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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani Natalii Labedz

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej Pani Mgr Natalii tabedz
jest: ,\Wptyw witaminy D3 na fibroblasty towarzyszace nowotworom gruczotu sutkowego”.

Promotorami pracy sg: Pani prof. dr hab. Joanna Wietrzyk, Laboratorium
Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej, Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalne;
im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu; oraz Pan prof. dr hab. Rafal Matkowski
z DoInoslaskiego Centrum Onkologii, Pulmonologii i Hematologii we Wroctaw.

1) Ocena merytoryczna

a) trafno$¢ podjetej tematyki i jej oryginalno$é.

Nowotwory stanowig powazny problem zaréwno medyczny, jak i spoteczny. Szacuje
si¢, ze co najmniej 1,5 miliona kobiet zapada rocznie na nowotworu gruczotu sutkowego,
a nowotwér ten jest zarazem najczestszg przyczyng zgonu w tej grupie. Proces
nowotworzenia jest skomplikowany i wieloetapowy. Od niedawna wiadomo, ze nie tylko
komorki nowotworowe sg odpowiedzialne za wzrost i progresje guza, ale réwniez istotne jest
jego mikrosrodowisko. W tkance guza normalnie wystepujace komorki organizmy, takie jak
fibroblasty, czy komorki uktad odpornosciowego (makrofagi oraz limfocyty), ulegajg
»przeprogramowaniu”, tracgc swoje potencjalne wiasnosci przeciwnowotworowe. Takie
zmienione fibroblasty zwigzane z guzem (ang. CAFs), wspomagaja proliferacie komorek
nowotworowych, utatwiajg jego progresje oraz przerzutowanie. Witamina D oraz jej aktywna
forma 1,25(0H)2Ds nie tylko odgrywa istotng role w regulacji gospodarki wapniowo-
fosforanowej, ale rowniez reguluje aktywnos¢, wzrost i réznicowanie wielu typéw komoérek, co
wskazuje na jej potencjalne zastosowanie w profilaktyce oraz terapii nowotworéw.

Rozprawa doktorska mgr Natalii Labedz jest kontynuacjg badan prowadzonych przez
zespot Prof. dr hab. Joanny Wietrzyk nad mechanizmami aktywowanymi przez witamine D
w komérkach nowotworowych oraz mikroérodowisku guza ze szczegblnym uwzglednieniem
fibroblastéw towarzyszacych nowotworom gruczotu sutkowego. Przedstawiona do oceny
rozprawa doktorska przygotowana zastata w formie monografii (Na podstawie, Art. 179 ust.
6-9 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r, poz. 1669 z po6zn. zm.). Manuskrypt zawiera,
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191 ponumerowanych stron, w tym, 54 ryciny oraz 18 tabel. Praca zawiera réwniez
zatgceznik, w ktérym umieszczono 12 dodatkowych rycin. Rozprawa powstata w oparciu
o grant NCN pt. ,Wplyw witaminy D na makrofagi i fibroblasty towarzyszace
nowotworom gruczotu piersiowego” 2017/27/B/NZ5/01167, a uzyskane wyniki zostaty juz
czesciowo publikowane w ramach dwdch publikacji (Nutrients. 2020 Nov;12(11):3416 oraz
Cancers. 2022 Jan;14(19):4585), w ktorych Pani mgr Natalii Labedz jest odpowiednio
czwartym oraz pierwszym autorem. | chociaz autorka nie zamiescita oswiadczen
wspofautoréw okreslajgcych ich udziat w powstaniu ww. prac, to pewna sugestia moze by¢
tekst umieszczony w rozdziale ,Wyniki" na stronie 77-78. Fragment ten wskazuje na to,
ze mgr tabedz zajmowata sie opiekg nad zwierzetami i wykonata cze$¢ sekcji badanych
zwierzat, w ramach do$wiadczen opisanych w czasopi$mie Nutrients. Zgodnie z informacjami
zawartymi w drugiej pracy (Cancers), mgr tabedz brata udziat w opracowaniu metodologii,
wykonaniu zadan badawczych, wizualizacji wynikéw oraz przygotowaniu manuskryptu, a wiec
jej udziat byt istotny. Nalezy podkre$li, ze znaczna cze$é badan (badania na materiale
klinicznym) nie zostata jeszcze opublikowana i powinna by¢ traktowana, jako monografia
autorki. Wydaje sie, wiec, ze udzial mgr Natalii tabedz w wykonaniu czesci
doswiadczalnej oraz przygotowaniu przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej byt
znaczacy.

b) opis uzyskanych wynikéw

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Labedz sktada sie z dwdch czeéci, pierwszej
dotyczacej doswiadczen na fibroblastach wyizolowanych z myszy, ktére karmione byly
paszg o roznej zawartosci witaminy Ds (1001U/kg — niedobér, 10001U/kg — optymalna dawka
oraz 5000lU/kg - zwigkszona dawka). Dodatkowo, zwierzgtom podawano ortotopowo
komorki mysich linii raka gruczoty piersiowego o réznej zdolnosci do przerzutowania (4T1 -
przerzutujace, 67NR - stabo przerzutujace, E0771 - nieprzerzutujace). Nie znalaztem
jednak opisu w pracy, ani publikacji, w jaki sposéb oraz w jakie miejsce podawane byty
komérki nowotworowe. Druga cze$é prezentowanych badan opierata sie o fibroblasty
wyizolowane z guzéw pochodzacy od pacjentek z nowotworem gruczotu sutkowego
o réznym zaawansowaniu choroby, réznym wieku (przed menopauzg lub po menopauzie) oraz
0 réznym poziomie 25(OH)D3 w surowicy (poziom optymalny >30 ng/mL, wartosci ponizej 30
ng/mL okreslano jako deficyt). W przedstawionych badaniach oceniano wptyw suplementacji
(poziomu 25(0OH)D3) lub podania 1,25(0OH)2Ds (tylko model mysi) na wtasnosci fibroblastow
izolowanych z guzéw pierwotnych, przerzutéw do ptuc; w poréwnaniu do fibroblastow
pochodzacych ze zdrowych tkanek. Wazng czescig pracy, byto scharakteryzowanie ekspresji
markeréw komorek CAFs oraz czynnikow wydzielanych przez te komorki, ktore mogtyby mieé
wptyw na wzrost komérek nowotworowych linii pochodzacych z guzéw gruczotu sutkowego.
Nalezy podkresli¢, ze chociaz przyjety model do$wiadczalny jest dosé skomplikowany, a praca
zawiera olbrzymig ilos¢ oznaczen, to jednak manuskrypt jest napisany w sposéb
usystematyzowany i przejrzysty, co w duzej mierze utatwia przesledzenie przedstawionych
wynikow. Autorka zawarta na siedmiu stronach ponad 30 bardzo szczegotowych wnioskéw
wynikajacych z badan, ktére nastepnie (juz jako whasciwe wnioski, strona 153) ograniczone
zostaty do 8 punktéw. Wydaje sie, ze wiasnie ta olbrzymia réznorodnosé wykonanych
doswiadczen oraz oznaczen, wykorzystanie modeli mysich i ludzkiego spowodowata,
ze trudno jest wyciagng¢ jednoznaczne wnioski dotyczace potencjalnej roli witaminy D3

2



i kalcytriolu na rozwdj oraz przerzutowanie komorek nowotwordw gruczotu sutkowego oraz roli
CAFs, w tym procesie. Niemniej jednak, jednym z najistotniejszych wnioskiem z
przedstawionych badan moze by¢ obserwacja, ze stezenie 25(0OH)D3 w surowicy (niedobor
vs optymalny poziom) oraz podawanie 1,25(0H):D3, moze zaréwno aktywowac lub
hamowaé aktywno$é CAFs, a przez to promowaé lub hamowaé rozwdj komérek
nowotworu gruczotu piersiowego. Autorka wskazuje, ze efekt dziatania witaminy D, w duze;
mierze zalezny jest od charakterystyki (podtypu) komérek nowotworowych, czy stopnia
zaawansowania choroby nowotworowej. Dalsze badania wykazg, jakie czynniki sg
odpowiedzialne za te potencjalng dwoisto$¢ witaminy D, co z pewnoscig przyczyni sie do
wprowadzenia lepszej profilaktyki, jak réwniez do okre$lenia skuteczno$¢ zastosowania
witamin D oraz jej analogéw w terapii nowotworow.

¢) poprawno$¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna, sposob prezentacji.

Rozprawa napisana jest poprawnie pod wzgledem jezykowym, co przy tak obszernej
pracy wymagato bardzo duzego zaangazowania doktorantki. Z uwagi na role recenzenta
zwréce uwage tylko na jedng literowke ,puc’ zamiast ,ptuc” strona 65. W pracy znajdujg sie
réwniez, byé moze nie do konca przemyslane stwierdzenia: ,Klony liczono recznie” (strona
58), oraz ,pacjenci z rozpoznanym rakiem gruczotu sutkowego” (strona 59). W drugi
przypadku mozna byto napisa¢ po prostu ,pacjentki’.

Rysunki i tabele wykonane sa bardzo starannie i znaczgco utatwiajg zrozumienie
opisywanych zjawisk oraz prezentowanych wynikéw. Pewne zastrzezenie budzi jakos¢
mikrofotografii przedstawiajgcych wyniki barwien z wykorzystaniem immunofluorescencii.
Cze$¢ paneli w wersji drukowanej jest zbyt czarna i nic wida¢ na nich komorek (np. Rycina 22,
23, 38 czy 49). Natomiast w wersji elektronicznej (plik pdf) rysunki sg czytelne. Na Rycinie 3
dwa razy  oznaczone  s3 komorki  dendrytyczne (by¢é moze  chodzito
o zaznaczenie ,normalnych” fibroblastow na dole po lewej stronie). W opisie fibroblastéw
zdrowych tkanek pojawia sie opis ,rezydualne fibroblasty tkanek charakteryzujg sie bardzo
niskg aktywno$cig metaboliczng i transkrypcyjng” (strona 28). W histologii takie komorki
nazywane sa fibrocytami. Fibroblasty moga zmieniaé swoj fenotyp (fibroblast vs fibrocyt)

w zaleznos$ci od potrzeb i nie koniecznie musza umiera¢ po zakonczeniu procesu reparacji
tkanki.

2) Ocena metodologiczna
a) dobdr literatury

Praca doktorska Pani magister Natalii Labedz zawiera, az 305 dobrze dobranych
odnosnikow literaturowych. Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt, ze zdecydowana
wiekszos¢ tych prac pochodzi z ostatnich pieciu lat. Zarowno dobér oraz ilos¢ cytacji wskazuje
na to, ze autorka Swietnie porusza sie w badanej tematyce, a prezentowa wyniki dobrze
wpisujg sie w nurt najnowszych badan dotyczacych roli witaminy D.

b) poprawnos$é¢ formufowania probleméw i hipotez (zatozerr badawczych).

Wiele badan populacyjnych wskazuje, ze odpowiedni poziom witaminy D (>30 ng/mL
25(0H)Ds w surowicy), obniza czesto$¢ wystepowania oraz hamuje rozwdj szeregu
nowotworéw, w tym nowotworéw gruczotu sutkowego. Co wiecej, badania in vitro na liniach
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komorkowych oraz in vivo na modelach zwierzecych wskazuja, ze witamin D i jej pochodne
mogg hamowac¢ rozwdj komérek nowotworowych. Nie wiele jednak wiadomo o wplywie
witaminy D na mikrosrodowisko guza. Przedstawiona rozprawa, jako gtéwny problem
badawczy stawia wtasnie ocene wplywu witamin D3 oraz jej aktywnej formy 1,25(OH)2Ds
na fenotyp oraz wiasnoéci fibroblastéw pochodzacych z tkanki guza. Na stronie 41 rozprawy
zawarte sg gtowne cele pracy. | chociaz autorka, nie formuluje hipotezy badawczej,
to w sposdb systematyczny oraz wielokierunkowy wyznacza cele badawcze prowadzace do
oceny wptywu witaminy D3 na CAFs, a przez to na rozwoj samych komérek nowotworowych.
Nalezy zwr6ci¢ uwage, na bardzo rozbudowany schemat doswiadczen oraz wielo$é
zmiennych, ktére brane byly pod uwage.

c) trafno$¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejetnosé ich zastosowania.

W przestawionych badania mgr Natalia Labedz wykorzystata dwa gtéwne modele
badawcze: mysie modele raka gruczotu sutkowego, oraz ludzie komérki raka gruczotu
sutkowego. Dobor ten jest bardzo trafny, gdyz badania z udziatem zwierzeta umozliwity
ocene wptywu suplementaciji witaming D oraz podawania 1,25(0OH)2D3 na CAFs w zaleznosci
od stopnia agresywnosci komoérek nowotworowych. Do tego celu uzyto trzy linie raka gruczotu
sutkowego o roéznym potencjale do przerzutowania. Natomiast wykorzystanie drugiego
modelu, umozliwito powigzanie poziomu 25(0OH)Ds; u pacjentek, oraz innych parametrow
klinicznych (wiek, stopien zaawansowania, czy obecno$¢ przerzutéw) na aktywnos$é ludzki
CAFs izolowanych z guzoéw.

Autorka zaprezentowata w swojej rozprawie doktorskiej, szeroki wachlarz technik
poczynajac od oznaczenn histochemicznych (cytometrii  przeptywowej, mikroskopii
fluorescencyjne oraz testow ELISA), biologii molekularnej (qPCR, mikromacierzy
oraz oznaczania biatek metodg Western Blot) oraz badan funkcjonalnych (proliferacja i
mobilnos¢ komorek, tworzenia kolonii, czy testéw aktywnos$ci metaloproteinaz). Warto zwrocié
uwage, ze wiasciwe badania poprzedzone byly bardzo skrupulatng i wieloetapowa
charakterystykg CAFs.

Na przeprowadzenie badan uzyskano odpowiednie zgody: Lokalnej Komisji Etycznej do
Spraw Doswiadczen na Zwierzetach we Wroctawiu (zgoda nr 66/2018) oraz Komisji
Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu (nr uchwaty 603/2018 oraz
855/2019).

Warto zwréciC uwage, ze prezentowane w tej rozprawie wyniki czesciowo zostaty
juz poddane ocenie recenzentéw i opublikowane w czasopismach Nutrients oraz Cancers.
Jednak, uwagi na funkcje recenzenta mam kilka pytan i uwag dotyczgcych metodologii oraz
prezentowania wynikow:

- W pracy (strona 77) brakuje danych dotyczacych poziomu metabolitéw witaminy Ds
W osoczu zwierzgt doswiadczalnych. By¢ moze nie byly to oznaczenia wykonane przez
autorke, ale wydaje sig by¢ to istotne z punktu widzenia pozniejszej analizy wynikow.

- Wydaje mi sig, ze dla zrozumienia wptywu pochodnych witaminy Ds na wzrost guzéw
warto bytoby réwniez oznaczy¢ poziom wapnia i fosforanéw we krwi badanych zwierzat,
szczegolnie w grupie suplementarnej 1,25(0OH)2Ds, aby wykluczyé, na przyktad: efekt
toksyczny.



- W pracy wykonano bardzo dokfadng charakterystyke markeréw fibroblastow, zaréwno
w komorkach CAFs, jak réwniez w fibroblastach uzyskanych z tkanek niezmienionych
nowotworowo. Dlaczego, tych wynikéw nie zaprezentowano razem?

- Warto wréci¢é uwage, ze poréwnania miedzy grupami, ktére nie spetniajg kryterium
p>0.05, nie powinny byé umieszczane na wykresach, ani omawiane, chociaz tendencja jest
widoczna.

- Rycina 24, 0§ Y oznaczono ,wzgledna ilos¢ Acfa2”, chodzi zapewne o wzgledny poziom
MRNA dla genu Acta2, lub w skrocie wzgledny poziom mRNA Acta2.

- Jako jeden z wnioskéw wynikajgcych z pracy, autorka podkresla, ze podanie
1,25(0H)2D3, obniza poziom metabolitdw witaminy D w osoczu, co wptywa na wiasnoéci
zarowno CAFs, jaki i komoérek nowotworowych. Autorka nie bierze jednak pod uwage, ze
podaje aktywng forme witaminy D3, o aktywno$ci wielokrotnie wyzszej niz oznaczang w
osoczu 25(OH)Ds. Co wiecej, podanie 1,25(OH)2Ds najprawdopodobniej prowadzi do
obnizenia tempa metabolizmu D3 do 25(0OH)Ds, a nastepnie do 24,25(0OH)2D3 na zasadzie
sprzezenia zwrotnego. Tak wiec, aby w petni oceni¢ wptyw metabolitbw witaminy Dz na
badane procesy nalezatoby jeszcze oznaczy¢ poziom 1,25(0OH)2Da.

d) poprawnosc uktadu pracy i struktury podziatu tresci.

Praca jest bardzo obszerna i ma klasyczny uktad, zawiera doktadny spis tresci,
podzielony na szereg podpunktow; streszczenie w jezyku polskim i angielskim
oraz drobiazgowy spis skrotow. Nastepnie umieszczony jest bardzo przydatny wstep,
systematycznie wprowadzajgcy czytelnika w tematyke, poczynajac od charakterystyki
nowotworow gruczotu sutkowego. Dalsza czesci wstepu, poswiecona jest witaminie D
i jej roli w zapobieganiu oraz terapii nowotworéw, ze wskazaniem na nowotwory gruczotu
piersiowego. Nastepnie autorka charakteryzuje role fibroblastow w warunkach fizjologicznych,
w tkance nowotworowej oraz potencjalny wplyw witamin D na te komérki. Pewne watpliwosci
budzi umieszczenie czgsci wynikéw we wstepie (strona 23). Praca opiera sie na dwdch
gtownych celach badawczych, ktére w zasadzie mozna potraktowaé, jako jeden - zgodny
z tytutem rozprawy, tylko podzielony na szereg zadan badawczych. Prace wykonano na
dwoch modelach doswiadczalnych, to jest na myszach obarczonych rakiem gruczotu
sutkowego oraz tkankach pobranych od pacjentek. Kolejny rozdziat liczacy 30 stron, opisuje
bardzo drobiazgowo materialy i metody. Skrupulatno$¢ autorki i bardzo szczegétowy opis
metodologiczny zapewne utatwi powtorzenie doswiadczen, chociaz by¢é moze warto byloby
pomysle¢ o pewnej standaryzacji podstawowych technik, takich jak Western Blot, czy qPCR.
Oczywiscie, recenzent zdaje sobie sprawe, z tego, ze procedury byly modyfikowane na
potrzeby poszczegblnych do$wiadczen, ale zastosowanie tych samych procedur
(odczynnikdw) pozytywnie wptywa na powtarzalno$é uzyskiwanych wynikéw. W kolejnym
rozdziale, umieszczone sg bardzo dobrze opisane oraz zilustrowane wyniki prowadzonych
badan. Z uwagi na ogromna ilo§¢ wykonanych oznaczen oraz testéow, praca zawiera réwniez
szesciostronicowe podsumowanie wynikéw. Dyskusja stanowi omdwienie wynikéw w $wietle
wspotczesnej literatury oraz wczesniejszych badan zespolu Pani Prof. Joanna Wietrzyk.
Wydaje mi sig, ze dla lepszego zrozumienia uzyskanych rezultatéw, dyskusja mogtaby
zawiera¢ rysunek/schemat podsumowujgcy najwazniejsze wyniki badan, podobnie jak to
autorka uczynita we wstepie oraz przy opisie metodyki. Prace zawiera réwniez imponujaca
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liste 305 cytowanych publikacji oraz spis rycin i tabel, ktéry niestety nie zawiera numeréw
stron. W aneksie znajdujgcym sie na koncu pracy umieszczono 12 dodatkowych rycin.

Na zakonczenie chciatby podkresli¢, ze rozprawa doktorska Pani mgr Natalia Labedz
stanowi znaczacy krok do zrozumienia plejotropowego dziatania witaminy D oraz interakciji
komoérek nowotworowych z komérkami podscieliska guza. Doktorantka dysponuje bardzo
rozbudowywanym warsztatem badawczy, a wykonanie opisanych doswiadczen wymagato
ogromnego poswiecenia i skrupulatnosé. Tak, wiec wszystkie sugestie i uwagi zawarte w
przedstawionej recenzji, w zadnej mierze nie umniejszajg dokonan doktorantki oraz warto$ci
poznawczej prezentowanych badan.

3) wnioski koncowe.

Podsumowujac, monografia mgr Natalii tabedz oparta jest na dwédch
publikacjach oraz bardzo obszernych badaniach na materiale ludzkim, ktére w bardzo
dokladny sposob dokumentuja zmiany zachodzace w fibroblastach izolowanych
z guzéw lub przerzutéw raka gruczotu sutkowego pod wptywem witaminy D3. Uzyskane
wyniki przyblizajg nas do zrozumienia mechanizméw odpowiedzialnych za
proonkogenny fenotyp fibroblastow zwigzanych z guzem, co moze przyczyni¢ sie do
opracowania nowych terapii, w tym terapii wykorzystujacych witamine D lub jej analogi.
Na uwage zastugujag wszechstronne umiejetnosci autorki, takie jak: praca ze
zwierzetami oraz na materiale klinicznym; wyprowadzanie liniach pierwotnych; czy
bogaty panel wykonanych oznaczen z zastosowaniem najnowszych technik. Nie mam,
wiec watpliwosci, ze przedstawiana do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie
wymagania stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018, poz. 1668 z p6zn. zm.),
dlatego tez pozwalam sobie przedstawi¢c Wysokiej Radzie Naukowej Instytut
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu, wniosek o
dopuszczenie Pani mgr Natalii tabedz do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora.

Gdansk, dnia 13.03.2023 Prof. dr hab. Michat Zmijewski



