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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Natalii tabedz
Wplyw witaminy D3 na fibroblasty towarzyszace nowotworom

gruczotu sutkowego

Choroby nowotworowe sg ogromnym problemem medycznym i spotecznym. Mimo
nieustannych postepéw w ich diagnozowaniu i leczeniu, zapadalnoé¢ i umieralnoéé z tego
powodu jest wcigz wysoka. Do najczestszych naleza nowotwory gruczotu sutkowego.
Stanowig one heterogenng grupe o zréinicowanych cechach morfologicznych,
molekularnych i klinicznych. Poznanie tych wyktadnikéw, pozwolito na wprowadzenie
nowoczesnych, ukierunkowanych metod leczenia. Niemniej konieczne sg dalsze badania
procesow neogenezy, ale takze poznanie wszelkich czynnikéw srodowiskowych, w tym
zywieniowych, ktére moga mie¢ wplyw na zapadalnoéé i manifestacje kliniczng
nowotworéw gruczotu sutkowego. Doktorantka swoje zainteresowanie skierowafa na
witaming D3, ktéra powszechnie jest stosowana w wielu wskazaniach, czesto w sposéb
niekontrolowany. Przypisuje sie jej udziat w regulacji proceséw odpornosciowych, apoptozy,
migracji oraz proliferacji i réznicowaniu komédrek, w tym komdrek nowotworowych.
Wykazuja one ekspresje dla jej receptoréw, a nawet enzymy uczestniczgce w metabolizmie
metabolitéw tej witaminy. Uznaje sie, ze kalcytriol moze réwniez regulowac angiogeneze
guzow, adhezje i migracje komérek nowotworowych oraz ma wptyw na ich inwazyjnoéc.
Takie wtasciwosci potwierdzono w licznych badaniach nowotworéw réznych narzadéw.
Wyniki tych badan jednak s3 zréznicowane, zaréwno korzystne, jak i watpliwe. W badaniach
eksperymentalnych stwierdzano réwniez promowanie migracji komdrek nowotworowych
pod wptywem kalcytriolu. Wzglednie mato doniesier dotyczy tych badain w nowotworach
gruczotu sutkowego, co réwniez stanowito dla Doktorantki inspiracje do podjecia wtasnych
badan w tym temacie.

Celem badari byta ocena wplywu witaminy D; na fibroblasty towarzyszace
nowotworom gruczotu sutkowego. Wybér fibroblastéw do eksperymentu wynikat ze
znajomosci ich cech i roli w patogenezie choréb zapalnych i nowotworowych. Stanowig one

integralng czg$¢ guzéw nowotworowych i maja wptyw naich progresje przy udziale réznych



mechanizméw. Przypisuje sie im zdolno$¢ do zmiany macierzy, promowanie tworzenia
naczyn krwionoénych, pobudzanie proliferacji i migracji komorek nowotworowych, a takze
do zmian w ich metabolizmie. Z drugiej strony, pojawiajg sie réwniez doniesienia o ich
aktywnoéci przeciwnowotworowej, szczegolnie we wczesnych fazach rozwoju nowotworéw.
Te rozbiezne opinie réwniez uzasadniajg celowos¢ podjgcia witasnych badan.

W badaniach Doktorantka wykorzystata fibroblasty wyizolowane z guzéw i ptuc myszy
obarczonych komérkami raka gruczotu sutkowego oraz fibroblasty z guzéw sutka kobiet o
zréznicowanym poziomie metabolitu witaminy D3 w osoczu. W modelu hodowli
komérkowej fibroblastéw ocenita wptyw réznych dawek witaminy D3 na proces ich
aktywacji, z uwzglednieniem stanu hormonalnego i klinicznego pacjentek.

Innym waznym celem badan byta ocena wptywu fibroblastow stymulowanych kalcytriolem
na wiaéciwoéci komérek raka gruczotu sutkowego in vitro.

Bogaty program badan byt dobrze zaplanowany i w catosci zrealizowany, przy uzyciu wielu
metod diagnostycznych, w tym testow immunoenzymatycznych, cytometrii przeptywowej,
immunofluorescencji, taficuchowej reakcji polimerazy (real-time PCR) i izolacji magnetycznej
komorek. Eksperymenty na zwierzetach zostaty przeprowadzone za zgoda | Lokalnej Komisji
Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzgtach we Wroctawiu (nr uchwaty 66/2018) oraz zgodnie z
Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady nr 2010/63/EU na temat ochrony zwierzat
laboratoryjnych.

Bogaty program badan zapewnit wiele cennych wynikéw. Na ich podstawie
Doktorantka sformutowata nastepujace wnioski:

1. Wysoki poziom metabolitéw witaminy D3 w osoczu myszy wywiera odmienny efekt
w fibroblastach obecnych w miejscu przerzutowania i CAFs guza pierwotnego

w mysich modelach raka gruczotu sutkowego 4T1 EQ771.

2. Zwiekszenie poziomu metabolitéw witaminy D3 w osoczu myszy obarczonych 4T1
skutkuje rozwojem fibroblastéw opornych na czynniki promujace ich aktywacjg

w miejscu przerzutowania. Wskazuje na to obnizenie poziomu aSMA, PDGFRp

i TNC w komérkach.

3. Deficyt witaminy D3 w organizmie myszy obarczonych komdrkami raka gruczotu
sutkowego 4T1 wraz z administracja kalcytriolu zwiekszaja poziom aSMA, PDPN

i TNC w fibroblastach obecnych w miejscu przerzutowania, uwrazliwiajac je na

czynniki promujace ich aktywacje.



4. Zaréwno wysoki poziom metabolitéw witaminy D3 w osoczu, jak i administracja
kalcytriolu do organizmu myszy obarczonych komérkami EQ771, w ktérym juz
rozwinat sig rak gruczotu sutkowego moze skutkowa¢ powstawaniem CAFs o tym
samym fenotypie (PDPN+, TNC+) $wiadczacym o zwiekszonej aktywacji

i whasciwosciach pronowotworowych, zaréwno w kontekécie immunosupresji, jak

i promocji proceséw zaangazowanych w przerzutowanie raka gruczotu sutkowego.

5. Stymulacja ex vivo CAFs pochodzacych od pacjentek o zréznicowanych cechach
klinicznych za pomoca kalcytriolu moze zaréwno promowa¢ i hamowa¢
pronowotworowg aktywnos¢ fibroblastéw.

6. W przypadku CAFs pochodzacych od pacjentek z deficytem witaminy D3 stymulacja
ex vivo pokazuje przewazajgcy przeciwnowotworowy efekt kalcytriolu. Obnizeniu
ulega poziom CCL2, TNC, IDO1 i MMPs zaangazowanych w indukcje stanu
immunosupresji i promocje przerzutowania. Komérki raka gruczotu sutkowego linii
MDA-MB-231 stymulowane medium znad CAFs pochodzgcych od pacjentek

z deficytem witaminy D3 wykazuja obnizony poziom OPN i ZEB1 - waznych
induktoréw progresji raka gruczotu sutkowego.

7. Dziatanie kalcytriolu ex vivo nie zalezy wytagcznie od samej charakterystyki CAFs, ale
i od podtypu komérek raka gruczotu sutkowego, na jaki oddziatujg. Stymulowane
kalcytriolem CAFs moga zwigkszac (wzrost poziomu OPN) lub obnizaé (obnizenie
tempa migracji) ztosliwos¢ komdrek MCF-7 (typ luminalny A) tak, jak i obniza¢
ztosliwosé komorek potréjnie ujemnego raka gruczotu sutkowego MDA-MB-231
poprzez obnizenie poziomu OPN.

8. Biorac pod uwage niejednoznaczny wptyw witaminy D3 i kalcytriolu in vivo i ex vivo
niezbgdne sg dalsze badania, ktére pozwolg jednoznacznie rozstrzygnaé zasadnoéé

suplementacji witaming D3 w réznych podtypach raka gruczotu sutkowego.

Na podstawie tych niejednoznacznych wynikéw Doktorantka wnioskuje, ze

fibroblasty towarzyszagce nowotworom stanowia heterogenna grupe komoérek, a efekt

kalcytriolu na rézne ich podgrupy moze by¢ odmienny. Witamina D3 moze zaréwno wpierac

pro-nowotworowg aktywnosé fibroblastow, jak i jg hamowad.

Doktorantka podkredla réwniez, ze dziatanie kalcytriolu na komérki nie zalezy wytacznie od

samej charakterystyki fibroblastéw, ale i od podtypu raka gruczotu sutkowego na jaki

oddziatuja.



Biorac pod uwage niejednoznaczny wplyw witaminy Dz in vivo i ex vivo, Doktorantka
wnioskuje, ze niezbedne sg dalsze badania, ktére pozwolg ustali¢ zasadnos¢ i granice jej
suplementacji w réznych podtypach gruczotu sutkowego. Panujgce przekonanie o znaczacym
dziataniu przeciwnowotworowym witaminy D3 wymaga naukowego potwierdzenia w
dalszych badaniach. Wyniki badai Doktorantki moga by¢ pewnym ostrzezeniem przed
nadmierng i bezwarunkowg suplementacja tej witaminy w chorobach nowotworowych.
Poziom zwigzkéw biologicznie aktywnych, takich jak hormony, neuroprzekazniki, a takze
witaminy, nie moze by¢ zbyt wysoki, jak i zbyt niski. Naruszenie ich hemostazy skutkuje
zaburzeniem proceséw metabolicznych w organizmie i promuje powstawanie i choréb. W
tym konteks$cie, wyniki uzyskane przez Doktorantke maja wazne znaczenie poznawcze, ale i
implikacje utylitarne.

Oproécz wartosci merytorycznych rozprawa doktorska wyrédznia sie:
e szczeg6towym wprowadzeniem i uzasadnieniem celowosci podjetych badan
e starannym doborem materiatu do badan
e precyzyjng metodyka badan
e wzorowo przeprowadzona analizg statystyczng wynikow
e przejrzystym przedstawieniem uzyskanych wynikow
e rzeczowo przeprowadzong dyskusjg

e obszernym i aktualnym pismiennictwem

W bardzo obszernej dysertacji trudno byto unikngé drobnych uchybien jezykowych,
ktére w zadnym stopniu nie wplywajg na jej wartosc.

Szczegétowe podsumowanie wynikbw w osobnym podrozdziale utatwia ich
zrozumienie i ogdlng ocene. Natomiast pewng uwage budzg wyciggniete wnioski. Chociaz
odpowiadajg na zaplanowane cele pracy, mogtyby by¢ bardziej uogélnione, z pominigciem
licznych skrotéw. Ograniczenie licznych skrétéw wyrazowych nie umniejszytoby wartosci
pracy i zasad jej konstrukcji naukowe;j.

Rozprawa doktorska liczy 191 stron, zawiera 10 rozdzialéw wraz z podrozdziatami i
zatgcznikami, 18 tabel i 64 rycin. Starannie dobrane i aktualne pi$miennictwo obejmuje 305
pozycji, zawartych w wiekszoéci w miedzynarodowych czasopismach o uznanej randze

naukowej. Zredagowana jest zgodnie z przyjetymi zasadami, z zachowaniem odpowiednich



proporcji miedzy rozdziatami. Wyréznia sie dobrym opracowaniem statystycznym i
technicznym. Stanowi samodzielny dorobek naukowy, ktéry jest kontynuacja wcze$niej
prowadzonych badar. Rozprawa spetnia wszystkie ustawowe warunki stawiane tego typu
opracowaniom.

W zwigzku z powyiszym z petnym przekonaniem sktadam wniosek do Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu o

dopuszczenie mgr Natalii tabedZ do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesdnie wnioskuje o wyréznienie recenzowanej dysertacii.

tédz, 10.03.2023 Recenzent - dr hab.n.med.prof.UM

Cezary Chojnacki
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Wniosek
o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Natalii tabedz
nt.: Wptyw witaminy D3 na fibroblasty towarzyszqce nowotworom gruczotu sutkowego

Choroby nowotworowe sg ogromnym problemem medycznym i spotecznym. Mimo
postepéw w diagnostyce i leczeniu nadal konieczne sg badania nad poznaniem wszelkich
czynnikéw, w tym srodowiskowych i zywieniowych, ktére mogg mie¢ wptyw na zapadalnosé i
historie naturalng tych choréb. Doktorantka swoje zainteresowania skierowata na witamine
D3, ktérg powszechnie uwaza sie za substancje przeciwnowotworowa i zaleca sie
suplementacje w sposéb niekontrolowany. Gtéwnym celem badarn byta ocena wptywu tej
witaminy na fibroblasty towarzyszace nowotworom gruczotu sutkowego. W obszernych
badaniach na modelu zwierzecym i materiale ludzkim uzyskata wiele interesujacych, chociaz
niejednoznacznych wynikédw. Na podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wnioskuje, ze
fibroblasty towarzyszace nowotworom stanowig heterogenna grupe komorek, a efekt
witaminy D3 na rézne ich podgrupy moze by¢ odmienny. Witamina D3 moze zaréwno wpieraé
pro-nowotworowag aktywnos¢ fibroblastéw, jak i jg hamowac. Doktorantka podkresla rowniez,
ze dziatanie kalcytriolu na komérki nie zalezy wytgcznie od samej charakterystyki fibroblastéw,
ale i od podtypu raka gruczotu sutkowego na jaki oddziatujg. Wnioskuje rowniez, ze niezbedne
sg dalsze badania, ktére pozwolg ustali¢ zasadnos¢ i granice jej suplementacji w réznych

podtypach gruczotu sutkowego.
Oproécz cennych wartosci merytorycznych rozprawa doktorska wyrdznia sie:

e szczegétowym uzasadnieniem celowosci podjetych badan;
e starannym doborem materiatu do badan;

e nowoczesna metodyka badan;

e przejrzystym przedstawieniem uzyskanych wynikow;

e rzeczowo przeprowadzona dyskusjg;

e obszernym i aktualnym pismiennictwem.

Wszystkie powyzsze walory stanowig uzasadnienie przedstawionego wniosku.

dr hab. n. med.prof.UM Cezary. Chojnacki
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