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Poszukiwanie skutecznych lekow w terapii nowotworéw, a przy tym mato toksycznych
dla prawidlowych komorek i tkanek jest ciaglym wyzwaniem w terapii onkologicznej. Leki te
sa tym skuteczniejsze im lepiej rozumicmy ich dzialanie i szlaki metaboliczne, ktore sa
zaangazowane 1 pelng wiodaca role w utrzymaniu proceséw zyciowych w poszezegdlnych
typach nowotworow.

Pani Magister Urszula Alina WASZUT podjela wazny poznawczo, a rownoczesnic
praktyczny, w occnie recenzenta temat poszukiwania punktéw uchwytu na poziomie
molekularnym dzialania leku mitotanu, stosowancgo w terapii raka kory nadnerczy
(adrenocortical carcinoma).

Rak kory nadnerczy jest rzadkim i agresywnym nowotworem o ztym rokowaniu. W
jego terapii najskutecznicjszym lekiem jest mitotan. Zwigzek ten pomimo Ze jest znany od
dawna, bo od lat czterdziestych ubieglego wieku, kiedy uzywany byt pierwotnie jako insekcytd
(znamiennik popularnego DDT) nie posiada w pelni okre$lonego mechanizmu dzialania.
Znajomo$¢ dzialania mitotanu ograniczata do opisu zmian toksycznych jakie wywohije w
mitochondriach i wplywu na indukcj¢ programowanej smierci komorek. Nie jest do tej pory
dokladnie wyjasniony biochemiczny i molekularnny punkt uchwytu dziatania tego zwiazku.
Wiadomo jest, ze lek ten dziala cytotoksycznie na kor¢ nadnerczy modyfikujac obwodowy
metabolizm steroidow, wyraznie zwigksza przy tym synteze 6-beta-hydroksycholesterolu.
Dzialanie toksyczne jest wyraznic selektywne, dotyczy wylacznie warstwy siatkowatej i
pasmowatej kory nadnerczy, ktore odpowiadaja za produkcje glikokortykosteroidéw. Mitotan

nie wplywa na warstwe kigbkowa, produkujaca aldosteron. 750
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Biorac pod uwage dostepne dane, z ktérych jasno wynika, ze mitotan doprowadza do
zamian ultrastrukturalnych w mitochondriach, prowadzi do apoptozy komorek, a co z tego
wynika moze mie¢ wplyw na mitochondrialny metabolizm energetyczny, logicznym
wnioskiem jest poszukiwanie miejsc dzialania mitotanu wsrod genéw zwiazanych z
aktywnoscig energetyczna mitochondrium, glownie tych genéw kidre sg zaangazowane w
metabolizm tlenowy i procesy programowanej S$mierci zwiazanych ze szlakami
metabolicznymi realizowanymi w mitochondriach.

Kandydatka postawila sobie za cel oceng poziomu ckspresji 84 genéw uczestniczacych
w mitochondrialnym metabolizmie energetycznym pomigdzy liniami raka kory nadnercza
(H295R), gruczotu sutkowego (MCF-7), jelita grubego (HKe-3) i raka pluca (H195R) w
warunkach hodowli bez i po podaniu mitotanu.

W pracy podjeto takze probe ustalenie procedury, ktéra pozwolilaby na ekstrakcje
mRNA do oceny ekspresji gendw z materiatu tkankowego izolowanego z kostek parafinowych.
Przelamanie technologicznej bariery oceny ekspresji gendw na takim materiale otwiera dostep
do materiatu biologicznego zgromadzonego w archiwach histologicznych, co docelowo moze
mieé istotne znaczenie w ocenie mikrosrodowiska tkankowego nowotworéw oraz potencjalnie
wartos¢ diagnostyczng.

Wybér ckspresji genéw metabolizmu tlenowego w opinii recenzenta jest zasadny i
potwierdza celowos$¢ podjecia trudu wykonania zmudnych badan. Dowodzi takze duzej wiedzy
i krytycznego przemyslenia podstaw podjetego tematu pracy przez doktorantke.

Uklad pracy jest typowy dla tego typu opracowan i obejmuje wszystkie wymagane
czesel.

We wstepie, liczacym 23 strony, autorka bardzo szczegdlowo przedstawia samo tlo
historyczne uzycia mitotanu, efekty dziatania na tkanki nadnercz#, mechanizmy $mierci
komorek kory nadnercza w poréwnaniu z innymi liniami komoérkowymi. Kandydatka
szczegdlowo przytacza znane fakty dotyczace wplywu mitotanu na szlaki metaboliczne
dotyczace metabolizmu tlenowego i steroidogenezy uwzgledniajac autonomiczne znaczenie
mitochondriow; opisuje szczegblowo wplyw na mitochondria, pojawiajace si¢ zmiany
ultrastrukturalne i szlaki indukcji apoptozy w tym zwiazane z udzialem mitochondriow.
Osobno opisuje wykorzystane linic komoérkowe oraz przytacza fakty piSmiennicze z
podejmowanych prob z oceng ekspresji genéw na poziomie mRNA z materiatu kostek
parafinowych. Ponadto we wstepie szczegétowo opisuje kliniczne mozliwosci i efekty uzycia

mitotanu.




Wstep pracy w opinii recenzenta we wlasciwych proporcjach podejmuje istotne do
podjetego tematu pracy zagadnienia i w wyczerpujacy sposob, ale nie nadmierny, wyjasnia to
co dla podjetego tematu jest wazne. Ponadto opis opatrzony jest czytelnymi rycinami, z ktorych
wigkszos¢ stanowi modyfikacje schematéw dostepnych w pismiennictwie naukowym, co jest
odpowiednio zaznaczone. Tam gdzie autorka uznala to za konieczne przedstawia wlasne ryciny
(np. rycina 4) co jest cenne jako wlasna czytelna ilustracja opisywanych procesow
biologicznych. Zakres i wnikliwosé, co do szezegdiow przedstawianych zagadnien dowodzi
bardzo dobrego teoretycznego przygotowania doktorantki do podjetego tematu.

Cel pracy sformulowany jest jasno i zawiera si¢ w czterech punktach. Trzy pierwsze
dotycza bezposrednio mitotanu. Ostatni jest celem metodycznym dotyczacym proby
rozwinigcia skutecznej metody izolacji mRNA dla potrzeb oceny ekspresji genow z materiatu
kostek parafinowych. W opinii recenzenta najciekawszy, cho¢ moze najtrudniejszy do
osiggnigcia jest cel trzeci, bo dotyczy proby wyjasnienia wybiorczosci mechanizmu dziatania
mitotanu na komoérki kory nadnerczy. Dwa pierwsze w opinii recenzenta sg bardziej

czastkowymi celami do realizacji celu trzeciego.

W rozdziale materialy i metody kandydatka bardzo szczegolowo przedstawita wszystkie
etapy realizacji pracy, opisujac poszczegolne elementy w czytelnych tabelach i czgsto
kolorowych rycinach. Opisuje przy tym w najdrobniejszych detalach wszystkie
wykorzystywane odczynniki, etapy procedur laboratoryjnych oraz sposéb formulowania
wynikéw. Opisuje przy tym wystarczajgco dokladnie i przejrzyscie pigé¢ komponentow i
tworzacych je genéw zwiazanych z transportem eclektronéw lancucha oddechowego
mitochondriow, ktorych ekspresja byla oceniana w pracy. Duza liczba przytaczanych
szczegolow metodycznych jednak nie przytlacza, bo jest logicznie 1 przejrzyscie
zorganizowana oraz opatrzona czytelnymi podsumowujacymi schematami i ilustracjami.
Wysoka jakos¢ opisu metodycznego stosowanych procedur badawczych, stosowanych metod
molekularnych i biochemicznych, wielokrotne opatrzonych istotnymi i metodycznie
pomocnymi pozycjami pismiennictwa, dowodzi posrednio bieglosci technicznej w ich
stosowaniu przez Kandydatke. Recenzent nie ma zasadniczo uwag do cz¢sci metodycznej poza
jedna drobng. Autorka opisuje ze material kostek parafinowych zostal skrojony na grubos¢ 0,7
(mm) milimetra, a uprzednio skrawki tkankowe byly zabarwiane do wyznaczenia obszaru w
preparacie ktory dotyczyl nowotworu. Z pewnoscia grubos¢ zabarwianych skrawkow
parafinowych byla znacznie mniejsza, bo inaczej nie daloby sig¢ oceni¢ ich struktury w badaniu

histologicznym.




Analiza molekularna, stanowigca wazna i istotng cz¢s$¢ pracy badawczej, obejmowata
szeroki zakres metod molekularnych opartych gléwnie na technikach hodowli komérkowych,
izolacjii mRNA i Real-Time PCR oraz ich modyfikacjach. W opinii recenzenta techniki
badawcze zostaly wlasciwe dobrane w zestawieniu z postawionymi celami pracy, dowodza
duzej bieglosci warsztatowej kandydatki i co nie ulega watpliwosci obecnosci na kazdym etapie
pracy promotora rozprawy.

Badania w opinii recenzenta zostaly prawidlowo zaplanowane i przeprowadzone,
zastosowano wiasciwa metodyke dla realizacji zalozonych celow badan. Zwraca uwage fakt,
ze kandydatka samodzielnie, wszedzie, gdzie tylko bylo to mozliwe wykonywala wigkszos¢
do$wiadczalnych elementéw pracy, a takze opisu i analizy wynikéw, réwnoczesnie
wspOlpracujac efektywnie tam, gdzic bylo to konieczne. Nie bez znaczenia pozostaje fakt, ze
prace zostaly w duzej mierze wykonane w ramach grantu POMOST /2012-5/3 przyznanego
promotorowi dr hab. Dorocie Dworakowskiej i wspotfinasowanego przez Fundacje na Rzecz
Nauki Polskiej i Uni¢ Europejska. a w duzej mierze realizowanego w Department of Cancer
Research w King’s College w Londynie. Praca w laboratorium w uznanym osrodku
zagranicznym dajgc czegsto duze mozliwosci jest takze zazwyczaj ogromnym wyzwaniem,
ktoremu nie kazdy, czego nigdy nie widaé potrafi sprosta¢. Patrzac na zakres i efekty

wykonanej pracy Kandydatka tym wyzwaniom wydaje sig¢ ze. sprostala bardzo dobrze.

Rozdzial ,,.Wyniki” stanowig znaczng cze$¢ pracy. Uzyskane dane przedstawiono w
przejrzystej formie, w czytelnych graficznych zestawieniach, dokumentujac je dobrze
dobranymi i rycinami. Autorka w ocenie recenzenta stosuje wiasciwy sposob opisu wynikdw,
wlasciwie dobrala testy statystycznie, wyciagajac z uzyskanych wynikéw poprawne wnioski.
Wyniki zostaly przedstawione w formie czytelnych i1 przekonujacych wykresow 1 tabel
opatrzonych czytelnie zredagowanymi legendami, z czytelnym wyszczegdlnieniem istotnosci
statystycznych. Co wazne przy duzej liczbie wynikow ich opis nie jest tylko prostym ich
przedstawieniem, ale odpowiednio je grupuje, hierarchizuje, wyszczegélniajac i podejmujac

dyskusje tam gdzie jest to konieczne z punktu widzenia stawianych w pracy celow.

Dyskusja jest dos¢ obszerna, obejmuje 18 stron. W opinii recenzenta jest jednak dobrym
przegladem pismiennictwa molekularnych efektow dzialania mitotanu, jednak w malym
stopniu stanowi bezpo$rednig dyskusje wiasnych wynikow na tle tego co jest dostgpne w
piSmiennictwie przedmiotu; sformutowania typu .in this study™ pojawiaja si¢ jedynie w

pojedynczych przypadkach, a przynajmniej ging w tle faktow przytaczanych z piSmiennictwa,




ktore luzno sa zwiazane z wynikami pracy. Nalezy jednak wspomnie¢, ze w dyskusji jest
cytowanych szereg prac zespolu badawczego Promotora i Doktorantki co stanowi cigg logiczny
pracy i dyskusji i stanowi bardziej dyskusje tematu niz wynikow pracy. Trzeba takze zauwazyc,
ze podjety temat pracy w zakresie podejmowanych dziatan badawczych jest stosunkowo nowy,
dlatego tez nie jest zbyt wiele punktow odniesienia. Dlatego tez szkoda, ze w dyskusji nie
wyszczegolniono zupelnie nowych obserwacii, ktére zostaty w pracy poczynione. Ciekawym
fragmentem dyskusji jest cze$¢ dotyczaca mozliwosci oceny ckspresji genéw w materiale
mRNA izolowanego z kostek parafinowych. Wyniki wykonanych prac pokazuja, ze prosta
zmiana procedury jak mechaniczne zeskrobywnanie materiatu tkankowego bezposrednio ze
szkielka skalpelem, a nie narzedziem laserowym, ktére jednak degraduje DNA i moze w istotny
sposob wplynaé na stabilnos¢ DNA i mozliwosci skutecznej oceny ckspresji genow. Autora
wskazuje, ze najbardziej uderzajaca réznicg w ocenie ckspresji gendw pomigdzy rakiem kory
nadnerczy, a prawidlowa kora nadnerczy byla nadekspresja VEGF w raku nadnercza. Nalezy
doceni¢ krytycyzm Doktorantki ktdra zauwaza, ze komorki linii w hodowli komérkowej, to nie
to samo co nowotwor w swoim tkankowym mikrosrodowisku, ktdre moze stanowi¢ znaczng, a
czasami zasadniczg czes¢ nacieku nowotworowego. Komdrki nowotworowe w pierwotnym
mikrosrodowisku moga mie¢ znacznie réznigey si¢ pofil molekularny w poréwnaniu z tym co
jest w hodowli komoérkowej. Szkoda jednak, ze widzac réznice odnosnie produkcji VEGF
Autorka wskazuje jedynie na takie elementy mikrosrodowiska nowotworu jak fibroblasty,
martwice, nie wspominajac chociazby o komorkach zapalnych, w tym na makrofagi, ktére
prawie zawsze sg obecne w mikrosrodowisku nowotworéw i sa istotnym zroédlem produkeji
roznych czynnikéw zaangazowanych w promocje i wzrost nowotworéw w tym wspominany
VEGF.

Przedstawione wnioski sa szczegdtowo i jasno sformutowane, odnosza si¢ bezposrednio
do celow pracy. Co wazne wnioski sa ostrozne, tam gdzie jest to potrzebne i jednoznaczne tam,
gdzie uzyskane wyniki na to pozwalaja. Swiadezy to dojrzatosci badawczej autora. Pewien
krytycyzm u recenzenta budzi jednak nadmierny opis. a nawet dyskusja, ktora stanowi czgs¢
wnioskow. Dotyczy to w szezegdlnosci wniosku trzeciego i czwartego, ktore mogltby by¢
bardziej zwiezle. Autorka zauwaza jednak potrzebe bardziej zwigzlego podsumowania, ktore
zostaly zawarte na koncu wnioskéw w ich podsumowaniu; zmienitbym kolejnos¢.

Praca napisana jest w j¢zyku angielskim. Styl i jezyk pracy pomimo, Ze nie jest to jgzyk
ojczysty kandydatki jest komunikatywny i jasny, plastycznie i obrazowo przedstawia, trudne i
czasami nuzace ze swej natury szczeg6ly, latwo prowadzac czytelnika przez skomplikowane
zagadnienia kliniczne i do$wiadczalne. Autorka nie unikngla jed?nk drobnych potknigé
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jezykowych takich jak na przyklad uzycie sformulowania w polskich fragmentach pracy zwrotu
W poroOwnaniu do” zamiast .,w poréwnani z”, co jest typowym zapozyczeniem z jgzyka
angielskiego. Co ciekawe w wersji angielskiej pracy uzywa wielokrotnie sformulowania ., in
comparison with” zamiast co jest whasciwsze ..in comparison to™; co moze jest jednak nie tyle
blgdem ale jednak dowodem przywiazania do jezyka polskiego.

W podsumowaniu chciatbym podkreslic, ze bardzo drobne uwagi recenzenta w Zaden
sposob nie wplywaja na wartos¢ merytoryczna pracy. Z pelnym przekonaniem chciatbym
stwierdzi¢, ze Pani magister Urszuli Aliny WASZUT przedstawila rozprawe doktorska na
bardzo wysokim poziomie merytorycznym, zawierajaca cenne wyniki, poszerzajace i
wzbogacajace zakres wiedzy o nowe nie znanc dotad fakty i praktyczne wnioski, ktore z
pewnoscig beda opublikowane w specjalistycznym pismiennictwie o szerokim zasiggu. Warte
podkreslenia jest takze, ze wyniki pracy zostaly w czgéci juz opublikowane w czasopismach o
szerokim zasiggu 1 na miedzynarodowych zjazdach.

Na podstawie dokonanej oceny stwierdzam, iz rozprawa doktorska zatytulowana
"OCENA WPLYWU MITOTANU NA EKSPRESJE GENOW ZAANGAZOWANYCH W
REGULACJE METABOLIZMU MITOCHONDRIALNEGO W LUDZKICH LINICH
KOMORKOWYCH RAKA KORY NADNERCZA, PLUC I JELITA GRUBEGO” w pelni
odpowiada wymaganiom stawianym rozprawom na stopieni doktora nauk medycznych w
dyscyplinic medycyna i w zwiazku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Wydziatu Nauk o
Zdrowiu Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w Gdansku wniosek o dopuszczenie Pani

magister Urszuli Aliny WASZUT do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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