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,Charakterystyka makrofagow towarzyszacych rakom gruczolu sutkowego w kontekscie

wplywu witaminy D na mikro$rodowisko guza”

Choroby nowotworowe sg wedtug danych WHO drugg przyczyna $mierci na $wiecie (jedna na
sze$¢ $mierci jest z ich powodu), a rocznie na choroby nowotworowe umiera ok. 10 mln os6b. W 2020
r. zyto 7.8 miliona kobiet (mezezyzni stanowia tylko 0.5-1% przypadkow), u ktorych zdiagnozowano
nowotwor gruczotu piersiowego (powszechnie znany jako rak piersi) w ciaggu ostatnich 5 lat, co czyni
go najczesciej wystgpujacym nowotworem na Swiecie. Choé sukces terapii w leczeniu tego typu
nowotworu jest wysoki, w krajach o wysokim dochodzie moze si¢ga¢ nawet 90%, to krytycznym jest
wezesne rozpoznanie i whasciwa terapia. Ponadto ten typ nowotworu jest zréznicowany, a niektore jego
formy charakteryzuje znacznie mniej optymistyczny odsetek wyleczen. Dlatego badania dazace do
poznania nowych mechanizmow przyczyniajacych si¢ do rozwoju oraz przerzutowania tego typu
nowotworéw sg bardzo istotne i mogg wspomagaé tworzenie nowych terapii. W tym zakresie
szczegblnie istotne sa badania mikrosrodowiska nowotworu (ang. tumor microenvironment, TME), a
nie tylko samych komorek nowotworowych. Na TME sktadajg si¢ liczne komorki zwigzane z tkankg
gczna/macierzg zewnatrzkomorkowg (ang. extracellular matrix, ECM) jak fibroblasty i bialka ECM,
komorki $rodblonka naczyniowego, leukocyty i rozpuszczalne czynniki, w tym cytokiny czy
mikropecherzyki, wydzielane przez te komorki. W obrebie leukocytow, jedng z najwazniejszych

populacji w TME sa makrofagi zwigzane z nowotworami tzw. TAM (ang. tumor-associated
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macrophages), komérki o duzej plastycznodei i heterogennosei, ktére mogg stanowi¢ nawet do 50%
masy litych nowotworéw. Niestety TAM charakteryzuje gltownie fenotyp przeciwzapalny, pro-
nowotworowy, wspomagaja one zmutowane komorki takze troficznie. Biorge pod uwage powyisze
fakty, mie jest zatem zaskakujacym, ie Doktorantka skoncentrowala swoje badania na
makrofagach powigzanych z nowotworem gruczolu sutkowego, a konkretnie nad wplywem na
funkcjonowanie tych komoérek, a takie na sam rozwdj nowotworu, witaminy Ds.
Epidemiologiczne i eksperymentalne dane mocno wskazujg na odwrotng korelacje migdzy niskim
poziomem tej witaminy w organizmie a zachorowalnoscia na takie typy nowotworéw jak rak jelita
grubego, nowotwor gruczolu krokowego, nowotwory hematologiczne czy wilasnie nowotwor gruczotu
sutkowego.

Od opisania tych ostatnich danych Doktorantka rozpoczyna Wstep, a nastgpnie opisuje wyniki
swojego zespotu (jedna publikacja), ktore wskazujg ze aktywna forma witaminy D3 oraz jej analogii
wzmagaja zalezny od osteopontyny i limfocytow Th17 proces przerzutowania w mysim modelu raka
piersi wywolanego przez lini¢ 4T1 u miodych myszy. A zatem efekt przeciwstawny do licznych
danych literaturowych, podkreslajac potrzebe wyjasnienia mechanizméw tego zjawiska. W dalsze;
czesci Wstepu Doktorantka kolejno wprowadza czytajagcego w tematyke badan: charakteryzuje same
TAM, model nowotworu, role TAM w nowotworze gruczotu sutkowego, witaming D3 oraz
wspomniane juz zaleznosci miedzy jej poziomem a przebiegiem raka piersi. Wstep dobrze
wprowadza do przedmiotu rozprawy, cho¢ by¢ moze wigksza liczba rycin (zawarte sg dwie skromne
ilustracje) ulatwilaby przyswojenie informacji zawartych na 25 stronach. We Wstepie znalazio si¢ kilka
niescistosei, np. sformutowanie ,,liczba makrofagéw we krwi” (str. 20), okreslenie biatka p53 bialkiem
pro-apoptotycznym (str. 32), przy jego szerokim spektrum dziatania, czy ponownego rozwijania
niektorych skrotéw zawartych w spisie poprzedzajacym Wstep. Proces hipoksji, czesto rozpatrywany
przez Autorke, nigdy nie zostal zdefiniowany/opisany. Zalozenia i Cel pracy poprzedzone sg mini
wstepem, wyszczegélniono takie 5 celow szezegolowych, niestety rozdzial tem nie zawiera
hipotezy naukowej bedacej podstawg rozprawy.

Rozdzial Materialy i Metody jest dobrze opracowany, wspomagajg go tabele i schematy
eksperymentéw, co ulatwia zrozumienie ich nierzadko skomplikowanego charakteru. W rozdziale tym
brak informacji o liczbie myszy i pacjentéw na grupg i cho¢ sg one zawarte na zdecydowanej
wiekszodci ryein w rozdziale Wyniki, brak ich na Ryc. 7 (myszy) oraz Ryc. 16/17/18/20 (liczba
powtérzen). W przypadku probek od pacjentow, informacje te sg bardzo rzetelnie przedstawione na
kazdej rycinie i to osobno dla kazdej grupy pacjentow.

Przedmiotem badan byly zaréwno komérki mysie jak i zwierzece, a liczba ukladow

eksperymentalnych, zastosowanych metod badawczych i uzyskanych wynikéw jest ogromna. Za
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bardzoe waina zalete rozprawy uwazam wlasnie rownoczesne przeprowadzenie badan na modelu
mysim choroby i prébkach klinicznych od pacjentek z nowotworem gruczotu sutkowego.

Cho¢ jak wspomniatam powyzej, rozdzial Materialy i Metody uwazam za dobrze opracowany
mam kilka pyta do Doktorantki odnoszacych sig do jego pewnych podrozdziatow:

- nie znalaztam informacji jak oznaczano liczbe monocytow we krwi myszy (T abela 8)

- podkreslano, ze sprawdzano zywotno$¢ komorek wyizolowanych z myszy testem bigkitu trypanu
(np. str. 44), ale nie podano tej wartosci; wartoéei nie podano takze dla monocytow ludzkich, nie
okreélono takze testu (str. 48)

- jak sprawdzano sukces zréznicowania si¢ komoérek w BMDM i MDM?

- bramkowanie przedstawione na Ryc. S-1 jest nieinterpretowalne ze wzgledu na rozmiar czeionki
i jakos¢ druku (rozmazana czcionka). Proszg o jego przedstawienie na obronie.

- w celu wyizolowania monocytow z krwi ludzkiej zastosowano metode izolacji sorterem
magnetycznym. Byla to izolacja pozytywna, w ktdrej przeciwciata anty-CD14 przylaczaly si¢ do tego
markera na monocytach. W metodzie tej przeciwciala sg polgczone z kulkami magnetycznymi, ktore
pozostaja przytaczone do komérek po zakonezeniu procedury. Selekcja pozytywna jest szybsza i tafisza
niz negatywna, ale obarczona ryzykiem, ze przylgczone kompleksy mogg wplywa¢ na fizjologiczne
funkcjonowanie komérek dziatajac jak ich blokerzy lub agonisci. Dlaczego zastosowano takie
podejscie w dobrze metody, jak weryfikowano wplyw kompleksow przeciwciato-kulka na monocyty?

- str. 47 ,,Wykonano sprawdzenie czystodci izolacji (...) stosujac przeciwciala anty-CD14 BV-421
oraz anty-CD45”. Nie wyjasniono jaki sygnal/wartosci uznawano za oznaczajgce czystos¢ monocytow,
ani jakie wyniki uzyskano.

- dlaczego nie réznicowano monocytow w fenotyp M2b?

- we wszystkich badaniach ex vivo, makrofagi byly stymulowane LPS przed oznaczaniem danych
parametrow. Jak wygladaly wyniki w przypadku TAM wyizolowanych z tkanek myszy z nowotworem
a niestymulowanych LPS, czy przeprowadzano takie oznaczenia?

- badania réznych populacji monocytow/makrofagéw: czy dodanie LPS po ich zréznicowaniu

zmienialo fenotyp komorek? Czy powracaly do fenotypu M1? Czy bylo to sprawdzane?

Rozdzial Wyniki jest zdecydowanie najobszerniejszym rozdzialem rozprawy. Doktorantka
starannie opisuje kolejne doswiadczenia i uzyskane dane, s3 one takze zaprezentowane na licznych
przejrzystych rycinach i w tabelach. Podrozdziaty dotyczace badan na modelu mysim, a potem
kliniczaym, konczg si¢ wstgpnym podsumowaniem wynikow, co uwazam za pomocne Ww

uporzadkowaniu takiej liczby danych. Liczba ta jest zardwno zaletg jak 1 wadg rozprawy i na pewno
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byla utrudnianiem dla Doktorantki w wyciagnigciu wnioskow koncowych, do czego odniose¢ sie dalszej
czescei recenzji.

Ze wizgledu na obszermo$¢ pracy, ponmizej przedstawi¢ te wyniki, ktére uwazam za
najwazniejsze i bedace, w mojej opinii, najwazniejszymi osiagnigciami rozprawy:

. Potwierdzenie, ze w przypadku niektorych nowotworéw gruczotu sutkowego typu
przerzutujacego (4T1), nadmierna suplementacja witaming D3 moze zwigksza¢ ich przerzutowanie.
Podobne obserwacje przeprowadzono w przypadku dodatkowego podania kalcytriolu (1,25(0OH)2D3,
aktywnej formy witaminy D3. Zwigzek ten ma jednak bardzo krotki czas pottrwania i jest usuwany z
organizmu po ok. 3-5 (doi: 10.5603/EP.a2023.0008) lub  5-8  godzinach  (doi:
https://doi.org/10.1210/j¢.2015-3910). Biorge pod uwagg, ze zwierzeta otrzymywaly dawki kalcytriolu
co 2 dni, poprosze Doktorantke o skomentowanie tych dwoch faktow. Jaki fizjologiczny proces
nagladowalo podanie od razu aktywnej formy witaminy D3 versus formy wyjsciowej, ktora moze ulec

fizjologicznemu metabolizmowi w organizmie?

I1. Wykazanie, ze w powyzszym ukladzie eksperymentalnym, rownoczesnie nie dochodzi do
wzrostu samego guza, sugerujac, ze skoncentrowanie si¢ na obserwacji tylko tego parametru w
warunkach klinicznych moze by¢ mylgce.

I1I. Potwierdzenie fenotypu M2 komérek TAM izolowanych z powyzszych guzow (4T1) 1 jego
skorelowanie z poziomem ostepontyny, a takze wykazanie nasilenia tego fenotypu w przypadku
podniesionego poziomu witaminy Ds. Jednak zmiany w kierunku fenotypu M2 obserwowano takze w
przypadku nowotworéw nieprzerzutujgeych (linie 67NR i E0771), czy zatem sam fenotyp jest
krytyczny, decydujacy w zakresie zwigkszonego przerzutowania w przypadku guzoéw 4T1 pod
wplywem witaminy D37

Jezeli chodzi o analizy fenotypowe komoérek BMDM, zaréwno na poziomie markerow
powierzchniowych, ekspresji genéw, jak 1 wydzielanych biatek, wyniki te naleza do trudno
interpretowalnych. Wynika to z faktu, ze réznice sg zniuansowane, czesto potencjalne roznice
wykazuja tylko tendencj¢, ale nie osiggaja istotnosci statystycznej i niekoniecznie koreluja ze soba.
Cze$é wynikéw jest niezrozumiata w kontekscie istniejacej literatury naukowej, jak bardzo niski
poziom wydzielanej 1L-23. Nie sa to zarzuty do samej Doktorantki, takie wyniki otrzymata, jednak
wymagaja zaznaczenia. W tej czgsci pracy, waznym podejsciem bylo wykonanie dodatkowych badan
na BMDM pochodzacych od zdrowych myszy, nieobarczonych nowotworem, a stymulowanych
medium kondycjonowanym znad komorek nowotworowych. Jako powod tych ostatnich badan
Doktoranta podaje, ze ,.komorki BMDM pochodzace od myszy obarczonych komorkami 4T1 okazaty

sic by¢ w jakim§ stopniu zanieczyszczone komorkami nowotworowymi”, Ktére wyniki na to
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wskazuja? Jaki byt to odsetek komérek i jak je wykryto? Jak Doktorantka thumaczy roznice migdzy
tymi dwoma uktadami eksperymentalnymi - praktycznie brak réznic fenotypowych w BMDM od
myszy z guzem versus BMDM stymulowane nadsgczami snad 4T1, w ktorych wykryto wiele roznic?
Czy tylko ewentualne zanieczyszczenie komorkami nowotworowymi?

V. Charakterystyka linii 4T1, EO771 i 67RN pod katem ekspresji receptora dla witaminy D3
(VDR) oraz bialek istotnych dla jej przemian W organizmie — CYP27BI (hydroksylaza
przeksztalcajaca kalcydiol w kaleytriol) i CYP24Al (hydroksylaza odpowiedzialna za katabolizm
kaleytriolu). Co ciekawe jedna z linii nieprzerzutujgeych (E0771) miata podobny wzor ekspresji, na
poziomie genu, dla VDR i CYP24A1, ale na poziomie biatka CYP24A1 byl zwiekszony tylko w
przypadku przerzutujacej linii 4T1. Ten enzym jest odpowiedzialny za hydrolize kaleytriolu. Jak w
kontekscie tego wyniku intepretuje Pani wyniki wszystkich powyzszych badan, czy linia 4T1 nie
powinna efektywniej hydrolizowa¢ kalcytriol, podczas gdy wydaje si¢ by¢ na niego najbardziej
wrazliwa?

V. Podobnie jak w przypadku wynikow z badafi nad BMDM, makrofagi réznicowane z krwi
pacjentek z nowotworem (okreslane jako MDM), byly bardzo skomplikowane, a réznice fenotypowe
obserwowane w réznych subpopulacjach tych komorek sa trudne w interpretacji. Niemniej mozna
wyciggna¢ wniosek, Ze prawidlowy poziom witaminy D3 u pacjentek przed menopauza korelowal z

polaryzacja w kierunku M1, natomiast w przypadku rozsianej form nowotworu, w fenotyp M2.

Rozdzial ,Dyskusja” jest poprawnie napisany, po nami zalaczono ,» Whioski”. Z nie
wszystkimi z nim w petni si¢ zgadzam i tak:

-wniosek 3: ,,Ostepontyna odgrywa kluczowg role w procesie przerzutowania komorek 4T1 (...)”
Doktorantka obserwowata tylko korelacje migdzy jej poziomem 1 przerzutowaniem, nie blokowala ani
receptora dla tego biatka ani nie stosowata antagonistow czy przeciwciat neutralizujacych
osteopontyng.

-wniosek 5: ,,Wysoka ekspresja CYP24A1 oraz niska ekspresja VDR s3 czynnikami
warunkujacymi brak wrazliwosci komérek nowotworowych na przeciwproliferacyjng aktywnos¢
kaleytriolu”. Istotnie, oba te zjawiska moga sprzyjac mniejszej wrazliwosci na kaleytriol linii 4T1, cho¢
bezposrednio (Patrzy wyzej) tego nie badano, ale jak wytumaczy¢ fakt, ze witamina D3 i kalcyriol

wrecz zwickszaty przerzutowanie linii 4T17?

Rozprawa jako calo$¢ liczy 174 strony, zawiera 30 rycin, 12 tabel oraz suplement z 6

rycinami i 4 tabelami. Rozdzial ,,Literatura” obejmuje 339 pozycji, by¢ moze zbyt wiele biorac



pod uwage mozliwos¢ szczegdlowego zapoznania si¢ z calymi artykufami. Niestety rozdzial ten zostat
przygotowany bez zachowania starannosei 1 wystepujg w nim liczne bledy. Wydaje sig, ze w trakeie
jego przygotowania zastosowano jedng z dwoch taktyk: przekopiowania w  calosci danych
bibliograficznych dostepnych w PubMed, w takiej formie w jakiej si¢ tam znajduja, albo zastosowano
jeden z programéw wstawiajacych cytacje do tekstu typu Mendeley, ktore pobieraja cytacje
bezposrednio z PubMed, co powoduje, Ze s3 one obarczone tymi samymi bledami, o ile nie dokona si¢
ich korekty.

Iista bledow zawartych w , Literaturze:

- nazwy czasopism przedstawiane sg niekonsekwentnie albo jako skroty albo w petnym brzmieniu
(przyktadowe pozycje: 15 vs. 16,38 vs. 39, 140 vs. 141, 229 vs. 230 itd)

- w kilku przypadkach, podany jest skrot wlasny nazwy czasopisma, a nie oficjalny, np. OTT (45, 98),
[IMS (194), DDDT (266), WICO (274).

- w wiekszosci artykutow podano tylko 3 pierwszych autoréw, a nastgpnie dodano formute ,,et al.” Ale
nie jest ona stosowana konsekwentnie i wielokrotnie wymienieni sa wszyscy autorzy (przyktadowe
pozycje: 87, 90, 92, 98-100 itd.)

- 7 kolei czasami przedstawiony jest tylko jeden autor a brak jest pozostatych (przyktadowa pozycja:
274)

- w kilku przypadkach w ogole nie podano autorow (przyktadowe pozycje: 72, 318)

- w kilku przypadkach nie podano czasopisma (przyktadowe pozycje: 20, 201, 224 itd.)

- kursywa jest generalnie uzywana w nazwach czasopism (choé¢ czasem jej brak, np. w 39), ale
czasami w tytule (np. 33)

- czasami jedyna informacja w miejscu, w ktorym powinien by¢ rok, tom i numery stron to pojedyncza
cyfra/liczba (przykladowe pozycije: 69, 129, 202, 212,245, 263, 290, 298), niepelne dane takze w 148,
160.

- w afiliacjach znajduja si¢ zwroty ,,published online on.. .” charakterystyczne dla PubMed
(przyktadowe pozycje: 10, 20 itd)

- niektdre tytuly, badz nazwy czasopism, zapisano kapitalikami (przykladowe pozycje: 7, 135, 160,

178 itd)

Cho¢ rozprawa ma charakter monografii, w poczatkowych rozdzialach podkreslono, ze czgs¢ wynikow
zostata juz opublikowana w dwéch dobrych publikacjach (IF>6, punkty MEiN = 140). W pierwszej z
nich Doktorantka jest pigtym Autorem, a w kolejnej drugim. W przypadku artykulu opublikowanego
w Nutrients opisano wklad w eksperymenty poszczegolnych Autoréw, cho¢ nie przedstawiono ich w
tradycyjnej formie procentowej, nie wymieniono tez ktore dokfadnie wyniki zawarte w rozprawie
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zostaly weczesniej opublikowane (np. postugujac si¢ numerami rycin). W przypadku drugiej z

publikacji w Cancers, nie odnalaztam Zadnych informacji w powyzszym zakresie.

Reasumujac, uwazam, ze dobrze zaplanowane i przeprowadzone eksperymenty, przyniosty
rezultaty, ktére doktorantka opisala w jasny i szczegélowy sposéb, poddajac je krytycznej, cho¢
trudnej ocenie. Poprosze Doktorantke o ustosunkowanie si¢ do moich uwag i ich dyskusje w trakcie
obrony.

Bledy, ktére z obowigzku recenzenta wyliczam, nie wplywaja, na moja wysoka oceng
merytoryczng recenzowanej pracy. Moim zdaniem uzyskane przez Doktorantke wyniki, bedace
efektem dobrze zaplanowanych badan oraz konsekwentnie przeprowadzonych doswiadczen, w istotny
sposob uzupelniajg i poszerzajg istniejgca wiedz¢ na temat funkcjonowania makrofagow w
mikrosrodowisku nowotworu gruczotu piersiowego modulowanego zréznicowanym poziomem witaminy
Ds. Na pewno sg takze dobra podstawg do kontynuowania badai w tym zakresie, ktére pozwolg w petni

zrozumie¢ zachodzace procesy.

Uwazam zatem, ze rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6z. zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 z dnia 3 lipca 2018 r.
Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz.
1669 z péi. zm.) i zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu o dopuszczenie

Pani mgr Martyny Stachowicz-Suhs do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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