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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Waszut pt.:”Ocena wplywu mitotanu na ekspresje
genow zaangazowanych w regulacje metabolizmu mitochondrialnego w ludzkich liniach

komoérkowych raka kory nadnerczy, pluc, piersi i jelita grubego”.

Pani mgr Urszula Waszut wykonata prace doktorska w Anglii w Zaktadzie Patologii
Molekularnej (Department of Molecular Pathology) King’s College Hospital, London we
wspélpracy z Zakladem Badan nad Nowotworami (Department of Cancer Research) Kings
College London, pod kierunkiem Pani dr hab. n med. Doroty Dworakowskiej. Doswiadczenia
byty finansowane z Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej w ramach projektu POMOST przyznanego

dzigki staraniom Pani Promotor.
Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska obejmuje dobrze zaplanowane i wykonane
badania laboratoryjne, w ktorych Autorka analizowata zmiany ekspresji genéw zwigzanych z
mitochondrialnym metabolizmem energetycznym, zachodzace pod wplywem mitotanu, zwiazku
stosowanego w leczeniu raka kory nadnerczy. Mitotan nalezy do insektycydoéw. Do terapii raka
nadnerczy zostat wprowadzony po raz pierwszy w 1960 roku i jak do tej pory nie doczekal si¢
godnego nastgpcy. Skutecznos$¢ leczenia mitotatnem wcigz nie jest jednoznacznie potwierdzona i
wiele sprzecznych informacji, dotyczacych skutecznosci terapii, pojawia Sig w literaturze
naukowej. Temat jest tym bardziej istotny, iz zwiazek wykorzystywany jest w leczeniu
rzadkiego, lecz bardzo ztosliwego nowotworu. Rak kory nadnerczy rosnie bowiem w sposob

inwazyjny, nacieka na okoliczne tkanki i daje przerzuty go innych narzadéow (watroba, ptuca).



Dlatego tez podjecie badan, majacych na celu doktadniejsze poznanie mechanizméw dziatania

tego zwigzku, uwazam za celowe i bardzo uzasadnione.

Jednym z mechanizméw eliminowania komoérek pod wptywem mitotanu jest indukcja
zaprogramowanej $mierci, apoptozy. Proces ten jest $ciSle zwigzany i kontrolowany przez
mitochondria, kluczowe organella energetyczne komorki. Dlatego tez analiza ekspresji genow,
kodujacych biatka wchodzace w sktad tancucha oddechowego, po zastosowaniu mitotanu moze
mie¢ ogromne znaczenie w poznaniu molekularnego mechanizmu dziatania leku oraz przyczyni¢
si¢ do poprawy skuteczno$ci eliminowania komorek nowotworowych na drodze

zaprogramowanej $mierci.

Kolejnym mocnym atutem pracy jest cykl badan, dotyczacych mozliwosci wykorzystania
do badan genetycznych tkanki raka kory nadnerczy, uzyskanej po resekcji guza i zatopionej w
bloczki parafinowe. Dos§wiadczenia prowadzone na ustalonych liniach komorkowych nie oddaja
w pelni tego, co dzieje, si¢ w zywym organizmie. Umozliwiaja jedynie wstgpng oceng
oddziatywania zwigzku na komorki. Wykorzystanie do badan materialu pochodzacego od
pacjentow pozwala na rzeczywista ocen¢ poziomu ekspresji gendw z uwzglednieniem wplywu
mikrosrodowiska guza na zachowanie komoérek nowotworowych. Wyniki uzyskane w tej czesci
pracy poszerzaja metodyczny wachlarz badan i dostarczajg wielu nowych danych, dotyczacych
biologii raka kory nadnerczy. Nalezy mie¢ nadzieje, ze w przysztosci Doktorantka podejmie
probe przeanalizowania ekspresji gendéw zwigzanych z regulacja metabolizmu energetycznego

mitochondridow, jako kontynuacja badan przeprowadzonych na liniach komoérkowych.
Ocena struktury pracy

Rozprawa doktorska mgr Urszuli Waszut liczy 162 strony maszynopisu napisanego w
jezyku angielskim. Uzupelnienie stanowi Streszczenie, Podzigkowania i informacja o
finansowaniu pracy przygotowane dodatkowo w jezyku polskim. Uktad pracy jest typowy dla
rozpraw doktorskich.

Prace rozpoczyna czytelny Spis tresci, Wykaz uzytych skrotow oraz Streszczenie.

We Wstepie, liczacym 24 strony, Doktorantka scharakteryzowata model badawczy oraz

podsumowata dotychczasowa wiedzg, dotyczaca dziatania mitotanu, zaro6wno na poziomie



klinicznym, jak i molekularnym. W przystepny sposdb przedstawila sposoby eliminowania
komorek nowotworowych na drodze zaprogramowanej $mierci, co zilustrowata przejrzystymi i

klarownymi rycinami. Przedstawione po Wstepie cele zostaty jasno sformutowane.

Materiaty i Metody, w ktorych Doktorantka opisuje wykorzystane do badan techniki, zostaty
przygotowane bardzo szczegétowo i klarownie, co pozawala na odtworzenie doswiadczen z duza
doktadnoscig i powtarzalnoscig. Wyraznie wida¢, ze Autorka zapoznala si¢ z licznymi
nowoczesnymi metodami molekularnymi i dobrze opanowata warsztat badawczy. Warto

podkresli¢, ze metodyka zostala trafnie dobrana do postawionych celow.

Whyniki zostaly opracowane bardzo starannie i dokladnie. Liczne ryciny ulatwiajg ich
zrozumienie i przeanalizowanie. W obszernej dyskusji Doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki
z danymi literaturowymi, zachowujac odpowiednig doz¢ krytycyzmu. Co wigcej, nie skupia si¢
tylko na obecnie dostepnych danych, lecz przedstawia perspektywy przysztosciowego

prowadzenia badan.

Whioski, podsumowujgce uzyskane dane, zostaly jasno sformutowane i odpowiadaja
wyznaczonym celom. Zaleta jest okreSleniec wnioskow ogdlnych, ktére w sposob prosty
przedstawiaja gtowne osiagnigcia pracy jak 1 wnioskdw czastkowych, wynikajacych z
konkretnych wynikow i naznaczonych celow. Prace koncza ztgczniki, spis figur (47) i tabeli (18)

oraz bogate piSmiennictwo, aktualne 1 prawidlowo dobrane.

W trakcie analizy rozprawy zauwazylam, ze pewne jej fragmenty wymagaja korekty i

wyjasnienia.

1. W postawionych celach, Doktorantka wspomina o indukcji apoptozy pod wptywem mitotanu,
analizujgc w tym aspekcie jedynie poziom ekspresji gendéw zwigzanych z procesem
zaprogramowanej $mierci. Dodatkowe zbadanie tego procesu na poziomie biatkowym
(aktywno$¢ specyficznych markeréow) lub komorkowym (analiza morfologiczna komorek)
jednoznacznie potwierdzitoby stopien wrazliwosci badanych komoérek na indukcje¢ apoptozy pod

wplywem mitotanu.

2. W rozdziale Materiaty i Metody pojawita si¢ informacja, iz komorki H259R byly inkubowane

z mitotanem przez 24 godziny, podczas gdy pozostale linie przez 48 godzin. W rozdziale Wyniki



analizowane sg komorki traktowane badanym zwigzkiem przez 72 godziny. Prosze o wyjasnienie
tej rozbieznosci. Gestos¢ komoérek powinna byé zapisana, jako 790x10° a nie 790x103, jak to ma

miejsce w tekscie.

3. W pierwszym wniosku, odpowiadajacym celowi nr 1, pojawia si¢ informacja o optymalizacji
badan w stosunku do mTOR, podczas gdy biatko byto wykorzystywane w badaniach nad izolacja

materiatu genetycznego ze skrawkow parafinowych (cel nr 4)

W pracy pojawito si¢ wiele usterek jezykowych i edytorskich takich jak:

- zbyt ogblne rozwinigcie skrotu TRK opisane jako ,.tyrosine kinase” podczas gdy powinno by¢

,.tyrosine receptor kinase” lub ,,tropomyosine receptor kinase”
- brak pisowni ,,in vivo” i ,,in vitro” kursywa

- sposob cytowania literatury w tekscie pracy, pisownia linii komoérkowj HKe-3 (lub synonimu

Hke-3) oraz pisownia jednostek miar po wartosciach liczbowych nie jest ujednolicona
- uzywanie sformutowania ,,bloki parafinowe” zamiast ,,bloczki parafinowe”
- thumaczenie stowa ,,Department”, jako Departament w odniesieniu do stowa Zaktad

- niefortunne sformulowanie ,,izolacja mRNA z guzéw parafinowych” w odniesieniu do izolacji

mRNA z guzoéw pochodzacych bloczkéw parafinowych

- uzywanie zbyt potocznego sformutowania ,,nadekspresja VEGF6w” na okreslenie poziomu
ekspresji VEGF

- powtorzenie fragmentu rozdziatu 3.1 Materiaty 1 Metody w rozdziale 3.1.1

Zauwazytam ponadto bardzo duzo biedéw literowych, szczegoélnie w polskiej wersji
Podzigkowan 1 Streszczeniu. Co wigcej, polskie thumaczenie tych rozdzialow nie pokrywa si¢ z

wersjg angloj¢zyczna.



Powyzsze uwagi krytyczne nie umniejszaja wartosci merytorycznej pracy. Autorka
wykazala umiejetno$¢ samodzielnego rozwigzywania postawionych zadan naukowych, dobre
opanow-anie metod badawczych oraz znajomos¢ literatury. Uzyskane przez doktorantke wyniki
stanowig Jej oryginalne osiagnigcie i poszerzaja wiedz¢ o molekularnym mechanizmie dzialania

mitotanu i mozliwosci skuteczniejszego wykorzystania zwigzku w terapii.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona do zaopiniowania praca doktorska Pani Urszuli
Waszut zatytulowana ,,Ocena wplywu mitotanu na ekspresj¢ genéw zaangazowanych w
regulacj¢ metabolizmu mitochondrialnego w ludzkich liniach komérkowych raka kory
nadnerczy, phluc, piersi i jelita grubego” spelnia wymogi stawiane rozprawie doktorskiej i

wnosz¢ o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

( .
Vf(:llvwn'l %M&L&!&( - ([]’{
4

f

Dr hab. Joanna Jakubowicz-Gil



