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Celem badan prowadzonych w ramach recenzowanej rozprawy dokiorskie] bvia ocena
mozliwosci wykorzystania analogow witaminy D oraz inhibitoréw kinaz tyrozynowych do wyeliminowania
komorek macierzystych nowotworu (CSC) opornych na 5-fluorouracyl (5-FU) w modelu raka okreznicy.
Komorki macierzyste nowotworu sg matg subpopulacjg komorek w obrebie nowotworow posiadajgcg
zdolnosé do samoodnawiania, réznicowania | sg tumorogenne po przeszczepieniu zwierzgtom.
Znaczenie kliniczne tych komorek podkresia fakt, ze CSC sg odporne na konwencjonalng chemioterapig
i radioterapie oraz ze isinieje duze prawdopodobienstwo, iz sg one zrodtem powstawania przerzutow
nowotworowych. Wobec tego, uwaza sig, ze CSC sg waznym celem dia poszukiwania nowych jekdw
przeciwnowotworowych czy opracowywania nowych strategii terapeutycznych. Stad tez podjeta przez
autorke tematyka badawcza zakiadajgca zbadanie czy analogi witaminy D lub inhibitory kinaz
tyrozynowych moglyby mie¢ zastosowanie w takiej uzupetiajgce] przeciwnowotworowej strategii
terapeutycznej zastuguje na uznanie.

Autorka we wstepnym opisie swoich badan uzasadnia wybér tych dwéch wiasnie grup
substancji testowanych pod katem zastosowania przeciwnowotworowego (analogi witaminy D) lub
znanych, jako leki przeciwnowotworowe {(imatinib i sunitinib). Nastgpnie Autorka przedstawia 2
sformutowane poprawnie cele pracy dotyczace charakterystyki komorek raka okreznicy traktowanych
lekiem przeciwnowotworowym, a nastepnie inhibitorami kinaz tyrozynowych i/lub analogami witaminy
D. Pierwszy cel dotyczy wpltywu wiw czynnikéw na odnowe tych komorek po traktowaniu lekiem
przeciwnowotworowym, a drugi na zbadaniu ekspresji genoéw w trakcie tejze odnowy. Poniewaz
rozprawe stanowig 4 publikacje, obok streszczen po polsku i angielsku, wykazu publikacii wchodzacych
w skiad rozprawy, wprowadzenia i wskazanych 2 celow pracy, autorka w opracowaniu poprzedzajgoym
wydruki publikacji omawia kolejno 4 wspomniane publikacje. Omowienie to jest w zasadzie opisem
wynikoéw uzyskanych w ramach kazdej z tych prac. Uwazam, ze znacznie lepszym byloby krétkie
oméwienie wynikow, w logicznej kolejnosci i tylko tych, kiére powstaty w wyniku samodzielnej pracy
Autorki dysertacji (lub przy jej znaczgcym udziale), a nastepnie ich przedyskutowanie, takze jako catosci
z powigzaniem wynikéw przedstawionych w réznych publikacjach wchodzgcych w skiad dysertacji, co
ze wzgledéw oczywistych mogto by¢ niemozliwe w poszczegdinych publikacjach. Takie opracowanie
mogtoby takze w sposob jednoznaczny pokaza¢ umiejetnosci doktorantki w zakresie krytycznej analizy
uzyskanych wynikow.,

VW skiad dysertacji wehodzg wiec cztery wieloautorskie (7-9 autoroéw) publikacje, opublikowane
w latach 2016-2019 w czasopismach o IF 2.991-3.785, cytowane 0-6 razy (bez autocytowan), kidre
oméwie w kolejnosci wskazanej przez Autorke. Wezesniej jednak chce wskazac na pewne niescistosci,
a jednoczesnie prosi¢ Dokiorantke o wyjasnienia w czasie obrony doktoratu, dotyczgce o$wiadczen
wspGtautoréw tych publikacji. Takie same dekiaracje powtarzajg sie w oSwiadczeniach Autorki i innych
0s6b np.: w przypadku publikacji nr 2 (Tumor Biof) tozsama jest deklaracja 1. i 2. autora publikacji:



wykonanie testow klonogennych; deklaracje dotyczace hodowli komdrkowych pokrywajg sie u 1. i 4.
autora. Niespéine sg tez deklaracje odnosnie analiz gPCR. Zas np. w publikacji nr 4: tozsama jest
deklaracjia 1. i 2. Autora w zakresie hodowli komorkowych, testéw klonogennych, przygotowania
manuskryptu czy analizy wynikdw uzyskanych technikg gPCR itp. Nie chce wymieniac tutaj wszystkich
takich spostrzezen, ki6re byé moze myinie interpretuje. Wobec tego prosze Dokiorantke o jasne
okreslenie ,samodzieine] i wyodrebnione] czes¢ pracy zbiorowej” (kazdej publikacii) bedacej skiadowsg
rozprawy doktorskiej (zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszege z dnia 19
stycznia 2018 w sprawie szczegdlowego trybu | warunkdw przeprowadzania czynnosci w przewodzie
dokiorskim, w postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytulu profesora, Rozdziat
1, § 5. 2). Wyniki badan uzyskane przez inne osoby, a w powstawaniu kidrych Doktorantka nie odegrata
wiodgce] roli, moga stanowic cenne to dla osiggnied Dokiorantki | powinny byé wyraznie wyodrebnione,
W prosty spos6b mozna bvio to zrobié w tekscie wprowadzajgoym, opisujac w nim tylke wyniki wiasne,
a pozostate wykorzystujac do dyskusji czy wsiepu do opisu wynikdw badan.

Po omoéwieniu publikacji wchodzacych w skiad dysertacii, Autorka prezentuje podsumowanie

wynikdw wymieszane z wnioskami. Tutaj, niestety réwniez Autorka nie poprzesiata na podsumowaniu
wynikdw wiasnych badad, a podsumowata wszystkie wyniki wehodzgce w skiad czterech publikacii.
Chciatabym prosi¢ wiec Doktorantke, aby w czasie obrony zaprezentowata jedynie te wnioski, kidre
mozna wysnué na podsiawie jej wiasnych badan.
Jak juz wspomniatam w tej czesci pracy wprowadzajacej/podsumowujgce] wyniki badan bedsgcych
przedmiotem rozprawy dokiorskiej, brakuje dyskusiji tvchze wynikOw, ki6re bedgc dosé spdinymi, s3
Swietnym materiatem do fego typu rozwazan naukowych i do zderzenia ich z osiagnieciami innych
autorow.

Poniewaz obowigzkiem recenzenta jest ocena indywidualnego wkiadu kandydata w powstanie
pracy zbiorowej (§ 6.5 w/w rozporzadzenia), odniose sie tylko do tych czesci prac, kidre na podstawie
obecnie ztozonych oswiadczen nie budzg moich watpliwosci co do wkiadu wiodgcego Autorki.

Pierwsza praca, opublikowana w Arch Immunol Ther Exp w 2017, w kidre] Autorka dysertacii
jest trzecim autorem (spoéréd osmiu) miesci sie w ogdinej tematyce rozprawy, jednakze lekiem
przeciwnowotworowym, ktdry zastosowano do wyeliminowania komé6rek mysiego raka okreznicy CT26
jest doksorubicyna, nie zas$ tytutowy 5-FU. Zgodnie z oswiadczeniem, autorka wykonata hodowle oraz
rozdzial magnetyczny komorek (wzgledem CD133) | wykonata analizy cytometryczne pokazujge, ze
marker CD133 nie wyr6znia komoérek opornych na doksorubicyne, jednakze traktowanie komdrek
CT26/DOX imatinibem hamowato pojawienie sie CD133 (na poziomie biatka i mRNA). Analizujgc obrazy
z cytometrii przeptywowej (Ryc. 7) widzimy drobne zmiany odsetka komérek CD133 pozytywnych
(6,39% vs 1,78% - nietrakiowane vs traktowane imatinibem). Mozliwe, ze jest to znaczaca roznica, ale
aby wyciggac wnioski na podstawie tego doswiadczenia potrzebna jest analiza statystyczna kolejnych
powtbrzen tego testu. Czy réznica widoczna na Ryc. 8a pomiedzy komédrkami trakiowanymi i nie
traktowanymi imanitibem jest istoina statystycznie? Dodatkowe analizy separowanych komorek
wzgledem markera CD133 pokazaty, ze komdrki CD133 mogg mied nizszy potencjat klonogenny i
nizszg ekspresje niektérych gendw, ale brak analiz staiystycznych do Ryc. 8 utrudnia interpretacie
wynikoéw. Podsumowujac, wyniki, kitre uzyskala autorka, opisane w publikacji 1. sg ciekawym
wprowadzeniem do dalszych badan autorki.

Druga publikacja (siedmiu autoréw), w kiérej przypadku Doktorantka jest pierwszym autorem
moze by¢ w catosci uznana za publikacje, w kiérej powstaniu Autorka miata widad wiodgcy, po rozwianiu
watpliwosci dotyczacych rozbieznosci w deklaracjach poszczegdlinych autoréw. Prace tg opublikowano
w czasopismie Tumor Biol w 2016 roku. Oceniono tutaj wplyw trzech analogéw witaminy D na komérki
2 linii raka cokreznicy pozostate po potrakiowaniu 5-FU. Autorka zacbserwowata, ze te komorki, kidre
byly niewrazliwe na zastosowane stezenie 5-FU posiadajg cechy komérek macierzystych nowotworuy,
co jest wyrazniej obserwowaine w przypadku komorek bardziej zréznicowanego raka okreznicy HT-29
niz w przypadku stabo zroznicowanego HCT116, wyciagajgc wniosek, ze komoérki bardziej
zréznicowane cechuje wieksza plastycznose niz te slabiej zréZznicowane. Poniewaz intuicyjnie wydaje
sie to by¢ nielogiczne, dlatego prosze dokiorantke, aby zaproponowata mechanizmy, kiére moga lezec
u podioza obserwowanego zjawiska. /

Bardzo ciekawg obserwacjg, bedacg wynikiem iej pracy jest faki, ze zréznicowane strukturalnie analogi
witaminy D w rézny sposéb modyfikujg ekspresje gendw w komorkach ludzkiego raka okreznicy.



Poniewaz w dyskusii publikacii nie znalaztam wyjasnienia obserwowanych réznic prosze dokicrantke ¢
przedyskutowanie fego zjawiska, 1. w jaki sposdb modyfikacje chemiczne poszczegdinych analogdw
witaminy D mogsg wplywac na ich oddzialywanie np. z receptorem witaminy D czy z innymi potencjalnymi
celami molekularnymi, z ktérymi pochodne witaminy D moga oddzialywadl (dotyczy to takze publikaciji
nr4).

Znaczna czesc tej pracy (publikacja 1) opiera sie na analizach cytometrycznych. Wyniki uzyskane w ten
sposGh zaprezentowano jedynie w postaci histogramow badZz  dot-plotdw”, w niekidrych tylko
przypadkach pokazujac dane liczbowe dotyczgee odsetka komébrek w poszezegdinych bramkach (w
przypadku wykresow kropkowych). Pozostate wyniki omoéwiono jedynie opisowo nie podajgc chociazby
wartosci Sredniego kanatu flucrescencii. Dla zadnego z tych wynikdw nie pokazano analizy statystycznej
z rozrzutem danych. Oczekuje, ze w trakcie prezentacji, Autorka przedstawi analize statystyczng
uzyskanych danych, co uwiarygodni wyciggane wnioski. Na podstawie samego tylko wygliadu
histogramoéw trudno wnioskowad o efekcie biologicznym, zwiaszcza, jesli przesuniecia sg raczej
subteine. Kazdy za$ eksperyment biologiczny wymaga powidrzen (zakiadam, ze w publikaciach
przedstawiono reprezentatywny wynik sposrod kilku biologicznych powidrzen testu).

Trzecig publikacje chciatabym pomingé, gdyz Autorka wspomina w oswiadczeniu jedynie o
swoim wspétudziale w niekidrych eksperymentach/czynnosciach wykonywanych w ramach tej
publikacii, ale nigdzie nie znajduie potwierdzenia, na ile ten wspdhudziat byt isioiny. Ponadto Doklorantka
jest czwartym autorem tej pracy sposrod dziewieciu autordw. Publikacja ia jest w zasadzie analogiczna
do tej poprzedniei, badaniom poddano inne analogi witaminy D. Wyniki uzyskane w ramach tej pracy
mogtyby by¢ doskonatym zrodiem materiatu dla Autorki do dyskusii jej wtasnych wynikéw,

Czwartg publikacje, w kidrej Dokiorantka jest pierwszym autorem (sposrod odmiu), a
jednoczesnie, zgodnie z oswiadczeniami (takze prosze o wyiasnienia odnosnie niekidrych
powtarzajgcych sie deklaradcji, jak wspomnianc wyzej) odegrata wiodgcg role w jej powstawaniu, mozna
traktowad jako logiczng kontynuacie badarn opublikowanych w pracy 2 (Kotlarz | wsp. 2018), a takze
wynikow badan uzyskanych w pracy 3 (Neska i wsp. 2016). Do badan wybrano analog PRI-2191, kiory
cechowat sie tym, ze zaréwno w badaniach Kotlarz | wsp. 2016, jak i Neska i wsp. 2016 obnizat
ekspresie gendw charakierystycznych dla komoérek macierzystych guza, czego nie wykazywat drugi
sposrod wybranych analogow, PRI-1906. Wartym podkresienia jest fakt, Zze kontynuujac swoje badania,
Auvtorka postanowita wprowadzi¢ dodatkows zmienna, 1. prowadzila hodowle, oprécz warunkdw
normalnych (20% tlenu), takZze w warunkach hipoksji (wybrata 5% stezenie tlenu, jako tagodniejsza
forme hipoksji). Dodatkowo, bazujgc na wynikach uzyskanych w publikacji pierwszej (Przybyszewska |
wsp. 2017), wigczyia do swoich badan inhibitory kinaz tyrozynowych — imatinib i sunitinib. Autorka
wykazata, ze PRI-2191 w warunkach normoksji nasila efekt imatinibu dotyczgcoy obnizenia ekspresji
genow zwigzanych z komorkami macierzystymi nowotworu w komdrkach HCT116 traktowanych
uprzednio 5-FU. Z kolei analog PRI-1306 niwelowat efekt imanitibu. Przy czym te wnioski opario tylko o
analize ekspresji gendw wykonang na jednej linii komorkowej i nie poparto ich zadnymi testami
funkcjonainymi. Co ciekawe, sunitinib, w przeciwiensiwie do imanitibu promowal ekspresje gendw
zwigzanych z komdrkami macierzystymi nowotworu w komérkach HT-29/5-FU, co jest zbiezne z
obserwacjami z badaf klinicznych, ki6re nie pokazaty korzvsci piynacych z doigczenia sunitinibu np. do
schematu FOLFIRI u chorych na raka okreznicy. Z drugiej strony, sunitinib podobnie jak imatinib, obnizat
potenciat klonogenny komérek HT-29/5-FU, hamowat migracje komérek. Brakuje odniesienia w dyskusiji
do tych ostatnich wynikéw, powigzania ich np. z analizg ekspresji gendéw. Dodatkowo, metods western-
blet zbadano ekspresie kilku biatek w komoérkach HT-29/5-FU, w przypadku kidrych zaobserwowano
zmiany w ekspresji mRNA. Dilaczegoe wybrano akurat ite biatka? Analizujac wykresy obrazujace
ekspresje gendw, inne geny np. FLT3 i1 FLT4 czy TP63 ulegly wigkszym zmianom, niz te wybrane do
badad. Moze wynika to z analizy statystyczne|?

Podobnie, iak w przypadku westrern-biot (brak analizy densyiometrycznej), tak samo w przypadku
wszystkich analiz cytometrycznych nie pokazano rozrzutu danych (nawet, jesli podano procent komdbrek
w poszczegoinych bramkach), nie przeprowadzono takze analizy statystycznej. Oczekuje, ze w trakcie
prezentacji, Autorka przedstawi anaglize statystyczng uzyskanych danych, co uwiarygodni wyciggane
wrioski.



Podsumowuiac, przeprowadzone badania w ramach pracy dokiorskiej mgr Agnieszki Swic
(Kotlarz) sg ciekawym zbiorem danych, kiére m.n. moga sugerowaé przyczyny niepowodzen
obserwowanych w przypadku prob uzywania subitinibu u chorych z rakiem okreznicy. Dodatkowo sg
cennym zrodiem informacji na temat tego, w jak znaczacy spos6b modyfikacje chemiczne czgsteczki
(w tym przypadku witaminy D2 czy D3) mogg wplywa¢ na ich dzialanie na poziomie molekularnym. Na
uwage zastuguie iakze model badawczy, jakim sg komérki pretrakiowane 5-FU, zastosowanym w
dawce hamujgcej proliferacie 80% komoérek, co prowadzi do pewnej selekcji komorek o cechach
komoérek macierzysiych. Uzyskane dane sg wiec szerokim i ciekawym materialem bazowym do
dalszych badan nad mechanizmem obserwowanych zjiawisk.

Autorka prowadzgc swoje badania wykorzystata caly szereg metod zwigzanych z hodowiami
komérkowymi, w tym 3D, wykorzystata techniki cytometryczne, western blot, a takze analizy ekspresii
mRNA. Swiadczy to o jej dobrym warsztacie badawczym. Autorka deklaruje takze, ze
wspoétuczestniczyta w powstawaniu manuskryptéw publikacji, a wigc wnioskuje, iz potrafi takze
samodzielnie opracowac wstep do pracy naukowej, a co wazniejsze poddac krytycznej analizie/dyskusji
uzyskane wyniki. '

Moje uwagi przedstawione w recenzji nie przecza faktowi, ze nawet bazujgc tylko na dwoch
publikacjach w ktérych powstaniu Autorka odegrata wiodacg role, zakres badan i charakter uzyskanych
danych daje podstawy do stwierdzenia, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Agnieszki
Swi¢ pt. ,Wykorzystanie analogéw witaminy D oraz lekéw z grupy inhibitoréw kinaz tyrozynowych do
eliminacji opornych na 5-fiuorouracyl komérek raka jelita grubego o charakterystyce nowotworowych
komérek macierzystych” stanowi oryginalne rozwigzanie ciekawego zagadnienia naukowego.
Dokiorantka w pemni zrealizowata zalozenia i cel pracy, a uzyskane wyniki opublikowala w dobrych
czasopismach naukowych. Wobec tego stwierdzam, ze w/w rozprawa spetnia wymogi okreslone w
odpowiednich przepisach i wnosze do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii-Instytutu im. M.
Skiodowskiej-Curie o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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