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sktad rozprawy”, ,Podsumowanie i wnioski” oraz ,Piémiennictwo”. Wyodrebnione
przez Doktorantke cele pracy zawieraty (cytuje):

1. Zbadanie zdolnosci lekéw z grupy niskoczasteczkowych inhibitoréw receptorowych
kinaz tyrozynowych (TKI) imatinibu i sunitinibu oraz analogéw witamin 1,25D3 i 1,25D2
do hamowania odnowy komoérek raka jelita grubego przetrwatych po ekspozycji na
konwencjonalny lek cytotoksyczny.

2. Zbadanie czy i jak analogi witamin 1,25D3 i 1,25D2 oraz imatinib i sunitinib
modyfikujg ekspresje genéw warunkujacych utrzymanie cech macierzystoéci komdrek
raka jelita grubego w trakcie ich odnowy po cytoredukcji konwencjonalnym lekiem
cytotoksycznym.

Doktorantka weryfikuje hipoteze badawcza, zakiadajgcga ze inhibitory
receptorowych kinaz tyrozynowych imatinib i sunitinib, a takze wybrane analogi
Witaminy D skutecznie eliminujg komoérki o charakterze nowotworowych komorek
macierzystych w drugim etapie dwustopniowej, sekwencyjnej terapii raka jelita
grubego. Konwencjonalne leczenie przeciwnowotworowe w oparciu o eliminacje
komérek w fazie podziatowej cyklu komdrkowego (leki cytotoksyczne lub
napromieniowanie) nie przynosi oczekiwanych skutkéw terapeutycznych — pozostaje
populacja komoérek oporna na te dziatania, tzw. CSC/TIC (ang. cancer stem cells/tumor
initiating cells). Doktorantka w rozdziale ,Wprowadzenie” wyczerpujgco wyjasnia na
czym polega zwigkszenie tej opornosci, wymieniajgc m.in. podwyzszong wydajnosé
mechanizmoéw naprawy uszkodzen DNA, nadekspresje biatek transporterowych
zwigzanych z lekoopornoscig oraz biatek antypoptotycznych, wysokg aktywnoéc¢
enzymu dehydrogenazy aldehydowej (ALDH) oraz pobudzenie $ciezek sygnatowych,
takich jak NOTCH i NF-kB, ktére sa zwigzane z przezyciem, jak réwniez tych, ktére
warunkujg zdolnos¢ komoérek do samoodtwarzania: EGF, SCF, PDGF, VEGF, SHH i/lub
WNT/B-katenina.

Wyboru czynnikéw skierowanych przeciwko komérkom nowotworowym
przetrwatym po cytoredukcji w dwustopniowej strategii terapeutycznej sekwencyjnego
leczenia raka jelita grubego, Doktorantka dokonata w oparciu o dane literaturowe i
wczesniejsze badania Zespotu, w wyniku ktérych zsyntetyzowano analogi witaminy D,
ktdre zostaly zastosowane w tej rozprawie. Dane literaturowe wskazujg na korelacje
niedoboréw witaminy D z wyzszym ryzykiem wzrostu gruczolakow jelita grubego i jej
udziat w zapobieganiu zachorowania na raka jelita grubego. Dodatkowo badania in
vitro na ludzkich komérkach HT-29 raka jelita grubego z zastosowaniem witaminy D i
leku cytotoksycznego wskazywaty na synergiczne dziatanie tych dwdch substancji w
eliminowaniu komérek nowotworowych. Wiadomo réwniez, ze biologicznie aktywny
metabolit witaminy D3, kalcytriol (1a,25(0H)2D3), w wysokich dawkach koniecznych
do uzyskania efektu przeciwnowotworowego wywoluje hiperkalcemiczne skutki
uboczne, dlatego wybdér do eksperymentéw przeprowadzonych w tej pracy
hipokalcemicznych analogéw witaminy D: 1a,25-dihydroksywitaminy D2 (1,25D2) i
10,25-dihydroksywitaminy D3 (1,25D3) byt uzasadniony.

Drugim typem lekéw z wyboru, zastosowanych w tej rozprawie sg inhibitory
receptorowych kinaz tyrozynowych: Imatinib i Sunitinib, stosowane w leczeniu
biataczki szpikowej i limfoblastycznej oraz raka nerki. Mechanizm dziatania imatinibu
dotyczy hamowania receptoréw czynnika komorek pnia (c-KIT), czy tez receptoréw a i

2/6









N

1
=1 =
\ (@I

\JIMDIK

POLSKA AKADEMIA NAUK

02-106 Warszawa

ul. A. Pawinskiego 5
Tel.: (0-22) 668 52 50
Fax: (0-22) 668 55 32
www.imdik.pan.pl

inhibitoréw kinaz tyrozynowych i analogéw Witaminy D w przeciwdziataniu wznowie
raka jelita grubego po dziataniu cytostatykéw.

W tej pracy sekwencyjnemu traktowaniu lekami z grupy inhibitoréw kinaz
tyrozynowych i analogéw witaminy D poddane sg ludzkie komérki raka jelita grubego
po ekspozycji na 5-FU in vitro (HT-29/5-FU lub HCT-116/5-FU) w réznych warunkach
tlenowych: 20% O, oraz 5% O,. W warunkach tlenu atmosferycznego po cytoredukgji
komorek nowotworowych, ekspresja genéw typowych dla macierzystosci ulegta
znacznemu podwyzszeniu i utrzymywata sie na wysokim poziomie, podczas gdy
hodowla w warunkach obnizonego poziomu tlenu spowodowata spontaniczny spadek
ekspresji tych genéw. To wydaje sie by¢ sprzeczne z faktem, ze warunki obnizonego
poziomu tlenu sprzyjaty tworzeniu sig kolonii komérek zaréwno w linii HT-29/5-FU jak i
HCT-116/5-FU. W tym miejscu poprositabym Doktorantke o komentarz, poniewaz
zarbwno w ,Podsumowaniu i wnioskach” tej rozprawy, a nawet w dyskusji juz
opublikowanej pracy nie znalaztam odniesienia do wynikéw hodowli i traktowania
wybranymi lekami badanych komérek w obnizonym poziomie tlenu.

Z zaprezentowanych wynikbw mozna wywnioskowaé, ze imatinib dziatat
podobnie w obydwu warunkach tlenowych powodujgc hamowanie proliferacji
(znakowanie KI67) oraz migracji (test zarastania rysy) komérek HT-29/5-FU, ale co jest
moim zdaniem istotne, to wynik, ze imatinib i sunitinib znosity promujacy efekt
»hipoksji” na klonogenno$¢ komdrek raka jelita grubego przetrwatych po ekspozycji na
5-FU. Sugeruje to efektywnos¢ tych lekéw w warunkach hipoksji mikroérodowiska
typowego dla endogennej tkanki nowotworowe;j.

Doktorantka poréwnujgc w tej pracy dziatanie dwéch inhibitoréw receptoréw
kinaz tyrozynowych imatinibu i sunitinibu wskazuje na imatinib jako potencjalny lek z
wyboru do zapobiegania wznowie raka jelita grubego. Imatinib hamowat odnowe
ludzkich komérek raka jelita grubego po ekspozycji na 5-FU i obnizyt ekspresje genéw
zwigzanych z macierzystoscig w obu testowanych liniach raka jelita grubego. Sunitinib,
pomimo tego, ze hamuje tworzenie kolonii przez komérki linii HT-29 o umiarkowanym
stopniu zroznicowania w trakcie ich odnowy po ekspozycji na 5-FU, wywotuje
jednoczesénie wzrost poziomu ekspresji genoéw zwigzanych z macierzystoscia, tak wiec
zwieksza ryzyko wznowy nowotworu.

Nastepnym, bardzo istotnym wynikiem tej pracy jest wykazanie, ze imatinib
oraz analog witaminy D3 PRI-2191, podane jednoczesnie dziatajg synergistycznie,
wzmacniajgc efekt antynowotworowy wywotany przez kazdy z tych lekéw osobno, tj. z
jeszcze wiekszg znamiennoscia statystyczng hamujac proliferacje oraz ekspresje genéw
typowych dla macierzystosci w komérkach obydwu badanych linii HT-29/5-FU i HCT-
116/5-FU. Mozna wiec wysnu¢ wniosek, ze potgczone dziatanie tych dwdch lekéw
skuteczniej bedzie zapobiega¢ wznowie nowotworu po konwencjonalnej chemioterapii
niz sam imatinib. Wartosciag dodang takiej terapii moze by¢ réwniez kompensacja
niedoboru aktywnej formy witaminy D wywotywany przez imatinib, ktéry dziata jako
kompetencyjny ligand w szlaku metabolicznym witaminy D.

Zrdéznicowanie stosowanych metod badawczych, ktérymi postugiwata sie
Doktorantka we wszystkich zaprezentowanych pracach, $wiadczy o Jej dojrzatosci jako
eksperymentatora. W doswiadczeniach prowadzonych in vitro, m.in. fenotypowania
komorek i okredlenia ich stadium zaawansowania rozwojowego/macierzystosci
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stosowano metody cytometrii przeptywowej, sortowania magnetycznego oraz analize
ekspresji genéw metodg qRT-PCR. Wedtug mojej oceny, panele badanych genéw
macierzystosci (m.in. PROM1, ALDH1 i CXCR4, NANOG, OCT3/4, SOX2, LGRS5 i SHH), czy
tez angiogenezy i inwazyjnosci (m.in. HIF1A, HIF2A, MTOR, VEGFA, VEGFB, ZEB, CDH1)
byty prawidtowo dobrane do weryfikacji wrazliwosci komérek na badane substancje, w
kontekscie ich przydatnosci w terapii raka jelita grubego. Zmiany na poziomie ekspres;ji
genow potwierdzane byly metoda Western Blot na poziomie ekspresji biatek. W
prezentowanych pracach stosowano réwniez testy metaboliczne i biochemiczne.
Eksperymenty  in vivo przeprowadzane byly na modelu mysim: m.in. testy
tumorogennosci i ocena histologiczna tworzgcych sie guzéw.

Nie mam watpliwosci, ze zastosowana procedura, dob6r metod badawczych i
ustalenie dawek stosowanych lekéw s3 wiasciwe. W tej ostatniej kwestii nie czuje sie
ekspertem, poniewaz nie jestem lekarzem, ale jestem pewna, ze niekwestionowana
wiedza ekspercka w dziedzinie onkologii Promotora, prof. Sergiusza Markowicza oraz
wysoka jakoS¢ recenzji, ktorym musialy podlegaé publikacje Doktorantki w
renomowanych czasopismach, gwarantujg prawidtowosé otrzymanych wynikéw.

Przedstawiona do oceny praca doktorska pod wzgledem edytorskim
przygotowana jest perfekcyjnie, a konspekt poprzedzajacy zbiér opublikowanych
artykutow napisany jest bardzo fadng polszczyzng. Prace te z przyjemnoscig czytatam
rowniez dlatego, ze jest ona efektem precyzyjnego planu badawczego i ciagu
eleganckich eksperymentéw, w ktdrym wyniki prezentowane w kolejnych publikacjach
sg podstawg do badan podjetych w kazdej nastepnej pracy.

Stwierdzam, ze przediozona rozprawa doktorska spetnia warunki okreélone w
art.13 Ustawy z dnia 21 kwietnia 2017 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki i wnosze o dopuszczenie mgr Agnieszki Swic¢
do dalszych etapéw obrony pracy doktorskiej przed Wysoka Radg Naukowg
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie - Paristwowego Instytutu
Badawczego.

Majagc  na uwadze wysoka wartos¢ merytoryczng i translacyjng
zaprezentowanych badan oraz fakt, ze zostaty one opublikowane w renomowanych
migdzynarodowych czasopismach, sktadam wniosek o wyréznienie ocenianej
dysertacji.

Prof. dr hab. Leonora Buzanska

. KIEROWNK
Zaktad Bioinzynigrij Komérek Macierzystych

dr hab, p, med. Leonora Buzanska
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