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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Piaseckiej
pt. ” Wplyw czynnikow prozapainych mikrosrodowiska guza na indukcje fenotypu inwazyjnego
komorek nabtonkowych gruczotu piersiowego”

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska zostala przygotowana na wniosek Rady Dyscypliny
Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Praca zostala wykonana pod opiekg
naukowg Pani dr hab. n. med. Hanny Romanskiej-Knight, prof. UMED LédZ, z Zakladu
Patologii Katedry Onkologii Uniwersytetu Medycznego w fodzi. Opracowanie obejmuje 137
stron maszynopisu, 34 ryciny, 3 tabele oraz blisko 200 pozycji piSmiennictwa anglojezycznego.
Zawiera typowe dla rozprawy doktorskiej rozdzialy, a takze streszczenie w jezyku polskim,
angielskim oraz wykaz najczesciej stosowanych skr6tow. Do pracy dolaczono takze kopig¢ zgody
Dyrektora Departamentu Ochrony Przyrody na uZycie mikroorganizméw genetycznie
modyfikowanych zaliczonych do II kategorii zagrozenia w zakresie prowadzonych badan oraz
Uchwale Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi ze zgoda na prowadzenie
eksperymentu medycznego, ktérego wyniki sg prezentowane w niniejszej rozprawie. W pracy
umieszczono informacjeg, ze cze$¢ zawartych w niej wynikéw zostata opublikowana w 2020 roku
w czasopiSmie Neoplasia (Upregulation of HIFI-o. via an NF-«kB/COX2 pathway confers
proliferative dominance of HER2-negative ductal carcinoma in situ cells in response
to inflammatory stimuli; 1F=5,696). W pracy tej Doktorantka jest pierwszym autorem, a Jej
udzial polegal (zgodnie z opisem zawartym w publikacji) na analizie formalnej, prowadzeniu
badan, przygotowaniu oryginalnej wersji pracy, walidacji, pozyskaniu finansowania. Badania do
pracy doktorskiej zrealizowano w oparciu o $rodki finansowe pochodzace z dwoch projektow
Narodowego Centrum Nauki (OPUS nr 2013/09/NZ4/02512 i PRELUDIUM

nr 2018/29/N/NZ3/02407).

SZCZEGOLOWA ANALIZA

Podjete przez Doktorantke badania mialy na celu okreslenie udzialu receptora ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu 2 (HER2) w odpowiedzi komorek raka przewodowego in situ
(DCIS) na bodZce srodowiska prozapalnego w warunkach in vitro, oraz zbadanie roli szlaku
sygnatowego NF-kB/COX2-HIF1-o w stymulacji proliferacji oraz indukowaniu fenotypu
inwazyjnego komoérek DCIS w™ odpowiedzi na te bodzce. Cenne jest takze przeprowadzenie



badan, ktorych celem byta weryfikacji wynikow uzyskanych w badaniach in vitro w oparciu
o material tkankowy pozyskany od pacjentek z DCIS.

Rak przewodowy sin situ (DCIS) jest forma nieinwazyjna, charakteryzujaca si¢ szybka
proliferacja komorek nablonka przewoddw ze wszystkimi cechami zfosliwosci, jednak bez oznak
naciekania pod$cieliska. Mimo zaangazowania duzej grupy badaczy oraz wieloletnich
intensywnych zmagan ukierunkowanych na poznanie mechanizméw molekularnych
determinujacych progresje nieinwazyjnej formy raka przewodowego piersi in situ (DCIS)
do formy inwazyjnej (IDC), zagadnienia te wcigz nie s3 w pelni poznane. Nabywanie cech
inwazyjnych przez komorki DCIS moze by¢ nie tylko uwarunkowane genetycznie, ale tez w
duzym stopniu wynika¢ z dziatania czynnikéw prozapalnych wydzielanych przez komoérki TIIL,
TIL i TAM, obecne w mikrosrodowisku guza (TME) Do istotnych czynnikéw prognostycznych
w raku piersi nalezy takze status HER2. Wyniki weczesniejszych badan wskazuja,
ze transformacja DCIS do IDC zwigzana jest z utrata receptora HER2, a dominacja
proliferacyjna HER2-ujemnego klonu heterogennej populacji komorek guza moze stanowié
kluczowy element tego procesu. Niemniej jednak mechanizmy te nie s3 w pelni opisane, a dane
literaturowe czasami niespOjne, dlatego badania podjete przez Doktorantk¢ w proponowanym
obszarze naukowym uwazam za szczegélnie pozadane i uzasadnione, a zagadnienia poruszane w
pracy — za interesujace i aktualne. O tym, ze badania sg wazne i nowatorskie moze réwniez
$wiadczy¢ fakt uzyskania finansowania z NCN na ich prowadzenie w ramach dwoch
wymienianych wczesniej projektow, a czg$ciowe wyniki — prezentowane w rozprawie — zostaly
juz opublikowane w bardzo dobrym czasopismie.

W 20-stronicowym Wstgpie pracy, Doktorantka w czterech podrozdzialach, w przejrzysty
spos6b prezentuje aktualny stan wiedzy na temat zagadnien bedacych przedmiotem Jej badan.
W skrécie przedstawia dane dotyczace epidemiologii, etiopatogenezy, klasyfikacji oraz leczenia
nowotworéw piersi. Wyjasnia mozliwe mechanizmy odpowiedzialne za transformacje
nowotworéw nieinwazyjnych DCIS do form inwazyjnych IDC, wskazujgc m.in.
na wspotistnienie wielu subpopulacji komérek w DCIS i IDC, wykazujacych wysoki stopien
zréznicowania pod wzgledem genetycznym, fenotypowym czy tez skladu otaczajgcego
podscieliska. Opisuje znaczenie HER2 w rozwoju i progresji nowotworéw piersi. Charakteryzuje
role mikro$rodowiska guza w rozwoju i fizjologii gruczolu piersiowego atakze w progresji
DCIS, uwzgledniajac istotne znaczenie komodrek immunologicznych oraz aktywacji szlaku NF-
kB/COX2-HIF1-0. Wstep jest zakonczony podrozdzialem Cel projektu, w ktorym Autorka
prezentuje hipotezy badawcze i gléwne cele pracy. W mojej opinii, sformutowano je poprawnie
i dodam, ze zostaly w pelni zrealizowane. W rozprawie wyodrgbniono kolejno rozdziaty 11 3,
a zabraklo rozdzialu 2.

Dwa, oddzielne, 7-stronicowe rozdzialy Materialy oraz Metody obejmujg czternascie stron
pracy doktorskiej. W pierwszym z nich podano informacje o materiale doswiadczalnym (tylko
dla badan in vitro), odczynnikach, sprzecie laboratoryjnym. Z kolei drugi rozdziat zawiera opis
metod badawczych stosowanych w ocenianej pracy. Wykorzystano w niej rozmaite techniki
biologii molekularnej m.in. metod¢ transfekcji komorek za pomoca wektorow plazmidowych
systemu retrowirusowego lub lentiwirusowego, a takze elektroforeze SDS-PAGE, Western Blot,
immunobarwienie, testy immunoenzymatyczne (ELISA) czy mikroskopi¢ fluorescencyjng
i konfokalng. Nalezy takze podkresli¢ i docenié¢ opanowanie réznych technik hodowli komérek
in vitro (w systemie 2D i 3D), ktére z pewno$ciag wymagaty duzego nakladu pracy. Metody
sa nowoczesne i dobrze dobrane do zalozonych celow badawczych. Szeroki zakres badan,
réznorodnosé technik i modeli eksperymentalnych w badaniach in vitro (linie komdrkowe MB2,
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MCF10A, THP-1) wskazujg na duze umieje¢tnosci Doktorantki. Dobrym uzupelnieniem badan
invitro sa wieloletnie badania kliniczne, a szczegélnie ich wyniki, w analizie ktorych
Doktorantka aktywnie uczestniczyta.

Generalnie, ta cze$¢ pracy zostala napisana poprawnie, ale pewne uwagi i sugestie nasunecty mi
sie po analizie tego rozdziatu: 1/ W celu zwigkszenia przejrzystosci pracy, korzystnym byloby
umieszczenie informacji dotyczacych: i) zasadnosci wyboru i charakterystyki poszczegolnych
linii komoérkowych stosowanych w badaniach in vitro (podrozdzial 5.1 w Wynikach oraz
Dyskusja), ii) zasadno$ci wyboru cytokin i innych czynnikéw doswiadczalnych, iii) opisu grup
kontrolnych w przeprowadzonych doswiadczeniach (podrozdzial 5.4 w Wynikach), w jednym
rozdziale Metody. Ponadto, przedstawienie przeprowadzonych doswiadczen w formie schematu
zwiekszyloby przystepnos$é opisu przebiegu badan. 2/ W podrozdziale 4.2, niejasny jest opis
mieszaniny wektoréw stosowanych do transfekcji poszczegdlnych rodzajéw komorek. Na jakiej
postawie je wybrano i w jakim ukladzie doswiadczalnym stosowano? Wprawdzie, czgsciowe
odpowiedzi na te pytania mozna wytuska¢ w rozdziale Wyniki (str. 54, 77), ale pelne informacje
powinny by¢ umieszczone znacznie wezesniej, w metodyce. Brakuje rowniez sprecyzowania,
jakie komérki poddano transfekcji/infekeji i w jakiej koncentracji byly hodowane w warunkach
in vitro. Jasne i precyzyjne opisanie uktadu doswiadczalnego uporzadkowatoby te porozrzucane
w roznych rozdziatach pracy informacje, co z pewnoscig ulatwiloby analize. W tym samym
podrozdziale wspomniano réwniez o wykorzystanym w sortowaniu komorek — wektorze
pLVTHM, natomiast w kolejnym podrozdziale, po$wigconym sortowaniu komorek
transfekowanych, juz o nim nie wspomniano. Wskazano, ze wydajnos¢ procesu transfekcji
oceniano przy pomocy metody Western Blot (w tekscie bardzo réznie: Western Blotting/Western
blot) lub mikroskopii fluorescencyjnej. O ile ryciny 4 oraz 21 przedstawiaja wyniki Western Blot
dotyczace, odpowiednio, obecnosci biatek HER2 i HIF1-a, to nie znalazlam w pracy zdje¢
z mikroskopii fluorescencyjnej na ten temat. Dodatkowo, aby uzyska¢ pelny obraz efektywnosci
transfekcji, mozna bylo uwzgledni¢ réwniez ekspresj¢ gendéw (stosujgc np. real time PCR).
3/ Sugerowalabym, aby w metodyce nie stosowa¢ ,RPM” (czyli obroty na minutg) jako
parametru wirowania — zdecydowanie wlasciwszym parametrem jest ,,RCF” lub ,,g”. 4/ Zabraklo
podrozdziatu opisujacego zastosowane techniki mikroskopowe. 5/ W podrozdziale Analiza
statystyczna zabrakto informacji na temat zastosowanych w analizie wariancji testow post-hoc.
5/ W opisie metod badawczych cze¢sto postugiwano si¢ okresleniami potocznymi (tzw. slangiem
laboratoryjnym), ktérych nalezaloby unikaé: np. ,,pozywka bezsurowicza” (lepiej: pozywka bez
dodatku surowic), ,mutanty” (poprawnie: komoérki transfekowane), ,.komoérki odrywano” (lepiej:
komoérki usuwano), ,bufor PBS z 0,1% Tweenem” (str. 51), ,,western blottingu” (str. 53);
niefortunne satez okre§lenia np. ,aktywacje programéw macierzystosci” (str. 32),
,sprawdzanych zachowan komoérkowych” (str. 49), ,aktywacja szlakow sygnalizacyjnych
od badanych cytokin” (str. 50), ,hodowano w atmosferze wilgotnej” (str. 43), ,.stymulacj¢
cytokinami prozapalnymi (IL-1f i TNF-a, CM M1)”; CM M1 nie jest cytoking/cytokinami.
Polikationowy polimer o nazwie ,,polybrene” (str. 44) ma odpowiednik polski ,,polibren”.
Stwierdzono takze bledy o charakterze redakcyjnym: ,,min.” [powinno by¢ min (czas) w calej
metodyce], str. 47 (powinno by¢ ,ko-hodowlach tréjwymiarowych”), str. 52 (powinno by¢
,,wszystkie badania in vitro”), str. 95 (powinno by¢ ,,makrofagéw klasy M1”), str. 97 (powinno
by¢ ,na sygnaly”), str. 100 (powinno by¢ ,zostala dokonana”), str. 104 (powinno by¢ ,,
prowadzi¢ do zahamowania”). 5/ Dlaczego w hodowlach in vitro stosowano zréznicowane
koncentracje komoérek linii HB2 oraz MCF10A (odpowiednio: 1x10*® oraz 1,5x10°
w podrozdziale 4.9 lub 10x10° i 14x10°* w podrozdziale 4.11) oraz rézne czasy hodowli



(odpowiednio 8 oraz 10 dni, rozdzial 4.9.)? Czy nie byloby bardziej wlasciwe stosowanie
podobnych uktadow w obu badanych liniach komérkowych?

Rozdziat Wyniki zostal podzielony na cztery czesci i obejmuje on 42 strony tekstu, 2 tabele
i 30 rycin, czesto zlozonych z kilku wykreséw lub zdje¢. W swojej pracy, Pani mgr Dominika
Piasecka wykazala po raz pierwszy, ze: i) stymulacja cytokinami prozapalnymi (IL-1p i TNF-a)
oraz kondycjonowanag pozywka, uzyskana z makrofagéw klasy M1 reguluje proliferacje, wzrost
w $rodowisku 3D w Matrigelu oraz inwazje komérek DCIS w sposéb zalezny od HER2;
mianowicie HER2-ujemne komorki DCIS wykazuja wigksze tempo proliferacji, wzrostu
i inwazji w pordwnaniu z komdrkami HER2-dodatnimi, ii) stymulacja cytokinami prozapalnymi
(IL-1B i TNF-0) oraz kondycjonowang pozywka uzyskang z makrofagdéw klasy M1 prowadzi
do fosforylacji czynnika jadrowego NFkBp65 w miejscu Ser 536, jego translokacji do jadra
komorkowego, wzrostu poziomu biatka COX-2 i HIF1-a w warunkach normoksji tylko w HER-
2-ujemnnych komorkach DCIS. W nawigzaniu do uzyskanych wynikéw, stwierdzono takze,
ze zmiany w analizowanych procesach w HER2-ujemnych komoérkach DCIS zalezne
sg od aktywacji szlaku NFkB/COX2-HIF1-a. Interesujgce sa rowniez wyniki badan klinicznych,
opublikowane we wspomnianej weczesniej pracy w czasopis$mie Neoplasia, polegajace na ocenie
nacieku komorek uktadu immunologicznego w guzach DCIS bez amplifikacji HER2. Wykazano,
ze nie istnieje zwigzek pomiedzy komérkami TIIC a aktywnoscia receptora HER2, natomiast
analizy histologiczne potwierdzily w 9% przypadkéw wystgpowanie grup komorek
nowotworowych o wiekszej ztosliwosci (tzw. ,hot-spotow”), wykazujacych aktywnos¢ HIF1-a
w sgsiedztwie obszarow gestego nacieku TICC, ktdre byly obecne prawie wylacznie w HER2-
ujemnych komodrkach DCIS. Rozdzial konezy Podsumowanie, w ktdrym Autorka w pigciu
punktach zawarta najwazniejsze rezultaty swoich badan.

Mam réwniez uwagi do tego rozdziatu: 1/ W analizie wynikéw uzyskanych w badaniach
klinicznych Doktorantka wskazuje, ze ryciny nr 33 1 34 oraz tabele nr 2 i 3 zostaly zapozyczone
z publikacji Piasecka i wsp., 2020, natomiast nie wskazuje, ze niektére wyniki badan in vitro
réwniez zostaly opublikowane w tej samej pracy. W mojej opinii ta informacja powinna by¢
uwzgledniona w przedlozonej do oceny rozprawie. 2/ Czgsto mylgce i niespdjne sa opisy
uzyskanych réznic statystycznych w tekscie, w podpisach rycin i na wykresach. Podam tylko
jeden przyktad, ale takich przypadkéw jest zdecydowanie wigcej. Mianowicie, w tekscie (str. 55)
wskazano, ze ,,stymulacja IL-1B i TNF-a prowadzita do indukcji albo hamowania proliferacji,
odpowiednio komérek HER2-ujemnych i komoérek HER-2 dodatnich obu linii komérkowych”.
Z kolei, w podpisie ryciny 5 Autorka wskazuje, ze ,JL-1p i TNF-o indukujg proliferacje
komoérek HER2-ujemnych”, podczas gdy na rycinie zaznacza tylko hamowanie proliferacji
komérek HER2-dodatnich. Ponadto, biorac pod uwage brak odpowiedzi komdrek HER2-
uyjemnych linii MCF10A na badane cytokiny, podpis tej ryciny jest bardzo nieprecyzyjny. Moim
zdaniem, chyba lepszym rozwigzaniem bylaby oddzielna prezentacja komoérek HER2-ujemnych
i HER-2 dodatnich (oddzielnie dla obu linii), a do zaznaczenia réznic statystycznych mozna byto
zastosowa¢ literki (gdy przeprowadzono analizg¢ wariancji dla poréwnania wigcej niz dwoch
grup doswiadczalnych) i gwiazdki (gdy przeprowadzono test t-studenta dla poréwnania dwoch
grup eksperymentalnych). 3/ Mato precyzyjne i przekonywujace sg opisy poziomu bialek
analizowanych za pomocg metody Western Blot. Podam tylko jeden przyklad, ale jest
ich wiecej. Podpis ryciny 16 wskazuje, ze ,,I1-1P i TNF-a prowadzi do przyrostu COX-2 i HIF1-
a w komoérkach HER2-ujemnych”, jednak moja analiza reprezentatywnych blotow sugeruje,
ze ten wplyw wecale nie jest tak oczywisty i jest dosy¢ podobny w obu rodzajach komérek
(HER2-ujemnych i HER2-dodatnich), zwlaszcza w przypadku dzialania TNF-o. Moje
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watpliwosci budzi réwniez rycina 17, ktora przedstawia wplyw cytokin na ilo$¢ biatka CAIX
wobu typach komorek. Wskazanie wielkosci kD badanego biatka ulatwiloby analize
uzyskanych produktéw i prawidlowa interpretacje wynikéw. Konieczne byloby wykonanie
analiz statystycznych, uwzgledniajac ilos¢ biatka referencyjnego, i zestawienie analizowanych
wynikéw w kolumnach. Nie nalezy rozwazaé réznic w ilosci biatka, opierajac sie wylacznie
na reprezentatywnych blotach. Powinni$my je raczej analizowa¢ w kategoriach obecnosci biatka
w badanym materiale biologicznym.

Dyskusja obejmuje 12 stron maszynopisu i zawiera oméwienie uzyskanych wynikéw
w Swietle aktualnej literatury. W moim odczuciu jest wyczerpujaca, chociaz jak wczeéniej
wspominatam, niektére jej fragmenty mozna byto z powodzeniem przenies¢ do wezesniejszych
rozdzialow pracy. Prosze¢ o zwrocenie uwagi na pierwszy akapit rozdzialu (. 8-11),
ktory pozostaje nieco w sprzecznosci z punktem drugim Podsumowania. Stwierdzono w nim,
ze srodowisko prozapalne promuje proliferacje i inwazje komérek HER2-dodatnich a nie HER2-
ujemnych, jak wskazano w Podsumowaniu. Pracg konicza cztery wnioski, ktére syntetycznie
podsumowuja uzyskane przez Doktorantke wyniki. Ponadto, Doktorantka cytuje liczne
pismiennictwo (blisko 200 pozycji), co pozwolito wykazaé si¢ bardzo dobra znajomoscia
problematyki zwigzanej z tematem przedstawionej rozprawy doktorskie;.

Swoje uwagi i sugestie zawarlam po analizie kazdego z rozdzialéw. Na zakonczenie
swojej oceny prositabym Doktorantk¢ o odpowiedz, podczas obrony, na nastepujgce pytanie:
jaki problem badawczy, ktéry wylonil si¢ z Pani badan, uwaza Pani za najbardziej interesujacy
i zastugujacy na wyjasnienie w najblizszej przysztosci (dlaczego?).

PODSUMOWANIE

W podsumowaniu, nalezy stwierdzi¢, ze uzyskane przez Doktorantke wyniki istotnie
wzbogacajg wiedz¢ na temat mechanizméw regulujacych progresje komdrek DCIS w kierunku
fenotypu bardziej inwazyjnego. Dostarczaja nowych informacji o tym jak wazny jest wplyw
bodzcéw $rodowiska prozapalnego — poprzez zalezng od receptora HER2 aktywacje szlaku
sygnatlowego NFkB/COX-HIF1-a — na aktywno$¢ proliferacyjna i inwazje komérek DCIS.
Uzyskane wyniki podkreslaja rowniez, Ze heterogennos$¢ populacji komérek guza moze mieé
znaczenie w odpowiedzi komérek DCIS na czynniki prozapalne, a czynnik HF1-o moze
odgrywac wazng rol¢ jako marker predykcyjny progresji choroby.

Doktorantka wykazala si¢ szeroka wiedza z zakresu tematyki prowadzonych badan,
bardzo dobrym opanowaniem warsztatu badawczego oraz znajomoscia wielu nowoczesnych
metod badawczych. Na podstawie analizy ocenianej rozprawy doktorskiej mozna sadzié,
ze Doktorantka zdobyla niezbedne doswiadczenie i umiej¢tnosci przydatne w przyszlej pracy
badawczej. Czg$¢ wynikéw zostata juz opublikowana w czasopi$mie z IF wynoszacym blisko 6,
co $wiadczy o duzej wartosci naukowej prowadzonych badain. Mam nadzieje, ze przedstawione
powyzej uwagi i sugestie przydadzg si¢ w przygotowywaniu kolejnych publikacji oraz
w przyszlej pracy naukowe;j.

WNIOSEK KONCOWY

Uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. "Wplyw czynnikéw prozapalnych
mikroSrodowiska guza na indukcje fenotypu inwazyjnego komorek nablonkowych gruczotu
piersiowego” spelnia warunki okreslone w art. 13, Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. Nr 65, poz. 595 z p6zn.
zm.) i zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Uniwersytetu



Medycznego w Lodzi z wnioskiem o dopuszczenie mgr Dominiki Piaseckiej do dalszych

Toore Bopllee

etapéw przewodu doktorskiego.



