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Ocena wplywu wybranych inhibitorow szlakéw PI3K/AKYMTP oraz
RAF/MEK/ERK na proliferacje i apoptoze ludzkiej linii komérkowej raka kory
nadnercza H295R.

Podjecie przez Doktorantke tematyki badan zwigzanych z rakiem kory
nadnercza ma istotne znaczenie zaréwno z punktu widzenia klinicznego, jak i
naukowego. Nowotwory te charakteryzuje bowiem niepomysine rokowanie,
stosunkowo niski odsetek wyleczen z czgstymi nawrotami choroby, w tym réwniez z

czestq wznowq miejscowq, pomimo, jak sie wczesniej wydawato, catkowitej resekcji



guza. Mozliwosci farmakoterapii raka kory nadnercza sq réwniez ograniczone, za$
praktyka ogranicza sie zwykle do stosowania mitotanu, bedgcego w zasadzie
jedynym lekiem, co do ktérego opracowano ujednolicone standardy zastosowania

klinicznego.

[ punktu widzenia naukowego raki kory nadnerczy charakteryzujq sie réwniez
ciekawymi procesami biologicznymi polegajgcymi na eliminacji czesci (a nawet do
50%) oryginalnego materiatu genetycznego (zjawisko hipodiploidii) (Assie G. et al.
Nat Gen 2014; 46: 607-12, Juhlin CC et al. J Clin Endocrinol Metab 2015: 100:E493-502).
Raki kory nadnerczy charakteryzujq sie miedzy innymi zaburzeniami funkcji jednego z
najstarszych ewolucyjnie szZiakéw metabolicznych - Wnt/B-kateniny - odgrywajgcego
role zaréwno w adhezji komérek, jok i w embriogenezie oraz w transformacii
nowotworowej (Fuchs SY. Cell Cycle 2005; 4: 1522-39). Mutacje wyzej wymienionego
szlaku metabolicznego opisywane sq réwniez w linii komérkowej H295R wykorzystanej
W niniejszej pracy (Tissier F. et al. Cancer Res 2005: &5: 7622-7627). Doktorantka
stusznie podkresla, ze linia komdrkowa H295R jest najlepszym dostepnym materiatem
biologicznym do badah nad rakiem kory nadnerczy w warunkach in vitro, gdyz
komorki tej linii zachowaty zdolnos¢ do syntezy hormondw kory nadnerczy w szlaku
mineralo- i glukokortykosterydowym, jak réwniez zdolno$é do sekrecji androgendéw

nadnerczowych.

W warunkach polskich istnieje jeszcze jeden powédd, dia ktérego podjecie
tematyki leczenia raka kory nadnerczy ma niezwykle istotne znaczenie. Powodem
tym jest bardzo staba, zeby nie powiedzie¢ wrecz tragiczna dostepnos¢ do leczenia
dia pacjentow z rakiem kory nadnercza w wielu rejonach Polski. Zastosowanie
mitotanu wigze sie bowiem z wystepowaniem szeregu potencjalnych skutkéw

ubocznych zaréwno z punktu widzenia onkologicznego, jak i endokrynologicznego.




Z punktu widzenia endokrynologicznego stosowanie mitotanu powoduje
konsekwencje zwigzane, np. z hamowaniem syntezy kortyzolu, co zwykle prowadzi
do koniecznosci substytucii i wigze sie z ryzykiem przetomu nadnerczowego. Oprdcz
tego zastosowanie mitotanu generuje réwniez inne zaburzenia, np. obnizenie stezeh
wolnej tyroksyny (fT4), przy stosunkowo niewielkich zmiaonach stezeh TSH,
przypominajgcych centralng hipotyreoze, zaburzenia osi gonadotropowej, np. z
istotnym spadkiem stezen wolnego testosteronu, do poziomu klinicznego
hipogonadyzmu, przy stosunkowo mniejszych zmianach testosteronu catkowitego,
spowodowanych znacznym wzrostem stezen SHBG (Daffara F et al. Endocrine-
Related Cancer 2008;15:1043-1053, Kerkhofs TM et al. J Clin Endocrinol Metab 2013;
98: 4759-4767). W tej sytuacji, w wielu osrodkach w Polsce onkolodzy odmawigjg
podjecia sie leczenia pacjentéw z rakiem kory nadnercza obawiagjgc sie powiktan
endokrynologicznych. Jednoczeinie przy braku wspdlnych osrodkdw
endokrynologiczno-onkologicznych ~w  szeregu  wojewddziw,  przyttaczajgca
wigkszo$¢ endokrynologdw nie ma prawie zadnych doswiadczen w prowadzeniu
pacjentéw z rakiem kory nadnercza. Uwazam zatem, ze poruszenie tematyki
diagnostyki i leczenia raka kory nadnercza ma istotne znaczenie edukacyjne na
terenie Polski, co zostato juz migedzy innymi podjete przez Paniq Profesor Dorote
Dworakowskq, promotora recenzowane] rozprawy doktorskiej oraz autorke
najnowszego artykutu poglgdowego na temat raka kory nadnercza w literaturze

polskiej (Dworakowska D et al. Endokrynol Pol 2014;65:492-512).

W swoich badaniach Doktorantka podjeta sie oceny dziatania szeregu lekdw
z grupy inhibitoréw szlaku metabolicznego PI3K/Akt/mTOR (Everolimus, NVP-BEZ235,
LY294002) oraz inhibitoréow szlaku Ras/Raf/MEK/ERK (UO126) na proliferacje,
aktywno$¢ kaspazy-3 oraz ekspresje biatek linii komdrkowej raka kory nadnercza
H295R. Efekty dziatania lekéw oceniane byty przy tym zaréwno w monoterapii, jak i
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leczeniu skojarzonym. Doktorantka oceniata réwniez efekty dziatania lekéw w
potqczeniu z mitotanem, czyli najwazniejszym z dotychczas stosowanych lekdw w
raku kory nadnercza. Badania podjete przez Doktorantke mogg mieé potencjalnie
duze znaczenie kliniczne, gdyz standardowa praktyka ogranicza sie zwykle do
stosowania mitotanu, za$ zastosowanie lekdw drugiego rzutu ma nadal charakter

eksperymentalny.

Badania oraz wyniki uzyskane w recenzowanej rozprawie majq charakter
nowatorski. Doktorantka wykazata, ze Everolismus (inhibitor mTOR), NVP-BEZ235
(inhibitor PI3K/MTOR), LY294002 (inhibitor PI3K) oraz U0126 (inhibitor MEK) wykazujg
siine dziatanie anty-proliferacyjne na ludzkg linie komdérkowq komdrek raka kory
nadnercza H295R z nasileniem efektu w zaleznosci od dawki leku. Jest to pierwsza
tego typu obserwacja w odniesieniu do preparatow LY294002 oraz U0126. Jest to
rowniez pierwsza praca, gdzie wykazano synergizm w dziataniu  preparatu

Everolismus oraz NVP-BEZ235 w dziataniu komorki linii H295R.

Doktorantka oceniata tez efekty dziatania mitotanu w réznych stezeniach
uzyskujac efekt hamowania proliferacji komaorek linii H295R, zgodnie z wczesniejszymi
danymi z literatury oraz przeprowadzita badania nad skojarzonym zastosowaniem
mitotanu oraz wyzej wymienionych substancii (inhibitory szlaku PI3K/mTOR oraz MEK)
uzyskujgc najsilniejszy efekt po zastosowaniu inhibitora MEK - preparatu UO126.
Obserwacja ta moze mie¢ znaczenie w praktyce klinicznej, potencjalnie zwtaszcza w
przypadkach, gdy z czasem obserwuje sie zmniejszenie reakcji lub opornos¢ na

mitotan.

Doktorantka oceniata réwniez skutecznosé stosowanych substancji w
stymulacji apoptozy komaérek linii H295R (aktywno$¢ kaspazy 3). Wptyw badanych

substancji na aktywnos¢ kaspazy 3 byt mniejszy niz wptyw na zywotno$¢ komérek.



Doktorantka wykazata jednak istotny wzrost aktywnosci kaspazy 3 po tgcznym

zastosowaniu inhibitora PIBK/mTOR (NVP-BEZ235) oraz inhibitora PI3K (LY294002).

W badaniach ocenigjgcych ekspresje biatek Doktorantka wykazata
najwyzszq skuteczno$é kombinacji preparatu U0126 oraz NVP-BEZ235 wykazujgc
jednoczesnie po raz pierwszy mozliwos¢ interakcji pomiedzy szZiakami metabolicznymi
PIBK/Akt/mTOR oraz Ras/Raf/MEK/ERK poprzez zwiekszenie fosforylacji tzw.

extracellular signal-regulated protein kinases (ERK) w warunkach inhibicji szlaku

mMTOR.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska ma 94 strony i standardowy
uktad sktadajqcey sie ze wstepu, zatozeh pracy, opisu materiatu i metod oraz dyskusii.
Wstep uzupetniony jest o liste stosowanych skrétéw. Zagadnienia omawiane we

wstepnie oraz wyniki przedstawione sq na 21 czytelnych rycinach oraz w siedmiu

tabelach.

We wstepie, podzielonym na szereg podrozdziatdw, Doktorantka omawia
szereg zagadnien zwigzanych z epidemiologiq, rozpoznaniem i leczeniem raka kory
nadnercza, dalej omawia molekularne podstawy zaburzeh obserwowanych w raku
kory nadnercza, zwigzane insulino-podobnym czynnikiem wzrostu I, szlakami
metabolicznymi TP53, Wnt/B-kateniny, cCAMP/PKA oraz zaburzeniami steroidogenezy.
W podrozdziale 1.1.4 Doktorantka omawia rodzinne zespoty, zwiqzane ze zwiekszong
czestosciq wystepowania guzéw nadnerczy, ktére podsumowuje w czytelnej tabeli.
Dalej, w rozdziale 1.2, Doktorantka omawia zagadnienia zwigzane z liniami
komdrkowymi raka kory nadnercza oraz modele zwierzece charakteryzujgce sie
zwigkszong czestoscig wystepowania guzéw nadnercza (w szczegdlnoéci modele
opisane u myszy, fretki i psa). W kolejnych rozdziatach (1.3 1.4) Doktorantka omawia

szloki  metaboliczne PI3K/Akt/mTor oraz Ras/Raf/MEK/ERK oraz zaburzenia



obserwowane w wyzej wymienionych szlakach metabolicznych w przebiegu raka
kory nadnercza. We wspomnianych rozdziatach doktorantka omawia réwniez
inhibitory szlakéw metabolicznych PI3K/Akt/mTor oraz Ras/Raf/MEK/ERK. Nalezy
podkredli¢c, ze zagadnienia poruszone we wstepie sq niezwykle ztozone, ale sg one

omdwione w sposdb zwiezty i przejrzysty.

W rozdziale opisujgcym cele badania Doktorantka podjeta sie przetestowania
hipotezy, ze tgczne zastosowanie inhibitoréw szlaku PI3K/Akt/mTor (Everolismus, NVP-
BEZ235, LY294002) oraz inhibitora szlaku Ras/Raf/MEK/ERK (U0126) moze zmniejszy¢
proliferacje oraz indukowaé apoptoze w linii komodrkowej ludzkiego raka kory
nadnerczy H295R. Doktorantka postawita sobie za cel przetestowanie tez efektéw
réznych kombinacji wymienionych powyzej substanciji, w celu ustalenia, ktéra z nich
moze wykazywac sie synergizmem oraz mie¢ najwiekszy potencjat terapeutyczny.
Szerszym celem pracy byto poszukiwanie najlepsze] formy leczenia ztozonego, ktére
oczywiscie po przeprowadzeniu odpowiednich préb klinicznych in vivo, moina
potencjalnie zastosowa¢ w przypadkach opornych na leczenie monoterapiqg. Cele
pracy nakreslone przez Doktorantke mogg mie¢ zatem duze znaczenie kliniczne,
biorgc pod uwage niskg przezywalnos$¢ u pacjentdw z rakiem kory nadnercza, gdzie

odsetek piecioletniego przezycia nie przekracza zwykle 35 procent.

W rozdziale opisujgcym materiat i metody, Doktorantka szczegdtowo opisuje
metodologie prowadzonych badan, opisujgc miedzy innymi metody hodowli linii
komdrkowej H295R, zagadnienia kontroli jakosci, sposéb oceny zywotnosci komdrek
przy zastosowaniu resazuryny, ocene efektu pro-apoptotycznego na podstawie
oceny aktywacji kaspazy-3 oraz zastosowanie metody Western Blot w ocenie profilu
ekspresji biatek. W podrozdziale 3.7 Doktorantka opisuje metody statystyczne

zastosowane w pracy.



Rozdziat opisujgcy wyniki badan napisany jest bardzo przejrzyicie, za§ w
szczegdlnosci zwracajq uwage liczne ryciny w tqcznej liczbie czternastu. Doktorantka
opisuije najpierw efekty zastosowania mitotanu oraz wszystkich testowanych
substancji w monoterapii, zas nastepnie w réznych skojarzeniach zardwno bez, jaki i
przy jednoczesnym zastosowaniu mitotanu. Musze przyznaé, ze jestem pod
wrazeniem olbrzymiej liczby indywidualnych eksperymentéw wykonanych przez
Doktorantke, gdyz w istocie pojedynczy eksperyment opisujgcy, np. wptyw mitotanu,
czy innych substancji na proliferacje komadrek raka kory nadnercza sktadat sie zwykle
z szeSciu mniejszych eksperymentdw zwigzanych zastosowaniem rdznych stezen
badanych substancji (np. dla mitotanu stezen 5, 10, 15, 20, 251 30 uM). Swiadczy to o

niezwyktej pracowitosci i sumiennosci Doktorantki.

W dyskusji Doktorantka szczegdtowo i krytycznie odnosi sie do uzyskanych
wynikdw, za$ w podrozdziale 5.5 odnosi sie do tematyki zwigzanej z dalszymi
badaniami, zwtaszcza do koniecznosci przetestowania uzyskanych wynikdw w
modelu in vivo. Wyniki badan sq nastepnie podsumowane w szesciu gtéwnych

wnioskach (strona 88), ktdre to wnioski cytowatem juz powyzej.

Na uwage zwraca bardzo szerokie (200 pozycji) oraz starannie dobrane
pismiennictwo w jezyku angielskim, obejmujgce rowniez najnowsze pozycje z lat 2013
i 2014. Zaréwno ilos¢, jak i réznorodnos¢ oraz dobdr pozycji pismiennictwa $wiadczy o

bardzo szerokiej wiedzy doktorantki w zakresie omawianych zagadnien.

Praca napisana jest bardzo ptynnie i przejrzyscie w jezyku angielskim, zas
poziom uzywanego jezyka, sktadni oraz zwrotdw stylistycznych wskazuje, ze byta ona
pisana od razu po angielsku, nie zas ftumaczona z jezyka polskiego. Uwazam, ze
zastuguje to na podkreslenie, gdyz z doswiadczenia wiem, ze jest czesto odwrotnie,

co czesto konczy sie czeSciowym zachowaniem polskiej sktadni i utrudnia czytanie



pracy przez recenzentdw obcojezycznych. Dzieki napisaniu pracy w jezyku
angielskim, jej fragmenty mogg od razu postuzy¢é do wykorzystania w innych

publikacjach, co utatwia prezentacje wynikéw na forum miedzynarodowym.

W zwiqzku z nowatorskim oraz bardzo rozlegtym charakterem badan nasuwa

mi sie tylko kilka drobnych uwag.

1. Autorka stwierdza (strona 45), ze komdérki byty poddane dziataniu wzrastajgcych
stezen mitotanu (5-30 uM) oraz dziataniu preparatéw Everolismus (stezenie 0,06 uM),
NVP-BEZ235 (0,01 pM), LY294002 (1,0 uM) oraz ich kombinaciji. W czesci opisujacej
wyniki badan autorka wykazuje, ze komdrki byty w istocie poddane zmiennym
stezeniom badanych substancji (np. 0.01 do 5,0 uM dla NVP-BEZ235, strona 54, czy
0.2-40 uM dla LY294002, strona 55, czy 0,5-40 pM dla U0124, strona 56). Uwazam, ze
Doktorantka powinna wyjasni¢, na jakiej podstawie ustalono wyjéciowe zakresy
stezen i w jakim stopniu stezenia wyzej wymienionych preparatéw w warunkach in
vifro, korelujq ze stezeniami tkankowymi uzyskiwanymi w warunkach in vivo, réwniez

dla innych nowotwordw, poza rakiem kory nadnercza.

2. W pracy praktycznie nie ma bteddéw literowych lub stylistycznych. Sugerowatbym
na stronie 9-tej frzeci wiersz od dotu zamieni¢: "Majority of patients present
advanced, but localised disease” na "Mgjority of patients present with advanced,
but localised disease” oraz usung¢ “the" przed stowami “clinical presentation”

(poczgtek strony 10-tej).

3. W legendzie do tabeli 5 (strona 79) sugeruje zamiane zwrotu "quantifies goodness

of fit" na "quantifies precision of fit".

4. Ostatnia moja uwaga wigze sie z przekonaniem, ze Pani mgr Paulina Szyszka z

pewnosciq uczestniczyta aktywnie w zgtaszaniu streszczeh na miedzynarodowe



konferencje naukowe, zarbwno w Europie jak i w Stanach Zjednoczonych Ameryki
Pétnocnej. W zwigzku z tym uwazam, ze warto by wspomnieé (np. we wstepie lub na
przyktad w dodatku do pracy), gdzie wyniki badan byty dotychczas prezentowane,
najlepiej z zatgczeniem kopii streszczen zjazdowych lub innych publikacji. Jezeli
bowiem praca, lub jej fragmenty, sq prezentowane na konferencjach
miedzynarodowych, to nie ma nic ztego w fakcie, ze doktorant sie tym pochwali. W
Internecie znalaztem m. in. publikacje Doktorantki oraz Pani Profesor Dworakowskiej z
San Diego z (?7th Annual Meeting and Expo, San Diego, March 2015), prace ze
wspotautorstwem Doktorantki w International Journal of Molecular Sciences (2015;
16: 6645-6667) oraz prace z jej wspdtautorstwem, pod tytutem w pismie Laboratory
Investigation (2015; 95, 133A-133A). Nalezy podkresdlic, ze tematyka cytowanych
powyzej prac wykracza poza zagadnienia zwigzane z rakiem nadnercza i dotyczy
miedzy innymi efektéw dziatania mitotanu na linie komdrkowe komadrek raka piersi,

ptuc, czy jelita grubego.

W podsumowaniu, prezentowana rozprawa doktorska wnosi istotny wktad do
badan nad leczeniem raka kory nadnercza, zas uzyskane wyniki sg oryginalne oraz
mogg miec w przysztosci zastosowanie kliniczne. Doktorantka wykazata sie niezwyktqg
pracowitodciq doskonatg znajomosciq omawianej tematyki oraz wykorzystata w
pracy najnowszg metodologie badan naukowych. Na gruncie polskim, gdzie jak
wspomniatem na wstepie, diagnostyka i leczenie szeregu choréb nadnerczy
pozostawia wiele do zyczenia, praca ta jest absolutnie nowatorska. Przeglad
dostepnych publikacji Swiadczy takze, ze Doktorantka uczestniczy w szeregu
programach badawczych zwigzanych ocena dziatania szeregu substancji na
komorki nowotworowe, réwniez w innych nowotworach niz rak kory nadnercza.
Dodatkowo recenzowana praca jest przyktadem owocnej miedzynarodowej
wspotpracy naukowej z wykorzystaniem funduszy Unii Europejskiej (grant POMOST),

7



Co przyczynia sie do rozwoju nauki polskiej oraz prowadzenia badan, co do ktérych
mozna stwierdzi¢, ze istotnie stanowiq one "the cutting edge of clinical science”.
Nalezy takze podkresliic, ze osrodek naukowy, w ktérym pracowata Doktorantka, jest
jednym z wiodgcych $wiatowych o$rodkdw endokrynologicznych, zaréwno pod

wzgledem nauk podstawowych, jak i klinicznych.

Przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wszystkie wymogi rozprawy doktorskiej ,
okreslonych w artykule 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym (Dz. U.
2003.65.595). W zwiqzku z powyzszym wnioskuje o dopuszczenie Pani magister Pauliny

Szyszko do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie ze wzgledu na nowatorski charakter pracy wnioskuje o wyrdznienie

recenzowanej rozprawy doktorskie;.

Prof. dr hab. n. med. Krzysztof Lewandowski
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