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1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Przedmiotem recenzji jest dysertacja doktorska Pani mgr Natalii tabedz,
pt. ,Wpltyw witaminy D na fibroblasty towarzyszace nowotworom gruczotu sutkowego”.
Promotorami rozprawy jest Pani prof. dr hab. Joanna Wietrzyk i Pan prof. dr hab. Rafat
Matkowski.

Podstawg formalng opracowania recenzji jest pismo z dnia 10 stycznia 2023r. (RN-
6/2023) Pana Dyrektora Instytutu, prof. dr hab. Andrzeja Gamiana, w sprawie powierzenia
mi oceny rozprawy doktorskiej mgr Natalii tabedz, w oparciu o uchwate Rady Naukowej
Instytutu podjetej 08.12.2023 roku.

Recenzja ma na celu ustalenie, czy rozprawa spetnia wymogi okreélone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 poz.
478 ze zm.). Ocene koricowag oparto na nastgpujgcych kryteriach: wybér problemu
badawczego i tematu rozprawy, cele i hipotezy badawcze, metodyka badan, ukfad tresci,
oraz zawartosc formalna i merytoryczna pracy.

2. Formalna ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma konwencjonalny oraz logiczny ukfad
i spetnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim o charakterze eksperymentalnym.
Zostata napisana klarownym i poprawnym jezykiem. W wiekszosci rozdziatéw wydzielono
liczne, trafne z merytorycznego punktu widzenia, podrozdziaty. Rozprawa liczy 191 stron i
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sktada sie z nastepujgcych rozdziatdw: Streszczenia (2 strony), Wstepu (26 stron), Zatozen i
celéw pracy (1 strona), Materiatow i metod (31 stron), Wynikéw (49 stron), Podsumowania
wynikéw (6 stron), Dyskusji (21 stron), Wnioskéw (2 strony), Bibliografii (25 stron, 305
pozycji). Zamieszczono réwniez: wykaz uzywanych skrétéw (3 strony), wykaz rycin i tabel (6
stron, 54 ryciny, 18 tabel) oraz zataczniki (6 stron, 12 rycin), co utatwia lekture pracy oraz
wzbogaca jg o graficzne przedstawienie dodatkowych wynikéw. Ponadto, Doktorantka
zamiescita informacje o Zrédfach finasowania badan (projekt NCN pt. , Wptyw witaminy D na
makrofagi i fibroblasty towarzyszace nowotworom gruczotu piersiowego”, nr
2017/27/B/NZ5/01167, kierownik: prof. dr hab. Joanna Wietrzyk) oraz wynikach
opublikowanych przez Doktorantke w artykutach, z czego w jednym jest pierwszym autorem:

- tabgdi N, Stachowicz-Suhs M, Psurski M, Anisiewicz A, Banach J, Piotrowska A, Dziegiel P,
Maciejczyk A, Matkowski R, Wietrzyk J.: Modulation of Fibroblast Activity via Vitamin D3 Is
Dependent on Tumor Type-Studies on Mouse Mammary Gland Cancer, Cancers (Basel) 2022
Sep 21;14(19):4585. doi: 10.3390/cancers14194585;

- Anisiewicz A, Kowalski K, Banach J, tabedZ N, Stachowicz-Suhs M, Piotrowska A, Milczarek
M, Ktopotowska D, Dziegiel P, Wietrzyk J.: Vitamin D Metabolite Profile in Cholecalciferol- or
Calcitriol-Supplemented Healthy and Mammary Gland Tumor-Bearing Mice, Nutrients. 2020
Nov 6;12(11):3416. doi: 10.3390/nu12113416.

3. Ocena wartosci merytorycznej

Podjgta przez Doktorantke tematyka badawcza jest niezmiernie waina z punktu
widzenia zrozumienia potencjatu terapeutycznego witaminy D3 oraz jej roli w ksztattowaniu
mikrosrodowiska guza nowotworowego, zwtaszcza w  profilowaniu  fibroblastéw
towarzyszacych nowotworom. Jest to takie bardzo aktualny temat, gdyz przez wiele lat
badania nad nowotworami skupiaty sie gtéwnie na komérkach nowotworowych. Natomiast
holistyczne spojrzenie na proces inicjacji i rozwoju nowotworu oraz postep nauki w tej
dziedzinie pozwolit na odkrycie istotnej roli mikrosrodowiska guza, ktére moze zaréwno
hamowa, jak i promowac rozwdj nowotworu. Mikrosrodowisko guza nowotworowego jest
takze istotnym, potencjalnym  celem  ukierunkowanych  molekularnie  terapii
antynowotworowych. Dlatego uwazam, ze badania, ktérych realizacji podjeta sie
Doktorantka poszerzaja wiedze w zakresie szeroko pojetej biologii nowotworéw gruczotu
piersiowego, ktore sg najczesciej wystepujacymi nowotworami u kobiet. Warty podkreélenia
jest takze interdyscyplinarny charakter pracy.

Wstep jest przegladem literatury zwigzanej z zagadnieniami poruszanymi w pracy.
Rozdziat ten jest stosunkowo obszerny, bardzo dobrze napisany od strony merytorycznej, jak
i stylistycznej i pokazuje znajomo$¢ literatury przedmiotu Doktorantki. Szczegétowo zostaty
przedstawione zagadnienia zwigzane z ogdlng charakterystyka nowotworéw piersi,
plejotropowg rolg witaminy D3, mikrosrodowiskiem nowotworéw, ze szczegdlnym
uwzglednieniem fibroblastow, w tym fibroblastéw towarzyszacych nowotworom, oraz
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wptywem witaminy D na fibroblasty prawidtowe i towarzyszace nowotworom. Rozdziat ten
wzbogacony zostat poprzez 5 rycin opracowanych przez Doktorantke. W czasie lektury tego
rozdziatu nasunety mi sie nastepujgce uwagi:

-zabrakto chocby krotkiej informacji na temat aktywnych biologicznie metabolitéw witaminy
D, ktore zostaty zidentyfikowane in vivo oraz wykazujg takie dziatanie
przeciwnowotworowe;

-na str. 20 pojawia sig zdanie ,W fagodnych, poczatkowych zmianach rakowych {...)”; jest to
niefortunny skrét myslowy, gdyz okreslenie ,rakowe” odnosi sie w naukach biologiczno-
medycznych do ztosliwych nowotworéw nabtonkowych.

Pomimo powyzszych uwag, uwaiam, ze dane zawarte w tym rozdziale s
przedstawione w sposéb zrozumialy i stanowig dobrze przygotowane teoretyczne
wprowadzenie do podjetej w badaniach naukowych tematyki.

Jako osobny rozdziat wyodrebniono Zatozenia i cele pracy, ktére obejmowaty
scharakteryzowanie wptywu witaminy D3 na fibroblasty towarzyszace nowotworom gruczotu
sutkowego w modelach mysich (myszy zdrowe oraz myszy obarczone 1 z 4 linii raka gruczotu
sutkowego, karmione dietg o rdinej zawartosci witaminy D3 i otrzymujace doustnie
kalcytriol) oraz w materiale tkankowym pobranym od pacjentek z rakiem gruczotu
sutkowego, o réznym poziomie metabolitu witaminy D3 w osoczu. O ile cele gtéwne i
posrednie ocenianej dysertacji zostaly opisane szczegdtowo, o tyle zatozenia pracy w mojej
ocenie zostaly przedstawione dosy¢ powierzchownie. Nie zmienia to jednak faktu, ze
podejmowana tematyka badawcza i postawione cele badawcze reprezentuja wazne badania
biomedyczne, ktére pozwalaja na lepsze zrozumienie procesu nowotworowego,
mechanizméw immunosupresji i lekoopornosci/lekowrazliwosci. Wpisuja sie tez we wciaz
aktualne zapotrzebowanie na nowe cele molekularne do terapii przeciwnowotworowych,
gdyz, pomimo znacznych postepédw skutecznosci terapii onkologicznych, choroby
nowotworowe sg jedng z wiodacych przyczyn zgondw.

Rozdziat Materialy i metody zostat podzielony na 5 podrozdziatéw i zawiera opis
uzytych odczynnikéw, przeciwciat, pozywek hodowlanych, zestawéw ELISA i innych.
Ponadto, zawiera charakterystyke uzytych linii komorkowych, sktad medium hodowlanego,
opis warunkow hodowli, a takze opis uzytych zwierzat do$wiadczalnych wraz w warunkami
hodowli. W podrozdziale Metody przedstawiono badania in vivo, ex vivo i in vitro na
materiale pochodzacym od myszy, badania na materiale pochodzacym od pacjentek, w tym
analize¢ wybranych biatek, analize ex vivo i analize in vitro, oraz analize statystyczng. Na
uwage zastuguje szeroki wachlarz uzytych metod eksperymentalnych, w tym technik
opartych na ustalonych liniach komérkowych oraz hodowlach pierwotnych, techniki biologii
molekularnej, takie jak RT-PCR, immunofenotypowanie przy uzyciu cytometrii przeptywowe;j,
analizy aktywnosci enzyméw, czy analizy ekspresji biatek. Wszystkie metody zostaty
zastosowane prawidfowo. Pomimo dosy¢ szczegdtowych opisow tego rozdziatu pojawito
kilka niedociggnied i pytan/watpliwosci:
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-dlaczego stymulacje witaming D zastosowano tylko w warunkach in vivo, natomiast nie
stosowano jej w warunkach in vitro w badaniach na modelach mysich;

-w doswiadczeniach in vitro na materiale zwierzecym zabrakto badan z uzyciem kalcytriolu
(co wykonano w badaniach na materiale ludzkim); nalezy zaznaczy¢, ze witamina D3 i jej
pochodne wykazywaé moga pewne rdéznice w wywotywaniu okreélonych efektéw
biologicznych; takie badania wzbogacityby prace i dostarczyty dodatkowych danych do analiz
poréwnawczych;

-nie podano liczebnosci grup badawczych w badaniach in vivo w obu modelach;

-w badaniach in vitro nie doprecyzowano czy stosowano pfodowg surowice bydleca
oczyszczang czy nieoczyszczang weglem aktywnym; filtrowanie surowicy weglem aktywnym
powoduje zmniejszeniem stezenia zwigzkdw steroidowych, w tym witaminy D3 i jej
pochodnych, stwarzajac bardziej kontrolowane warunki do$wiadczed w eksperymentach in
vitro;

-Doktorantka podaje, ze analizowata intensywno$¢ fluorescencji, jednak nie przedstawiata
sposobow przygotowania obrazéw do takich pomiardw; czy w cyfrowej analizie preparatéw
mikroskopowych  znakowanych metodg immunofluorescencyjng stosowano wzorce
fluorescencji lub inne formy normalizacji obrazéw;

-co zdecydowato o stosowaniu w doswiadczeniach mediéw kondycjonowanych a nie ko-
kultur.

W rozdziale Wyniki, podzielonym na tematyczne podrozdziaty, Doktorantka dokonata
omoéwienia rezultatéw wynikéw przeprowadzonych badari dotyczacych analizy wptywu
witaminy D3 na mysie fibroblasty prawidlowe i towarzyszagce nowotworom oraz wptyw
witaminy D3 na fibroblasty towarzyszace nowotworom pochodzace z guzéw pacjentek.
Dosy¢ obszerny opis i graficzng prezentacje (Ryciny 8-54) uzyskanych wynikéw Doktorantka
zakonczyta dodatkowym rozdziatem - Podsumowaniem wynikéw, w ktérym, w sposéb
systematyczny, wypunktowata najwazniejsze wyniki uzyskane w badaniach in vivo, ex vivo i
in vitro w modelu mysim, poréwnanie guzéw w materiale klinicznym, wyniki analizy ex vivo i
in vitro w modelu ludzkim oraz analizy z utrwalonymi liniami komdrkowymi traktowanymi
medium kondycjonowanym. Lektura tej czeéci dysertacji obrazuje ogrom pracy, jaki
Doktorantka wiozyta w realizacje badan oraz ich analize i graficzne przedstawienie. Szkoda,
ze niektore dane graficzne s3 mato czytelne lub nieczytelne i nie reprezentujg uzyskanych
wynikéw, np.: obrazy preparatéow mikroskopowych znakowanych immunofluorescencyjnie
(np.: Rycina 22, Rycina 23), czy zdjecia komérek w tescie rysy (Rycina 49). W tym rozdziale
zabrakfo tez graficznego przedstawienia danych dla badan in vivo prezentowanych w
podrozdziale 12.1, zwtaszcza, ze opis tych wynikow jest dosyé lakoniczny. Uwzgledniajac fakt
znacznego zroznicowania odpowiedzi fibroblastéw na traktowanie witaming D3 uwazam, ze
warto bytoby réwniez sprawdzi¢ ekspresje CYP24A1l w modelu mysim, jako jednego z
najsilniej regulowanych przez witamine D3 enzymow i, jak wskazano we Wstepie,
zaangazowanego w metabolizm 1,25(0OH)2D3. Doktorantka takie badania przeprowadzita
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jedynie dla badart w modelu ludzkim. Nalezy natomiast podkresli¢, ze Doktorantka
zaznaczyta, ze badania przedstawione w ocenianej dysertacji stanowig cze$¢ wiekszego
projektu oraz okreslita, jakie badania wykonata sama, a jakie zostaty wykonane przez
wspotpracownikdw oraz wykonawcéw zewnetrznych.

Za najwazniejsze nalezy uzna¢, na co zwraca takze uwage Doktorantka, wykazanie
roznego wptywu kalcytriolu na zdolno$é do przerzutowania w zaleznosci od zawartosci
witaminy D3 w diecie; zrdinicowanej odpowiedzi fibroblastow prawidtowych i
towarzyszacych nowotworom na witaming D3 - w zaleznosci od szeregu czynnikdw
zewngtrznych komorki te wykazywaty fenotyp przeciw- jak i pronowotworowy. Profil
ekspresji biatek w fibroblastach zalezat zaréwno od rodzaju diety, jak i od modelu raka piersi.
Réwniez zmiany fenotypowe, odpowiedZ na stymulacje w warunkach ex vivo, tempo
proliferacji, zdolno$¢ tworzenia kolonii obydwu typow fibroblastéw uzaleznione byty od diety
myszy, od ktorych izolowano fibroblasty oraz od poziomu witaminy D3. Réwniez w
badaniach na materiale klinicznym Doktorantka wykazata m.in. zalezny od statusu
menopauzalnego i poziomu witaminy D3 w surowicy krwi obwodowej wptyw kalcytriolu na
fibroblasty towarzyszace nowotworom. Natomiast w badaniach z uiyciem medium
kondycjonowanego wykazano m.in. ostabienie migracji komérek raka gruczotu sutkowego,
ekspresji E-kadheryny po stymulacji fibroblastéw kalcytriolem, ale zréznicowang ekspresje
OPN w zaleznosci od modelu, czy tez poziomu witaminy D3 u pacjentek, od ktérych
izolowano fibroblasty.

Po rozdziale prezentujgcym uzyskane wyniki Doktorantka zamiescita Dyskusje, w
ktorej skonfrontowata uzyskane wyniki z danymi literaturowymi z zakresu tematycznego
poruszanego w ocenianej pracy, m.in. w kontekscie wptywu kalcytriolu na unaczynienie guza,
ekspresje okreslonych biatek, w tym markeréw aktywacji, w fibroblastach prawidtowych i
towarzyszgcych nowotworom w réznych modelach badawczych, zdolnosci tych fibroblastéw
do indukowania srodowiska immunosupresyjnego i promowania/hamowania wzrostu guza
nowotworowego. W tym rozdziale Doktorantka pogrubiong czcionkg wskazata na
najwazniejsze i najciekawsze wyniki oraz przedstawita ich interpretacje. Szkoda, ze nie
zostaty one przedstawione w rozdziale zatytutowanym Whioski, ktory w obecnej formie jest
skroconym podsumowaniem wynikéw. Umieszczenie w tym rozdziale wymienionych
powyzej informacji utatwitoby lekture dysertacji oraz jeszcze wyrazniej podkreélito znaczenie
uzyskanych wynikéw. Ponadto, w Dyskusji znalazty sie opisy wynikéw prac
eksperymentalnych nad przeptywem krwi, ktérych Doktorantka nie przedstawita we
wczesniejszych rozdziatach, a ktére znalazty sie w opublikowanym przez Doktorantke
artykule. Natomiast, w mojej ocenie, Autorka niepotrzebnie zamiescita w tym rozdziale dwie
tabele podsumowujgce wyniki uzyskane dla fibroblastéow izolowanych z modeli myszy.
Tabele te stanowig cenny dodatek do ocenianej pracy, gdyz prezentujg w skondensowany i
przejrzysty sposéb czes¢ wynikdw. Jednak powinny one by¢ umieszczone w rozdziale
Podsumowanie wynikéow. Z obowigzku recenzenta musze wspomnie¢ o uzywaniu
niepoprawnej nazwy analogu witaminy D stosowanego w medycynie - zamiast nazwy
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kalcypotriol Doktorantka uzywata nazwy kalcyportiol. Nie mozna uznac tego btedu za btad
literowy, gdyz niepoprawna nazwa pojawia sie kilkukrotnie w tresci pracy.

Podsumowujgc, praca napisana jest dojrzalym i poprawnym jezykiem, jest
przygotowana doktadnie i estetycznie. Ryciny i tabele sg adekwatne do tresci rozdziatéw, na
ogot dobrej jakosci, przejrzyste i zawierajg wiele cennych informacji.

4, Ocena koncowa

Przedstawione wyniki pracy doktorskiej Pani Natalii tabedz stanowig istotny wkfad w
scharakteryzowanie biologii mikrosrodowiska rakéw gruczotu piersiowego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem wptywu witaminy D3, ktdrej plejotropowe dziatanie jest coraz lepiej
poznane. Sposoéb przeprowadzenia badan, przygotowania pracy oraz jej prezentacja, a takze
interpretacja uzyskanych wynikéw dowodzg, ze Doktorantka ma nie tylko rozlegta wiedze
dotyczacy przedmiotu badan, ale takze umiejetnosé analizy uzyskanych wynikéw. Szeroki
zakres zastosowanych metod badawczych oraz sposéb analizy uzyskanych wynikéw $wiadcza
o dojrzatosci naukowej Autorki i duzym stopniu samodzielnosci w pracy naukowej. Moje
uwagi i pytania przedstawione powyzej, jak réwniez drobne usterki redakcyjne, btedy
stylistyczne, literowe, czy drobne btedy przy bazie bibliograficznej, ktérych nie
zamieszczatam w niniejszej recenzji, nie podwazajg wysokiej wartoéci pracy. Uwazam, ze
Doktorantka w petni rozwigzata oryginalny problem badawczy, jaki przed soba postawita.

5. Wniosek koncowy

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Natalii tabedz pt.
»~Wplyw witaminy D na fibroblasty towarzyszace nowotworom gruczotu sutkowego”
spefnia wszelkie wymagania okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 poz. 478 ze zm.). W zwigzku z powyzszym
przedktadam Radzie Naukowej Instytutu wniosek o dopuszczenie mgr Natalii tabed? do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, w uznaniu szerokiego zakresu badan
i wartosciowych, oryginalnych wynikéw, rekomenduje wyrdznienie rozprawy stosowna
nagroda.
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