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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz.Justyny Kutkowskiej
pt. ,Molekularny mechanizm $mierci komérek niedrobnokomérkowego raka pluca oraz

raka trzustki traktewanych kombinacjg sorafenibu i kwasu betulinowego”

Przedstawiona do oceny praca doktorskaopracowana zostala na podstawie
powigzanego tematycznie cyklu trzech publikacji naukowych o sumarycznym wspolczynniku
oddziatywania IF wynoszagcym 9,338. Rozprawa porusza niezwykle ciekawe i wazne
zagadnienia dotyczgce mozliwosci zastosowania skojarzonej terapii przeciwnowotworowej
w odniesieniu do raka phluca oraz trzustki.

Choroby nowotworowe klasyfikuje si¢ na drugim miejscu przyczyn zgondéw w Polsce.
Zarébwno u mezczyzn, jak i u kobiet niedrobnokomorkowy rak pluca jest gtéwng przyczyna
$mierci spowodowanej choroba nowotworowa. Niestety wzrasta réwniez liczba zgondw
z powodu raka trzustki. Te niechlubne statystyki zwigzane sg najczesciej ze zbyt pozng
diagnoza, ktora spowodowana jest bezobjawowym przebiegiem poczatkowych stadiow
choroby. Dodatkowo leczenie NSCLC i PDAC jest trudne ze wzgledu na czeste
wystgpowanie lekoopornosci komérek nowotworowych na dzialanie stosowanych
cytostatykow. A zatem badania podj¢te przez Doktorantke majg niezwykle istotne znaczenie
w przedstawieniu synergicznego wplywu kombinacji inhibitora kinaz (sorafenib) ze
zwigzkiem pochodzenia naturalnego (kwas betulinowy) na przebieg szlakow sygnatowych
m.in. MAPK czy PI3K/Akt, a takze ograniczenie proliferacji i indukcj¢ apoptozy komorek
raka pluca i trzustki. Dodatkowo przedstawione wyniki doswiadczen mogg przyczyni¢ sie do
opracowania skuteczniejszych metod leczenia w/w nowotwordw, a zastosowanie zwigzkéw
naturalnych obnizy¢ dawki oraz zminimalizowa¢ skutki uboczne uzytych w terapii
cytostatykow.

W skifad ocenianej rozprawy doktorskiej wchodzg trzypublikacje (jedna przegladowa,
dwie oryginalne) o charakterze wspoétautorskim. We wszystkich pracach mgr inz. Justyna
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w powstawanie prac, wskazuja na istotng rolg Doktorantki w przedstawionym do oceny cyklu
publikacji pod kierunkiem Panadr hab. Andrzeja Rapaka.Poddane ocenie prace zostaly
opublikowane w czasopismach recenzowanych o zasi¢gu migdzynarodowym, posiadajacych
wspolczynnik oddzialywania ImpactFactor: Postgpy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej
(2017 r.; 1F=0,783), Cancer Science (2017 r.; IF=4,372), International Journal of
MolecularSciences (2018 r.; IF=4,183).

Z cyklu trzech prac, pierwsza, przegladowa, opublikowana w Postepach Higieny
i Medycyny Dos$wiadczalnej(2017) pt.: ,,Niedrobnokomérkowy rak pluca- mutacje, celowane
i skojarzone terapie”,stanowi doskonaty wstep teoretyczny do podjetych w kolejnych pracach
badan naukowych. Celem Doktorantkibylo przedstawienie molekularnego podioza
NSCLCzwigzanego z mutacjami w czgsteczkach bedacych elementami  szlakow
przekazywania sygnaléw w komorce, a takze uczestniczagcymi w procesie apoptozy i
reakcjach zapalnych. Dodatkowo oméwione zostaly metody leczenia oraz mozliwosci
opracowania zaawansowanych terapii opartych na charakterystyce molekularnej NSCLC.
Badania genetyki komorek niedrobnokmorkowego raka pluca wskazujg na liczne mutacje,
ktorych poznanie moze mie¢ znaczenie, nie tylko rokownicze, ale rowniez umozliwié
opracowanie celowanych monoterapii. W trzeciej czesci pracy poglagdowej autorzy omowili
zalety terapii skojarzonej, ktora moze wplywac na wiele proceséw jednoczesnie (proliferacia,
roznicowanie, apoptoza, angiogeneza), minimalizowa¢ stezenia stosowanych zwigzkéw oraz
ograniczaé lekoopornos¢.

Drugapracaz. cyklu pt.: ,,Synergistic activity of sorafenib and betulinic acid against
clonogenic activity of non-small cell lung cancer cells”opublikowano w Cancer Science
(2017) idotyczylamolekularnego mechanizmu wspoldzialania sorafenibu i kwasu
betulinowego na proces $mierci komorek raka pluca.Material badawczy stanowily linie
komorkowe niedrobnokomoérkowego raka pluca posiadajace rézne mutacje genu KRAS
(A549, A427 1 H385). Dodatkowo w celu okreslenia toksycznosci stosowanych zwiazkow na
komorki zdrowe zastosowano prawidtowe komorki krwi obwodowej. Metody badawcze
zastosowane w publikacji obejmowaly ocen¢ zywotnosci, poziomu proliferacji i indukcje
apoptozy w komorkach traktowanych sorafenibem, kwasem betulinowym oraz kombinacja
tych zwigzkow. Analizowano rowniez poziom bialek m.in. CHOP, pro- i antyapoptotycznych
z rodziny Bel-2, kaspaz, PARP, Akt (p-AKT), mTOR (p-mTOR) czy ERK1/2 (p-ERK1/2).
Waznym elementem doswiadczen byt takze test potencjatu klonogennego komorek. Ujete w
publikacji badania wykazaly, ze skoniugowane traktowanie komorek sorafenibem (1,3

ug/mL) i kwasem betulinowym (3 pg/mL) znacznie i istotnie statystycznie obniza zywotno$é



i proliferacjckomorek wszystkich linii komérkowych niedrobnokomdrkowego raka pluca.
Ponadto po =zastosowaniu kombinacji w/w zwigzkéw rodnie odsetek komorek
apoptotycznych. Analiza bialek uczestniczacych w szlakach przekazywania sygnalow
wskazuje na wzrost poziomu proapoptotycznego bialkaCHOP oraz Bax i obnizenie ilosci
antyapoptotycznego Bcl-2. Potwierdzeniem indukowanej przez sorafenib 1 kwas
betulinowyapoptozy jest rowniez aktywacja kaspazy-8 i -9 oraz trawienie biatka PARP. Z
kolei obnizenie potencjalu proliferacyjnego komoérek moze by¢ powigzane z zahamowaniem
aktywnosci lub fosforylacji kinaz Akt i mTOR. W pracy przeprowadzono rowniez test
aktywnosci klonogennej, ktorego wyniki wskazujg na znaczne obnizenie potencjatu do
tworzenia kolonii komarek linii A549, H358 oraz A427 traktowanych sorafenibem i kwasem
betulinowym w terapii skojarzonej w porownaniu do komorek inkubowanych kazdym z tych
zwigzkow osobno. Podsumowujac zaprezentowane w tej publikacji wyniki badan wskazuja,
ze zastosowaniesorafenibulub kwasu betulinowego w monoterapii nie wplywa cytotoksycznie
na komorki niedrobnokomérkowego raka pluca linti A549, H358 oraz A427. 7 kolei
traktowanie komorek w/w linii dwoma zwigzkami jednoczesnie wykazuje synergiczny,
antyproliferacyjny, proapoptotyczny efekt oraz silnie obniza potencjal klonogenny. Ponadto
kombinacja uzytych zwigzkéw nie wykazuje toksycznosci wobec prawidtowych komorek
krwi obwodowej.

Badania ujgte w trzeciej 1 ostatniej pracy pt. ,,Sorafenib in combination with betulinic
acid synergistically induces cell cycle arrest and inhibits clonogenic activity in pancreatic
ductal adenocarcinoma cells”zostatyopublikowane w Int. J. Mol. Sci.(2018), a materiat
badawczy stanowily linie komoérkowe raka trzustki AsPC-1, Capan-1 i BxPC-3, ktore
traktowane byly sorafenibem (AsPC-1, Capan-1 (S5uM); BxPC-3(3uM)), kwasem
betulinowym (6pM) oraz kombinacjg tych zwigzkéw.W toku zaprezentowanych badan
analizowano wpltyw w/w zwigzkéw na zywotnos¢ i proliferacje komorek badanych linii, a
takze oceniano odsetek komorek apoptotycznych, rozklad faz cyklu komoérkowego, potencjat
klonogenny oraz poziom biatek zaangazowanych w szlaki przekazywania sygnatu. Uzyskane
wyniki wykazaly znaczne obnizenie zywotnosci i proliferacji komorek wszystkich linii
komérkowych po zastosowaniu kombinacji sorafenibu i kwasu betulinowego. Otrzymane
dane korelujg z zahamowaniem cyklu komorkowego w fazie G2, a takze wzrostem poziomu
biatka p21 i spadkiem c-Myc oraz cykliny D1. Ponadto uzyte zwiazki synergicznie hamujg
przebieg szlakow PI3K/Akt i MAPK, poprzez wplyw na obnizenie poziomu elementéw tych
proceséw m.in. p-ERK 1/2 i p-Akt. Co cickawe, ani w monoterapii, ani w terapii skojarzonej

sorafenib i kwas betulinowy nie indukuja apoptozy w komorkach raka trzustki, jednak, co



bardzo istotne, obniZaja potencjal klonogenny komoérek liniiAsPC-1, Capan-1 i BxPC-3.
Nalezy rowniez wspomnie, Ze autorzy pracy jako pierwsi wykazali mozliwosé
zastosowaniasorafenibu i kwasu betulinowego w terapii skojarzonej, ktéra wplywa na
obnizenie zywotnosci, proliferacji i zdolnosci do tworzenia kolonii komorek raka trzustki.
Dodatkowo kombinacja w/w zwigzkoéw hamuje cykl komorkowy w fazie G2 oraz fosforylacje
kinazy Akti ERK1/2.

Dodatkowym atutem przedstawionej mi do oceny rozprawy doktorskiej jest rozdziat
przedstawiajgcy nieopublikowane jeszcze wyniki badan, ktore przeprowadzonezostaly na
pierwotnychliniach nowotworu ptuca. Uzyskane dane wskazujg, ze zastosowanie wleczeniu
zaawansowanego raka pluca kombinacji sorafenibu i kwasu betulinowego moze wplyngé
naobnizenie zywotnosci komoérek réwnie skutecznie, jak po podaniu powszechnie
stosowanych cytostatykow(gemcytabina, pemetreksedem), a tym samym zminimalizowaé
niepozadane skutki chemioterapii. Ponadto rozdzial ten zawiera rowniez dane okreslajace
wplyw kwasu betulinowego oraz betuliny na linie komérkowe niedrobnokomorkowego raka
pluca w warunkach hipoksji i normoksji. W toku zaprezentowanych badan wykazano, ze oba
zwigzki indukujg apoptozew komorkach linii A549 i H358 w warunkach hipoksji. Dodatkowo
kwas betulinowy obnizal potencjat klonogenny komoérek NSCLC w warunkach niedoboru
tlenowego, co moze stanowi¢ nowa strategi¢ leczenia guzow litych. Powyzsze dane zostaty
ujete w publikacji wystanej do redakcji czasopisma ScientificReports.

Bioragc pod uwage wyniki uzyskanych badan, ktore byly podstawa do napisania
publikacji przedstawionych jako cykl prac w ramach rozprawy doktorskiej oraz jeszcze
niepublikowanedane zaprezentowane w rozdziale 7 pracy, mozna z calg pewnoscig
stwierdzi¢, ze maja one szczegolny charakter poznawczy i wpisujg si¢ w aktualny nurt badan
w zakresie biologii medycznej. Co wigcej, poprzez opublikowanie ich w recenzowanych
czasopismach naukowych posiadajacych wspolczynnik oddzialywania IF daje podstawe do
uzyskania przez Panigmgr inz. Justyn¢ Kutkowska stopnia doktora.

Pod wzgledem formalnym rozprawa doktorska nie budzizastrzezen i przygotowana
jest w sposob przejrzysty 1 szczegélowy.Obejmuje spis tresci, w ktorym zamieszczone sg
nastepujgce rozdzialy: Lista prac wchodzacych w sktad rozprawy, Lista pozostatych prac i
patentow niewchodzacych w sklad rozprawy,Otrzymane stypendia oraz udziat w projektach
badawczych,Streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim,Wprowadzenie ze szczegélowym
opisem problemu badawczego, metodyki, celow naukowych oraz prac wehodzgcych w skiad
rozprawy, Omoéwienie dalszych nieopublikowanych badan zwigzanych z zaprezentowanym

osiggnieciem naukowym, Podsumowanie osiggni¢cia naukowego,Literatura,Oswiadczenia o



udziale procentowym autoréw w realizacji poszczegélnych prac oraz Prace wchodzace w
sktad rozprawy. Praca napisana jest poprawna polszczyzng. Uzyte w tekscie $rodki jezykowe
sg zgodne z panujgcymi normami leksykalnymi oraz stylistycznymi. Drobne uchybienia
stylistyczne, gramatyczne czy natury redaktorskiej nie wplywaja na wysoka warto$é
merytoryczng pracy.

Z przedstawionego do oceny cyklu prac, komentarzy do ich tresci, a takze zalagczonych
o$wiadczen o zakresie udzialu w ich powstawaniu jednoznacznie wynika, ze Doktorantka
potrafi sformutowac i rozwigza¢ problem naukowy, dobrze dobraé techniki badawcze, a takze
umiejetnie przeprowadzi¢ dyskusj¢ swoich wynikow z wynikami innych grup badawczych.
Pani mgr inz. Justyna Kutkowskaudowodnita w sposob spojny, ze konsekwentnie nabywa
zdolno$¢ do prowadzenia samodzielnych badan naukowych, i Ze potrafi pracowaé w zespole
naukowym czego dowodem jest udziat w licznych grantach NCN i NCBR jako wykonawca,
zgloszenie patentowe, a takze otrzymane stypendia.

W mojej opinii prezentowana rozprawa doktorskaw pelni spelnia wymogi stawiane
pracom doktorskim okreslonym w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2014 r. poz.
1852 z pdzn. zm.).Uznaj¢ ja rowniez za wysoce poznawcza w dziedzinie biologii medycznej i
oceniam wyrdzniajgco.Dlatego wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiuo dopuszczenie mgr inz. Justyny Kutkowskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. W zwigzku z wysoka wartoscig naukowa

pracywnosz¢ rowniez o wyroznienie niniejszej rozprawy.
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