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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Artura Anisiewicza
pt. "Regulacja mikrosrodowiska guza przez kalcytriol i jego analogi w procesie
przerzutowania mysiego raka gruczohu sutkowego”

wykonanej pod kierunkiem dr hab. Joanny Wietrzyk, prof. nadzw.

Rozprawa doktorska mgr Artura Anisiewicza obejmuje oceng aktywnosci kalcytriolu i
wybranych dwoch analogéw tej aktywnej hormonalnie postaci witaminy Ds; w regulacji
mikrosrodowiska guza oraz potencjalu do tworzenia przerzutéw przez komoérki nowotworowe
mysiego raka gruczolu sutkowego. Zaleta przedstawionych zalozen badawczych, co rowniez
wigze si¢ z dojrzatoscia naukowa Doktoranta, bylo zaplanowanie i wykonanie
eksperymentow zarébwno w warunkach in vivo z wykorzystaniem zwierzat laboratoryjnych
jak tez 1 rozszerzenie zakresu ocenianych parametrow poprzez wykonanie testow w
hodowlach komdérkowych in vitro. Cele badawcze zrealizowano w oparciu 0 nowoczesne
techniki, m.in. analizy USG, pomiary markeréw powierzchniowych leukocytow krwi
obwodowej metoda cytometrii przeptywowej, ekspresji mRNA metodg real-time PCR,
pomiaru poziomu biatek metodami western blotting czy immunoenzymatycznym testem
ELISA.

Z108liwy nowotwor gruczohu piersiowego, w obrebie ktorego wiekszo$é stanowig raki,
jest obecnie najczestsza zmiang nowotworowa u kobiet, ktora stanowi istotne zagrozenie w
kazdej grupie wiekowej. Wykrycie zmiany we wczesnym stadium rozwoju, tak jak w
przypadku nowotwordéw rozwijajacych si¢ w innych organach, umozliwia wdrozenie
skutecznego leczenia pozwalajacego na uzyskanie wysokiego odsetka przezyé 5-letnich.
Niestety, zmiany wykryte w zaawansowanym stadium, z reguly wystepuja jako postac
rozsiana w narzadach odleglych, gléwnie w kosciach, ptucach, skorze, watrobie czy mézgu.

Drogami szerzenia si¢ raka gruczolu piersiowego sa zaréwno naczynia chlonne jak i



krwionosne. Stad tez wszelkie zabiegi zmierzajace do redukcji proceséw angiogenezy lub
limfangiogenezy stanowia istotny element terapii tej choroby. Ponadto, dziatania oparte na
ograniczaniu parakrynnych oddziatywan w obrebie niszy nowotworowej miedzy komérkami
rakowymi a stroma réwniez beda efektywnym postepowaniem zmierzajacym do ograniczenia
rozsiewu komorek tego nowotworu w organizmie. Z uwagi na fakt, ze blisko 70% przerzutow
raka gruczotu sutkowego stwierdza si¢ w kosécu, zasadnym jest analiza w tym procesie
charakteru witaminy Dj; zwigzanej, m. in. z prawidlowym rozwojem ukladu kostnego.
Dotychczasowe badania w tym zakresie nie daja jednoznacznej odpowiedzi dotyczacej
przeciwnowotworowej aktywnosci tego czynnika, uzalezniajac efekt terapeutyczny aktywnej
postaci tej witaminy nie tylko od typu nowotworu, stadium klinicznego zaawansowania czy
stopnia jego zfosliwosci, lecz réwniez od innych parametrow takich jak wzajemne
migdzykomérkowe oddziatywania w obrgbie niszy nowotworowej oraz wplywu
rozpuszczalnych mediatoréw mikrosrodowiska guza. W ocenianej pracy, Autor staral sie
wykona¢ kompleksowe badania wskazujace istotne czynniki zwigzane zaréwno z ukladem
odpornosciowym jak i obecne w komorkach nowotworowych, na ktére oddzialywaé moze
kalcytriol 1 jego wybrane pochodne, hamujac przerzut i migracje komérek mysiego raka
sutka. Ponadto, przeprowadzona zostata eksperymentalna ocena i poréwnanie zasadnosci
stosowania tych czynnikéw we wezesnym i zaawansowanym stadium rozwoju raka gruczotu
sutkowego. Badania te sa oryginalnym i ciekawym podejsciem naukowym, ktére Wnosza,
istotny wkiad poznawczy w dziedzinie immunoonkologii podstawowej z istotnym aspektem
klinicznym. Uwazam réwniez, ze prowadzenie dalszych badan w tym kierunku moze
ostatecznie uzyska¢ warto$¢ wdrozeniowa. Na tej podstawie uwazam wybér tematu rozprawy
doktorskiej za uzasadniony.

Przediozona do recenzji rozprawa doktorska opracowana zostala w ukladzie
klasycznym, ktory jest charakterystyczny dla prac doswiadczalnych. Jest to 172 stronicowy
maszynopis podzielony na 7 podstawowych rozdziatow. Tekst uzupelniony zostat o 32 ryciny
obejmujace wykresy i zdjecia oraz 17 tabel.

Praca napisana zostata bardzo starannie, z dbatoscia o poprawnos¢ merytoryczna jak i strone
stylistyczng tekstu. Nie mam uwag dotyczacych strony edycyjnej manuskryptu. Praca
prezentuje istotny poziom naukowy, ktéry oceniam bardzo wysoko.

Przedtozona do recenzji rozprawa zawiera streszczemie w jezyku polskim i
angielskim. Autor przedstawil w nim niezbedne informacje dotyczace hipotezy badawcze;j,
podstaw teoretycznych badan, uzyskanych wynikow oraz na ich podstawie okreslit znaczenie

kalcytriolu i jego wybranych analogéw w oddzialywaniach zachodzqéych w mikro$rodowisku



guza oraz nabywaniu przez komorki mysiego raka sutka zdolnosci migracyjnych. Rozdzial
ten umozliwia szybkie zorientowanie si¢ w zakresie pracy oraz zasadno$ci podjecia
zaproponowanych badan.

Wstep rozprawy jest bardzo obszernym rozdzialem pracy. Szczegdtowo
zaprezentowana zostala w nim aktualna wiedza dotyczaca nowotworéw gruczotu sutkowego
wraz z danymi statystycznymi i podstawowymi klasyfikacjami tej choroby. Opisana zostata
rowniez witamina D3 1 jej rola w funkcjonowaniu organizmu jak réwniez aktywnosé
przeciwnowotworowa w kontekscie raka gruczotu sutkowego. Ponadto, Autor przedstawit
proces przerzutu komoérek pochodzacych ze zmian ztosliwych oraz role wybranych komoérek
uktadu immunologicznego zaangazowanych w indukcje $rodowiska immunosupresyjnego,
rozw0j oraz nabywanie zdolnosci przerzutowych przez komoérki transformowane
nowotworowo. Uwazam jednak, ze w opisie tym zbyt skrétowo potraktowany zostal dosé
istotny etap przerzutu, a mianowicie oddzialywania jakim poddawane sa komorki
nowotworowe w naczyniach limfatycznych i krwionos$nych. Ma to istotne znaczenie dla
uzupelnienia dokonanego opisu, zwlaszcza ze zainteresowanie Autora skupione byto na
procesie przerzutu nowotworowego, ktérego migracja naczyniowa jest jedna z istotnych
skladowych. Niemniej jednak, wprowadzenie do zagadnien podjgtych w dysertacji jest
napisane bardzo klarownie i w zrozumiaty sposéb prezentuje podstawg teoretyczna, na ktorej
oparto zaplanowane badania. Ulatwieniem w lekturze tego fragmentu tekstu sq réwniez
ryciny i tabele, podsumowujace i streszczajace niektoére zagadnienia. Mimo wspomniane;j
drobnej uwagi, uwazam ze przedstawiony wstgp teoretyczny w sposob wyczerpujacy
wprowadza w problematyke podjeta w rozprawie doktorskiej.

Cel pracy obejmuje prawidlowo sprecyzowang hipoteze badawcza. Ponadto,
Doktorant wyrdznit 6 celow posrednich okreslajacych zakres zaplanowanych analiz. Sa one
ze sobg zwiazane, wskazujac na Sciste relacje migdzy ocenianymi zjawiskami zachodzacymi
w guzie nowotworowym pod wplywem aktywnosci kalcytriolu i jego analogéw.
Zaplanowanie badan w ukladzie in vivo jak i in vitro wskazuje réwniez na zrozumienie przez
Autora koniecznosci wykonywania i porownywania badan wykonywanych w obu modelach.
Jedynie wtedy mozna uzyska¢ caloSciowy obraz oddzialywan i zaleznosci zachodzacych w
testowanym schemacie badawczym. Zalozenia eksperymentalne zaproponowane w ocenianej
pracy uwazam za trafne i adekwatne do idei zawartej w tytule pracy.

Materialy i metody zostaly przedstawione bardzo skrupulatnie. Zaproponowana
metodyka bazuje na nowoczesnych technikach doswiadczalnych adekwatnie dobranych do

postawionych celow pracy. Opis procedur eksperymentalnych jest przejrzysty i dokladny,



pozwalajacy na odtworzenie przeprowadzonych badan w innych laboratoriach. Autor,
podczas wykonywania opiséw metodycznych, nie uniknat jednak pojedynczych okreslen
bedacych zargonem laboratoryjnym. Nie ma to jednak wplywu na poprawnosé i
jednoznaczno$¢ przedstawionego wykazu wykorzystanych materialéw, zastosowanych
procedur oraz przeprowadzonych analiz.

Wyniki badafi zostaly przedstawione oraz opisane w sposéb przejrzysty. Autor
wykorzystal odpowiedni sposob prezentacji wynikéw, czyli umiescit wykresy i tabele
rownolegle z opisujacym je tekstem. Pozwala to na szybkie przeanalizowanie uzyskanych
wynikow i mozliwo$¢ fatwego poréwnywania efektéw zastosowanych czynnikéw w r6znych
uktadach eksperymentalnych. Dobér testow statystycznych oraz wykonane obliczenia nie
budzg zastrzezen.

W leczeniu raka piersi stosuje si¢ rézne schematy chemioterapii, np. AC, FAC, FEC
czy CMF. Opierajg si¢ one gléwnie na lekach z grupy antracyklin (doksorubicyna czy
epirubicyna), cyklofosfamidzie, gemcytabinie, S5-fluorouracylu, metotreksacie. Ponadto,
modyfikuje si¢ schemat AC dodajac trastuzumab; rekombinowane, humanizowane
przeciwcialo monoklonalne IgGl. W swoich badaniach, Doktorant wykorzystat 7 lekéw
przeciwnowotworowych (cisplatyne, doksorubicyne, docetaksel, kamptotecyne, metotreksat,
5-fluorouracyl, tamoksyfen) jako odno$niki o znanej aktywnosci klinicznej.

Prosz¢ o wyjasnienie na jakiej podstawie wybrano wilasnie ten zestaw cytostatykéw do
przeprowadzenia poréwnan aktywnosci kalcytriolu i jego analogéw ze zwigzkami
stosowanymi komercyjnie w stosunku do komorek raka gruczotu sutkowego.

Uwazam, ze zakres uzyskanych wynikéw wskazuje na imponujacy wklad pracy i
systematyczno$¢ Doktoranta w realizacji wszystkich zaplanowanych badan. Przedstawione
wyniki sg spojne, a kolejnos¢ ich prezentacji jest logiczna pozwalajaca na dostrzezenie
nastgpowych relacji miedzy badanymi czynnikami.

Bardzo ciekawym i praktycznym fragmentem tego rozdziatu jest podsumowanie w punktach
najwazniejszych wynikow czesci in vivo oraz badan in vitro na liniach komérkowych. Ten
fragment rozprawy daje sposobno$¢ szybkiej weryfikacji przeprowadzonych badan,
uzyskanych wynikow oraz dokonania obiektywnych podsumowan.

Dyskusja jest bardzo istotnym fragmentem kazdej pracy naukowej. Pozwala na
weryfikacj¢ uzyskanych wynikéw oraz umozliwia Autorom wykazanie si¢ znajomoscia
zagadnienn podnoszonych w prezentowanych pracach badawczych. W ocenianej dysertacii,
Autor bardzo umiejetnie interpretuje otrzymane wyniki zaréwno bazujac na wiasnej wiedzy

jak 1 dostegpnej literaturze $wiatowej. Przeprowadzona dyskusja jednoznacznie wskazuje na



zaleznos¢ migdzy dzialaniem przeciwnowotworowym kalcytriolu, a stadium zaawansowania
raka gruczotu sutkowego. Autor, w oparciu o literatur¢ wskazuje na konieczno$é zachowania
ostroznosci suplementacja witaming D3 diety potencjalnych pacjentéw, gdy stwierdzone
zostanie u nich zaawansowanie stadium inwazyjnego raka piersi. Jest to bardzo istotne
osiggnigcie  ocenianej dysertacji, mogace mie¢ znaczenie praktyczne. Dyskusja
przeprowadzona jest w sposdb zréwnowazony, zwaZzywszy na Konieczno$¢ zachowania
naukowego i obiektywnego charakteru polemiki w trudnej i ztozonej problematyce jaka jest
wieloetapowos¢ rozwoju nowotworu i zréznicowanie reaktywnosci komoérek rakowych oraz
stromalnych w zaleznosci od stadium zaawansowania choroby. Uwazam, ze Doktorant
prawidtowo interpretuje uzyskane wyniki, prowadzi rzeczowa dyskusje oraz dokonuje
ciekawych i trafnych podsumowan.

Whnioski przedstawione zostaly w 8 punktach. Sg one $cisle zwigzane z otrzymanymi
wynikami i wskazuja na najwazniejsze osiagnigcia uzyskane w rozprawie doktorskiej.

Pi$miennictwo obejmuje 355 pozycji, dobranych prawidlowo. Literatura jest

aktualna, 1 zwigzana z zakresem badan podjetych w pracy doktorskiej.

Podsumowujae, stwierdzam ze Doktorant w calosci zrealizowat zadnia badawcze jakie
zostaly postawione w celu pracy. Zaproponowana hipoteza badawcza jest ciekawa zaréwno z
czysto naukowego jak i praktycznego punktu widzenia. Doktorant podjat sie wykonania
badafi wielowatkowych i trudnych do interpretacji. Wykonane eksperymenty jak i
przeprowadzona dyskusja udowadniaja jednak, ze sprostat temu zadaniu, prezentujac bardzo
dobre zorientowanie w zakresie dotychczasowej wiedzy odnoszacej si¢ do podjetych badas.
Doktorant réwniez wykazal si¢ umiejetnoscia wyboru odpowiednich informacji z danych
literaturowych przeprowadzajac zwarta, przekrojowa, a tym samym wartosciowa dyskusje.
Uzyskane wyniki wpisujg si¢ w debate nad skutecznoscia suplementacji witaming Dj diety
pacjentéw onkologicznych. Sa to istotne badania zwazywszy na brak jednoznacznosci opinii
0 pozytywnym dziataniu tej aktywnej formy witaminy w r6znych stadiach zaawansowania
choroby nowotworowe;j.

Pracg oceniam wysoko, mimo drobnych uwag, ktore majg gtéwnie charakter pytan i

prosby o uscislenie przedstawionych informacji.

Rozprawa doktorska mgr Artura Anisiewicza jest wigc opracowaniem speniajacym

wszystkie warunki wymagane odpowiednia ustawg dla dysertacji doktorskich.



W zawiazku z powyzszym, przedkladam Wysokiej Radzie Instytutu Immunologii i
Terapii Do$wiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu wniosek o dopuszczenie mgr
Artura Anisiewicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

7 uwagi na potencjalny praktyczny wymiar dysertacji, bardzo szeroki zakres
podjetych badan, ciekawa, konsekwentng i rzeczowa ich interpretacje wnioskuje réwniez o

wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Artura Anisiewicza stosowna nagroda.
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