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ROZPRAWY NA STOPIEN DOKTORA

OCENA

MGR INZ. EWY MA)J

PT. "MECHANIZM REGULUJACY WSPOLDZIALANIE ANALOGU WITAMINY D W tACZNYM

STOSOWANIU Z CYTOSTATYKAMI | INHIBITORAMI KINAZ TYROZYNOWYCH W MODELU

NIEDROBNOKOMORKOWEGO RAKA PLUCA”

Rak ptuca jest najczesciej diagnozowanym nowotworem na $wiecie stanowigcym

najczestszy przyczyne $mierci wéréd mezczyzn, a w krajach wysoko rozwinietych rowniez
wsrod kobiet. Rokowane w tej chorobie jest niekorzystne, a odsetki przezy¢ 5-cio letnich w
stadiach  zaawansowanych s niewielkie, szczegdlnie w przypadku nowotwory
nieoperacyjnego w stadium B i IV, kiedy to nie przekraczajg kilku procent. Poza prewencja
majgcy na celu ograniczenie wptywu czynnikow srodowiskowych, takich jak narazenie na
dym tytoniowy oraz azbest, podejmowane sg proby identyfikacji nowych celéw
terapeutycznych oraz efektywniejszych sposobow leczenia. Aktualnym tematem badap jest
rowniez identyfikacja nowych czasteczek, ktére stosowane facznie z istniejacymi terapiami
moga zwigkszad ich efektywnoéé.

W te niezwykle waing tematyke wpisuje sie przedstawiona mi do recenzji rozprawa

doktorska mgr inz. Ewy Maj. Autorka podjeta sie zbadania mechanizmow wspotdziatania

analogéw witaminy D z inhibitorami wielokinazowymi: imatynibem i sunitynibem



stosowanymi tgcznie z cisplatyna i docetakselem w linii komorkowej raka gruczotowego A549
oraz w modelu mysim zaszczepionym tymi komérkami. Autorka w hodowlach komérkowych
zbadata stopien zahamowania proliferacji i apoptoze komorek nowotworowych oraz
ekspresje w nich kaspazy 3, biatek P53 i p21 oraz wielu innych w zaleznodci od
zastosowanych kombinacji badanych zwigzkéw chemicznych. Ponadto okreélita zdolnoé¢
komorek nowotworowych do wytwarzania VEGF i PDGF. Doszta do wniosku, ze badane
pochodne witaminy D poteguja in vivo dziatanie przeciwnowotworowe imatynibu i
sunitynibu.

Przedstawiona do recenzji rozprawa ma uktad typowy dla tego typu opracowan. Liczy
162 strony maszynopisu, w tym 18 tabel | 48 rycin. Catos¢ pracy opatrzona jest 211
pozycjami pismiennictwa, z czego wiekszoéé zostata opublikowana w miedzynarodowych,
recenzowanych czasopismach. Niestety w pracy brakuje aktualnego pismiennictwa z
ostatnich 5 lat (tylko kilka pozycji z lat 2013-2015).

Zasadniczg czed¢ rozprawy poprzedza streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Dla
tak obszernego opracowania streszczenia sq zbyt lakoniczne (1 strona wydruku
komputerowego).

Wstep poprzedzony zostat objasnieniem stosowanych przez Autorke skrétow. W
liczacym 20 stron ~Wstepie” Autorka przestawita dane dotyczace epidemiologii raka ptuca
oraz zasad leczenia tej choroby w zaleznosci od rozpoznania patomorfologicznego i stopnia
Zaawansowania, ze szczegdlnym uwzglednieniem  predyspozycji genetycznych  do
zastosowania terapii ukierunkowanych molekularnie oraz neoangiogenezy i mozliwoéci
zastosowania terapii antyangiogennych w raku ptuca. Bardzo szeroko i z duzg wiedza
Autorka opisuje aktywnosé przeciwnowotworowa witamy D oraz jej roli w rozwoju raka
ptuca. We ,Wstepie” brakuje aktualnych danych epidemiologicznych oraz aktualnego
oddziatu patomorfologicznego raka ptuca. Oprocz analizy czestosci wystepowania raka pfuca

przeprowadzonych rzez Panstwowy Zaktad Higieny (rok 2012) nalezy uwzgledni¢ dane



Krajowego Rejestru Nowotworéw (rok 2014). W roku 2015 ukazata sie drukiem nowa
klasyfikacja WHO nowotwordw ptuca, optucnej, grasicy i serca. Brakuje takze krotkiego
wprowadzenia o klasyfikacji TNM stopni zaawansowania raka ptuca z opisem obrazowych
metod oceny lokalizacji guza i przerzutéw (w kolejnych rozdziatach Autorka przyporzadkuje
mozliwosci zastosowania terapii do réznych stopni zaawansowania nowotworu).

Cele pracy zostaly sformutowane w sposob jasny i odpowiadajgcy zatozeniom
metodologicznym pracy.

W rozdziale ,Materiat i Metody”, liczacym 25 stron, mgr inz. Ewa Maj opisuje
stosowang metodyke dodwiadczalng. Badania przeprowadzone zostaty przy wykorzystaniu
hodowli linii komérkowych: A549 ludzkiego gruczolakoraka ptuca i HLMEC ludzkich komdrek
srodbtonka naczyn oraz mysiego modelu raka gruczofowego ptuca. Oceniono wptyw
imatynibu, sunitynibu, cisplatyny, docetakselu, kalcytriolu, takalcytolou oraz kalcypottriolu
stosowanych w réinych kombinacjach na hodowane komdrki oraz myszy zaszczepione
komorkami A549. W ocenie tej wykorzystano test zahamowania proliferacji za pomocy
metody kolorymetrycznej, analize faz cyklu komorkowego, apoptozy i martwicy komorek za
pomocyg jodku propidyny i cytomteru przeptywowego, ocene aktywnosci kaspazy 3 z
wykorzystaniem metody fluorymetrii, analize stezenia VEGF i PDGF metodg ELISA oraz
analize ekspresji kilkudziesieciu biatek, majacych wptyw na proliferacje i apoptoze komaorek
za pomoca metody western blot, immunofluorescencji i real-time PCR. Ponadto Autorka
ocenita aktywnos¢ przeciwnowotorows badanych zwigzkéw w mysim modelu zwierzecym
(myszy szczepu NOD/SCID zaszczepione komorkami A549). Opisowi metodyki towarzyszg
liczne tabele, wskazujace na bardzo dobre opanowanie stosowanych metod badawczych.
Jedynym powazniejszym mankamentem tego rozdziatu jest brak zbiorczej tabeli informujgce;j
w jakich kombinacjach zostaty uzyte badane substancje w poszczegélnych eksperymentach
(to przektada sie takze na zmniejszenie czytelnosci wynikéw). Preferowana jest takze polska

pisownia nazw lekéw (np. imatynib zamiast imatinib) Pomimo tych drobnych btedow



nomenklaturowych, nalezy zwrécié¢ uwage na zastosowanie przez Autorke nowoczesnego
warsztatu badawczego, na ktéry skiadaja sie bardzo zréinicowane metody z zakresu
immunologii i genetyki, a takie hodowli komorkowej i prowadzenia doswiadczer na
modelach zwierzecych.

W rozdziale ,Wyniki”, ktory stanowi najobszerniejsza czesc pracy (60 stron), Autorka
przedstawia rezultaty poszczegdlnych eksperymentéw uzupetniajac je licznymi i dobrze
Opracowanymi tabelami i rycinami.. Autorka w tym rozdziale nie ustrzegta sie drobnych
btedow stylistycznych i nomenklaturowych, co jednak nie umniejsza wartosci uzyskanych
wynikow. Jedyne zastrzezenie budzi réznorodnodé kombinacji substancji czynnych
zastosowanych w eksperymencie. Np. w eksperymencie in vivo réine dawki analogow
witaminy D stosowane sg tgcznie z monoterapig imatynibem, natomiast w eksperymencie in
vivo z udziatem analogéw witaminy D i sunitynibu pojawia sie dodatkowo kombinacja tych
dwoch substancji z docetakselem (taka kombinacja powinna znale?¢ sie takie w
eksperymencie w ktdrym stosowany byt imatynib i analogi witaminy D). Powinny pojawi¢ sie
zbiorcze tabele w zwiezty sposdb podsumowujgce sposdb  dziatania poszczegodlnych
kombinacji. Dla przejrzystosci wynikéw oraz w przypadku planowania publikacji warto$ciowe
bytoby ujednolicenie tej czeéci wynikéw. Autorka sformutowata a7 12 punktow
podsumowujgcych wyniki oraz 10 wnioskéw zazwyczaj zwigzanych z uzyskanymi wynikami.
Najwazniejsze z nich dotyczq obserwacji, ze analogi witaminy D nie wplywajg na dziatanie
antyproliferacyjne cytostatykéw i inhibitoréw wielokinazowych, ale potegujg dziatanie
przeciwnowotworowe tych substancji w modelu mysim raka gruczotowego. Kolejny wainy
wniosek wynika z obserwacji, 7ze zastosowanie faczne inhibitorow wielokinazowych z
niektorymi analogami witaminy D moze wptywac w sposéb hamujgcy na neoangiogeneze
zarowno poprzez zmniejszenie wytwarzana VEGF, jak i poprzez wplyw na komdrki
srodbtonka. Niektdre wnioski maja charakter spekulatywny i nie wynikajg bezposrednio z

wynikow pracy (np. wniosek 3 lub 8).



Uzyskane wyniki zostaty omdéwione w JDyskusji”, ktdra liczy 20 stron. Autorka
wykazat sie dobrg znajomoscig przedmiotu oraz obiektywizmem w ocenie wtasnych
wynikow. Dyskusja $cisle dotyczy przedmiotu przeprowadzonych badan. Zaznaczy¢ natezy, ze
zrealizowane badania staty sie podstawg zgloszenia patentowego, a badania byty w czesci
finansowane z grantu Preludium NCN

Podsumowujgc uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa spetnia wszelkie
wymogi stawiane rozprawom na stopient doktora. Wnosze do Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr inz. Ewy Maj do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Jednoczeénie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej, jesli doktorantka
spetnia pozostate kryteria ~Regulaminu wyrdzniania rozpraw doktorskich” instytutu

Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Lublin, 5.05.2016.

Pref. dr hab. n*@. of. Pawet czyk
a.::(h Caw

o~

g Iekarzchorébwewne?rzr}ych L:
i specjalista laboratoryjnej genetyki megdyczne)
od specjalista laboratory|nej immunsloglf rhedyczne}




