach, umiejetnie zestawiajac uzyskane obserwacje z
wynikami innych autoréw. Identyfikuje zarazem stabe punkty oraz obszary, ktére wymagaja dalszego pogtebienia,
wskazujac na dalsze kierunki badan. To mocna strona dysertacji.

Poprawno$¢ redakcyjna rozprawy
Rozprawa doktorska ma forme monografii w jezyku polskim, obejmujacg 149 stron maszynopisu. Rozprawa

ma klasyczny uktad rozdziatéw pracy, na ktéry sktadaja sie jednobrzmiace Streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
obszerny liczacy 29 stron Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Podsumowanie, ktdre raczej winno by¢
okreélone mianem Whnioskéw oraz wykaz cytowanego pismiennictwa, ktére stanowig 127 pozycje, z czego ponad
100 jest z ostatnich 10 lat. Praca zawiera takze Spis tresci, Wykaz skrétow oraz informacjeg o wykorzystanych w pracy
Programach komputerowych i zrédfach internetowych. Do pracy nie dotaczono ptyty CD zawierajacej elektroniczng
wersje pracy. Ponadto, wygodnym dodatkiem bytoby umieszczenie na koricu pracy Wykazu Rycin i Tabel zawartych
w pracy doktorskiej.

Pod wzgledem edycyjnym praca doktorska jest przygotowana bardzo schludnie, z trosk3a o spojnosc
oznaczen, podpiséw oraz form przedstawienia danych tak aby byly one jasne w odbiorze. Co wazne, Ryciny zawierajg
wyczerpujace podpisy, ktére pozwalaja na uzyskanie informacji o przedstawianym wyniku bez koniecznosci
poszukiwania odnosnikéw w tekscie pracy. Jako$¢ umieszczonych rycin, zdjec i schematow jest wysoka i nie wzbudza
zastrzezen. Jedyna uwaga krytyczna w tym zakresie dotyczy Rysunkéw 1-6 oraz 1-8, ktore, o ile opisane jako
zmodyfikowane ryciny z zacytowanej publikacji, s3 w istocie ich wiernymi kopiami, zawierajacymi jedynie polskie
oznaczenia. Biorac pod uwage obowigzek powszechnego udostepniania rozprawy doktorskiej, moim zdaniem nalezy
unika¢ dostownego kopiowania szaty graficznej rycin, ktére mogtoby byc¢ dyskusyjne w zakresie powielenia.



W moim przekonaniu nie do kofica precyzyjna jest forma przedstawienia Celéw pracy Doktorantki, ktore s3
przedstawione w postaci opisowej, zatem trudno wyodrebni¢ precyzyjnie okreslone cele. Ponadto Doktorantka
uzywa sformutowania ,zatozen” a nie celu pracy, co w tym przypadku nie jest tozsame. Zatozenia pracy zostaty
bowiem opisane we Wstepie pracy a Cele pracy winny przedstawia¢ konkretne, precyzyjne, jasno sformutowane
zadania, ktére beda weryfikowane w badaniach. Celom pracy powinny odpowiada¢ korespondujace, precyzyjnie
sformutowane Whioski, co pozwala jasno oceni¢, ktére cele udato sig zrealizowac i jakie s3 ich efekty. Zawarte w
Podsumowaniu np. wnioskowanie o kombinacji z metotreksatem nie byto bowiem zawarte w Celach pracy. Mam
nadzieje, ze Doktorantka uwzgledni te uwage podczas przygotowywania prezentacji rozprawy Doktorskiej, co z
pewnoscig utatwi odbidr przekazywanych wynikow.

Jezyk rozprawy doktorskiej jest poprawny a Doktorantka w zreczny sposob formutuje tresci. Pomimo
ztozonosci opisywanych zjawisk, tekst jest zrozumiaty i stanowi ciekawe opracowanie, ktére w moim przekonaniu
mogtoby by¢ zrédtem wiedzy dla oséb niezwigzanych na co dzieri z tresciami naukowymi. To z pewnoscig wazny atut
pracy doktorskiej, $wiadczacy o duzej wiedzy Doktorantki w opisywanym obszarze, swobodzie opisywania zjawisk i
ich dojrzatej interpretacji. Z racji obowigzku Recenzenta winna jestem jednak zauwazyc, iz w niektorych miejscach
Doktorantka uzywa sformutowan potocznych lub skrétéw myslowych, jak np.: ,nieco lepszy efekt” (str. 81) (co rodzi
pytanie jaki efekt?), ,najgorszy % efektu” (str. 91) (raczej najstabszy efekt hamujacy aktywnos¢ enzymu), ,czysta
hodowla” (str. 45) (raczej sterylna hodowla), , zrobienie zdje¢ komérkom” (str. 54) (raczej wykonanie zdjg¢ morfologii
komorek), ,identyczny sposéb” (raczej analogiczna metoda) (str. 52), ,opublikowane inhibitory” (raczej Wykaz
inhibitoréw o potwierdzonych wtasciwosciach” (str. 42), , podniesiony poziom” (raczej istotnie wyzszy poziom) (str.
39), ktére nalezatoby w przysztosci skorygowaé. Warto takze w pracach naukowych uzywac precyzyjnych odniesien,
nawet jezeli chwilami wymaga to powtérzen nazw wiasnych biatek lub szlakéw. Zaimki typu ,ten, tego, tamten” w
tak ztozonych opisach zjawisk bywaja mylace i zmuszaja do powrotu do treéci wczesniejszych w celu doprecyzowania
mysli Autorki. Chciatabym podkresli¢, iz zasygnalizowane btedy maja marginalne znaczenie dla ogdlnego odbioru
poprawnosci redakcyjnej rozprawy, ktérg oceniam bardzo pozytywnie.

Uwagi krytyczne

Uwagi krytyczne zostaty zamieszczone przy kazdym z omawianych aspektéw rozprawy doktorskiej.

Ocena koricowa
Podsumowujac, wysoko oceniam rozprawe doktorska Pani mgr. Justyny Martyki. Tematyka pracy jest

aktualna, zawiera elementy nowosci a zastosowany warsztat badawczy jest rozlegly i zawiera najnowsze techniki
biologii molekularnej. Otrzymane wyniki maja wysoka warto$¢ poznawczg oraz stanowig kompleksowe
opracowanie, ktére z pewnoscia spotka sig z akceptacja czasopism. Wnioski s obiecujace i potwierdzaja zasadnos¢
rozwoju obranej strategii terapeutycznej w poszukiwaniu nowych kandydatéw na lek w terapii nowotworow wsréd
inhibitoréw szlaku przemian seryny. Dostrzezone uchybienia, braki czy drobne btedy nie umniejszajq ogolnej
wartosci pracy, ktora jest bardzo pozytywna.

Ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Justyny Martyki spetnia
warunki okreélone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. z 2018 r. poz. 1668 z péin. zm.) i wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu
Jagielloriskiego w Krakowie o dopuszczenie mgr inz. Justyny Martyki do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie, biorac pod uwage wysokg wartos¢ merytoryczng przedstawionej rozprawy, zastosowanie
w badaniach nowych czagsteczek, niedostepnych w danych literaturowych w kontekscie ich dziatania,
ztozono$¢ zastosowanych modeli badawczych i ich wariantéw, oraz ogromng ilo$¢ wiozonej pracy w
realizacje celéw pracy doktorskiej wnioskuje o jej wyréznienie. :

data sporzadzenia recenzji




