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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Pauliny Banach zat.
»Zroznicowanie profilu ekspresji mikroRNA w osoczu i wybranych
tkankach w przerzutujacym i nieprzerzutujagcym raku gruczotu

sutkowego”

Rak piersi jest nowotworem ztosliwym powszechnie wystepujgcym we
wszystkich regionach $wiata. W polskich statystykach onkologicznych wérod
populacji kobiet zajmuje, obok raka ptuc, czotowe miejsce. Pomimo znaczgcego
postepu efektow leczenia onkologicznego, dostepu do nowoczesnych terapii w
naszym Kraju wskazniki przezy¢ w przypadku nowotwordéw piersi sg ciggle
Znaczgco nizsze niz w Stanach Zjednoczonych, Kanadzie czy w Skandynawii. Stad
zarowno pogtebianie wiedzy dotyczacej molekularnych podstaw powstawania i
rozprzestrzeniania raka piersi, jaki i1 formutowanie nowych strategii
terapeutycznych stanowi niezwykle istotny cel wspodtczesnej onkologii.
Odrebnym zagadnieniem jest poszukiwanie i udoskonalanie metod diagnostyki
molekularnej, kluczowej w profilaktyce oraz ocenie zaawansowania choroby.

Praca doktorska pani mgr inZ. Joanny P. Banach wiacza sie w nurt tego typu
badan. Dotyczy bowiem mozliwosci zastosowania okreSlonych czgsteczek
mikroRNA w rozpoznawaniu nowotworéw gruczotu sutkowego réznego typu.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana pod
kierunkiem pani prof. dr hab. Joanny Wietrzyk z Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. L. Hirszfelda Polskiej Akademii. Drugim promotorem pracy
jest pan prof. dr hab. Rafat Matkowski z Katedry Onkologii Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu, za$ promotorka pomocniczg pani dr inz. Dagmara
Ktopotowska z IIiTD PAN. Badania obejmujgce projekt doktorski byty

przeprowadzone w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii




Przeciwnowotworowej w Zespole posiadajagcym bardzo duze dosSwiadczenie w
badaniach tego typu.

Oceniana przeze mnie praca liczy 145 stron, w tekécie zamieszczono 24 ryciny,
18 tabel i cytowano 262 pozycje literaturowe. Pewien niedosyt budzi jednak fakt,
ze wsérod zacytowanych prac jedynie 25% pochodzi z ostatnich pieciu lat, a
przeciez temat podjety w pracy doktorskiej jest niezwykle aktualny.

Rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Banach ma uktad typowy dla tego typu
opracowan. W 36 stronicowym ,Wstepie” Autorka przedstawita informacje
przyblizajgce temat i utatwiajgce czytelnikowi zrozumienie catosci pracy. Na
poczatku tego rozdziatu Doktorantka zamieszcza dane dotyczgce raka piersi -
epidemiologii, Kklasyfikacji histologicznej oraz diagnostyki molekularne;j.
Nastepnie zapoznaje czytelnika z zagadnieniem dotyczacym mikroRNA -
zarOwno biogenezy, znaczenia tych czgsteczek w komorce jak i zmian w ich
poziomie w réznych typach nowotwordéw, w tym raka piersi. Zakres informacji
zawartych we wstepie jest adekwatny do opisanych pézniej wynikéw i nie
zawiera zbednych watkow. UsSwiadamia ztozono$¢ zagadnienia, mnogosé
informacji, czesto rozbieznych, dotyczacych poziomu czy aktywno$ci wielu
réznych czgsteczek mikroRNA w chorobach nowotworowych.

Badania prowadzone w ramach ocenianej przeze mnie pracy doktorskiej zostaty
zaplanowane bardzo szeroko, co jest jej zaletg ale tez pewnym mankamentem. Z
tego tez powodu rozdziat ,Materialy i metody” w tym przypadku pelni
zasadniczg role dla zrozumienia i analizy po6zniejszych wynikéw. Autorka
zawarta w nim niezbedne informacje na temat stosowanych trzech modeli
badawczych. W czasie realizacji niniejszej pracy pani mgr Banach pracowata na
liniach komoérkowych raka sutka - 8 ludzkich i 11 mysich. Ponadto badania
prowadzone byty na modelu zwierzecym, ktéry stanowity myszy z indukowanym
nowotworem sutka - 4T1 (wariant przerzutujacy) oraz 67NR (wariant
nieprzerzutujacy). W koncowym etapie pracy analizy byly prowadzone na
probach pobranych od pacjentek z rakiem piersi (biopsje oraz osocze)
operowanych w Dolno$lgskim Centrum Onkologii. Informacje o wszystkich
stosowanych prébach zostaty przedstawione w sposéb uporzadkowany, gtéwnie
dzigki zamieszczonym tabelom (tabele 8-11 oraz 14-16) oraz dzieki

przejrzystemu schematowi (Ryc 9) obrazujgcemu przebieg doswiadczen na



modelu mysim. Jednak sporym problemem dla mnie jako recenzentki byla
niewystarczajgca informacja na temat liczby stosowanych préb biologicznych.
Niestety z tym problemem spotkatam sie réwniez podczas czytania rozdziatu
»Wyniki”. Badania podejmowane w pracy maja charakter przesiewowy wiec
odpowiednia ilo$¢ prob i powtérzen jest kluczowa dla wiasciwej analizy
uzyskanych rezultatéw i wyciggania wnioskow konicowych.

Czytajac rozdziatl ,Materiaty i metody” nie znalaztam wyraZnych informacji o
liczbie powtdrzen stosowanych w badaniach in vivo i in vitro.

Bardzo czytelnie natomiast zostaly zdefiniowane préby pochodzace od
pacjentek. Przy opisie eksperymentu z uzyciem zwierzat Doktorantka na
poczatku rozdziatu ,Wyniki” cytuje prace opublikowang w czasopi$mie Cancers
w 2020 roku (pozycja 225), w ktdrej opisany jest eksperyment. Pani Banach nie
jest jednak wspétautorky tej pracy wiec trudno oceni¢ czy korzystata z prob
opisanych w publikacji, czy tez moze jest to analogiczny eksperyment. Bytabym
wdzigczna za uporzgdkowanie takich informacji w trakcie publicznej obrony
pracy.

Najbardziej interesujacy rozdziat rozprawy doktorskiej to oczywiscie
»Wyniki”, w ktérym Doktorantka przedstawia gltéwne rezultaty swoich
eksperymentéw dotyczacych ustalenia zréznicowania profilu ekspresji
mikroRNA w osoczu i wybranych tkankach w przerzutujacym i
nieprzerzutujagcym raku gruczotu sutkowego.

W pierwszym etapie zostaly przeprowadzone badania przesiewowe
wykorzystujgce préby pochodzace od myszy z indukowanym nowotworem 4T1
oraz 67NR, majace na celu wytypowanie najbardziej obiecujacych czgsteczek
mikroRNA, ktére bedg podstawg dalszych analiz. Eksperymenty zostaty
przeprowadzone na probach pochodzacych z guza, przerzutu do ptuc oraz
osocza, w ktorych za pomoca techniki PCR okreslony zostat poziom ekspresji 84
roznych czasteczek mikroRNA. Na tej podstawie do dalszych badan zostaly
wybrane trzy czgsteczki mikroRNA - miR147-3p, miR223-3p oraz miR-31-5p. Na
tym etapie oceny pracy doktorskiej chciatabym wyrazié pewng watpliwos$é, ktéra
zrodzita si¢ po analizie Ryciny 10, na str.77. Na wykresach, ktére postuzyty do
selekcji wlasciwych czgsteczek nie ma informacji o ilosci préb i ocenie

statystycznej wynikow, dlatego prositabym Doktorantke o uzupelnienie tej



informacji. W kolejnych etapach pracy poziom ekspresji dla wytypowanych
czasteczek byt nastepnie wyznaczany w lizatach pochodzacych z ludzkich oraz
mysich komorek linii raka sutka, nalezacych do réznych, opisanych we wstepie
podtypdw molekularnych. Nastepnie analogiczne badania przeprowadzono na
probach pochodzacych od pacjentek. Analizg objeto osocze pochodzgce od: 50
pacjentek z nowotworem nieprzerzutujacym lub z przerzutujacym do weztow
chtonnych oraz 30 z nowotworem dajacym odlegte przerzuty. Jesli chodzi o proby
wyizolowane z guza, badania dotyczyly 30 kobiet z nowotworem
nieprzerzutujgcym lub z przerzutujagcym do weztéw chlonnych oraz 5 z
nowotworem dajacym odlegte przerzuty. Wyniki uzyskane dla préb pacjentek z
chorobg nowotworowa poréwnano z wynikami otrzymanymi dla zdrowych
dawczyn. Ocena poziomu ekspresji wytypowanych czgsteczek mikroRNA na
trzech stosowanych w pracy modelach badawczych nie data jednoznacznych
rezultatow, co bylo do przewidzenia biorgc pod uwage ich mnogo$¢ i
prawdopodobnie zbyt matg ilo$¢ poszczegélnych typdéw prob. Nie mniej jednak
wytypowane czasteczki mikroRNA byty obecne w badanych materiatach na
réznym poziomie. Dlatego w kolejnym etapie pracy pani mgr Banach podjetq sie
zadania korelacji uzyskanych wynikéw z danymi okreslajgcymi poziom biatek
istotnych w procesie inwazyjnosci nowotworéw. Zadanie to realizowata stosujgc
miR-31-5p, ze wzgledu na najbardziej obiecujgce rezultaty uzyskane dla tej
czasteczki na wczesniejszych etapach pracy. Skoncentrowata sie na biatkach
bedacych markerami przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego takich jak E- i N-
kadheryna. Doktorantka dokonata réwniez oceny wptywu czgsteczki miR-31-5p
na zdolnos$ci adhezyjne komoérek nowotworowych oraz oceny poziomu biatek
docelowych dla tego mikroRNA w komoérkach linii ludzkiego raka gruczotu
sutkowego po wyciszeniu i przej$ciowej nadekspresji miR-31-5p.

Ostatnim rozdziatem ocenianej przeze mnie pracy jest 14 stronicowa
»Dyskusja”. W rozdziale tym Autorka omawia uzyskane przez siebie rezultaty
dotyczace mikroRNA -147-3p, -223-3p oraz -31-5p na tle danych literaturowych.
To trudne zadanie, biorgc pod uwage mnogos¢ doniesien, czesto pozostajgcych w
sprzecznosci..

Podsumowujac, wyniki przedstawione w pracy doktorskiej pani mgr Joanny

Banach wskazuja, Ze poziom czasteczki miR-31-5p jest obnizony w osoczu



zarOwno umyszy z przerzutujgcym rakiem gruczotu sutkowego jakiu pacjentek
z przerzutujgcym nowotworem. Ponadto wysoki poziom ekspresji tej czasteczki
wydaje sie szczeg6lnie istotny w przypadku nowotworu gruczotu sutkowego o
podtypie HER2. Rezultaty przedstawione w pracy doktorskiej pokazuja, ze
czgsteczka miR-31-5p moze by¢ regulatorem adhezji komérkowej tak istotnej w
procesie przerzutowania nowotworow. Autorka wskazuje réwniez na mozliwos¢
przeciwprzerzutowego dziatania badanego mikroRNA, co obserwuje w liniach
komoérkowych niezaleznie od badanego podtypu nowotworu.
Dokonujac analizy swoich rezultatéw Doktorantka bardzo ostroznie wycigga
wnioski, wskazuje na ich przesiewowy charakter i konieczno$¢ pogtebionych
badan. Nie mniej jednak wydaje sie, ze czasteczka miR-31-5p moze byé¢ w
przysziosci potencjalnym celem w diagnostyce molekularnej w raku gruczotu
sutkowego, mierzonym w krwi pacjenta. Z tego wzgledu wyniki przedstawione w
pracy sa cenne I majg potencjal aplikacyjny. Zaglebiajac sie w lekture
przedstawionej do oceny pracy doktorskiej zadawatam sobie jednak kilka pytan.
Biorac pod uwage mnogos¢ czasteczek mikroRNA zastanawiatam sie jak duze
znaczenie w ich diagnostycznym zastosowaniu bedzie miata zmiennosé
osobnicza czy wiek pacjenta. Problemem jest rowniez fakt, Ze zmienione poziomy
mikroRNA obserwowane sg nie tylko w chorobach nowotworowych ale réwnie
w innych schorzeniach i procesach zachodzacych w komorce. Chetnie
ustyszatabym opinie Autorki pracy w kwestii nurtujgcych mnie watpliwoséci.
Oceniana przeze mnie praca doktorska zostata napisana poprawna polszczyzng i
starannie opracowana pod wzgledem edytorskim. Zawiera pewne btedy
stylistyczne i literowe ale nie majg one wplywu na mojg jej ocene.
Analizujac dorobek publikacyjny Pani mgr Joanny Banach stwierdzam, ze jest
Ona wspétautorkg dziewieciu publikacji o wysokim wspélczynniku
oddziatywania (IF ok. 48), cytowanych 58 razy. Prace nie dotycza zagadnien
opisanych w pracy doktorskiej ale $wiadcza o szerszych zainteresowaniach
Doktorantki.

Reasumujgc, rozprawe doktorska pani mgr Joanny P. Banach
oceniam bardzo pozytywnie. W moim przekonaniu Autorka wuzyskata
interesujgce wyniki, ktére stanowig podstawe do dalszych, szczegétowych badan.

Ponadto uzupelniaja wiedze o molekularnych mechanizmach dziatania



wybranych mikroRNA w komorkach raka gruczotu sutkowego. Dlatego
stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr inz.
Joanny Pauliny Banach spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.JJ.Nr 65 poz. 595; z p62n. zm.), zgodnie z art.175.1. ustawy z dnia 3 lipca 2018
r. przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.
U. 2018 poz. 1669) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej im. L. Hirszfelda PAN o dopuszczenie doktorantki do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i
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przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne.



