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Pt.: ,Rola biatka BRM, podjednostki ATPazowej kompleksu remodelujgcego chromatyne

typu SWI/SNF, w przejéciu epitelialno-mezenchymalnym w potréjnie ujemnym raku piersi”

Przedstawiona do recenzji praca zostata przygotowana w formie monografii. Stanowi
ona oryginalne rozwigzanie problemu naukowego jakim jest rola biatka BRM, a takze
podjednostki ATPazowej kompleksu remodelujacego chromatyne typu SWI/SNF, w
przejéciu epitelialno-mezenchymalnym w potréjnie ujemnym raku piersi. Temat ten podjeto
ze wzgledu na skapg liczbe wynikow badan naukowych i niespojnosci danych
literaturowych, a takze potencjalne praktyczne implikacje uzyskanych wynikow. Nalezy tu
podkresli¢, ze badania dotyczace biologii potrdjnie ujemnego raka piersi sa szczegélnie
istotne, gdyz wyniki leczenia tego podtypu molekularnego sa nadal niezadowalajace i jak
dotad nie znaleziono punktéw uchwytu dla terapii, ktéra skutkowataby ich poprawa.
Uwazam, ze przeprowadzona analiza, znaczgco wzbogaca dorobek w dziedzinie biologii
medycznej.

Praca zostata wykonana pod kierunkiem dr hab. n. med. Elzbiety Sarnowskiej, prof.
NIO-PIB, w Zakladzie Onkologii Molekularnej i Translacyjnej, Narodowego Instytutu
Onkologii i byta finansowana ze $rodkéw przyznanych przez Ministerstwo Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego!, Narodowe Centrum Nauki2, a takze ze $rodkéw przyznanych na

dzialalno$é statutowa NIO. W zwigzku z powyzszym podejrzewam, Ze na wykonanie badan
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opisanych w rozprawie doktorskiej uzyskano zgodg stosownej komisji bioetycznej, niestety
w treéci pracy nie znalaztam informacji na ten temat. Jesli taka zgoda istnieje,
sugerowatabym dotaczenie jej kopii do dokumentacji przewodu doktorskiego.

Cele pracy sformutowano bardzo poprawnie. Tytut rozprawy doktorskiej
odzwierciedla cele pracy, za$ czeé¢ eksperymentalna zostata zaplanowana w sposéb, ktory
pozwala na konfirmacje lub falsyfikacje postawionej hipotezy badawczej. Na wyréznienie
zastuguje zarébwno projekt badania, jak i biegltos¢ w postugiwaniu sie i wnioskowaniu na
podstawie wynikow badan z zastosowaniem wielu réznorodnych i nowoczesnych technik
hodowli komérkowych, biologii molekularnej, technik histologicznych  oraz
mikroskopowych. W mojej opinii, poziom prac badawczych i standardy opracowania
wynikéw, zaprezentowane w rozprawie doktorskiej, znaczaco przewyzszaja poziom
przecietnych prac doktorskich.

Zaréwno pod wzgledem jezykowym i formalnym praca jest na ponadprzecigtnym
poziomie. Nie udato mi sig znalez¢ btedéw stylistycznych, ortograficznych, logicznych ani
znaczacych btedéw formatowania tekstu. Na pochwate zastuguje estetyka przygotowania
pracy i dbatoé¢ o detale. Mgr Iga Jacewicz posiada, rzadko obecnie spotykang, umiejetnos¢
postugiwania sie krotkimi i zrozumialymi zdaniami oraz niezwykle logicznego
porzadkowania prezentowanych w pracy tresci.

,Wstep” pracy spehnia zatozenia, ktére przypisano, tej czgsci pracy i jednoczesnie
przekonuje mnie, ze Doktorantka posiada aktualng ogolna wiedz¢ teoretyczng w zaKresie
biologii medycznej i poglebiona wiedze na temat epidemiologii, klasyfikacji i biologii
potréjnie ujemnego raka piesi, a takze roli procesu przejscia epitelialno-mezenchymalnego
oraz roli kompleksu SWI/SNF w kancerogenezie i progresji raka piersi. Rozdziat ten zawiera
wszystkie informacje niezbgdne do zrozumienia znaczenia poznawczego i praktycznego
jakie dla nauki ma odpowiedz na pytania ktére sformutowano w rozdziale ,Cele pracy”s.
Dodatkowo na pochwate zastuguje sposéb przekazu i logiczna konstrukcja ,Wstepu”. Kazdy
z jego trzech podrozdziatéw, rozpoczyna sig od informacji ogoblnych, a konczy tym, co bedzie
przedmiotem dociekan naukowych Doktorantki. Jest to najpoprawniejsza konstrukcja tej

cze$ci pracy naukowej. Proporcja ilodci tekstu i liczby rycin we ,Wstepie” doskonale

3 (1): czy zaburzenia ilo$ci biatka BRM moga wptywac na cechy agresywnoéci komorek raka piersi ze
szczegblnym uwzglednieniem procesu przejscia epitelialno-mezenchymalnego, (2): czy kompleks SWI/SNF
moze wspéldziata¢ z czynnikami transkrypcyjnymi aktywujacymi EMT, w szczeg6lnosci biatkami z rodziny
SNAIL, oraz czy stosowanie inhibitoréw proteasomu moze wptynac na przezywalno$¢ komorek ze
zmienionym poziomem biatka BRM



koresponduje z ich iloécig/liczba w innych czesciach pracy. Wszystko o czym tu wspominam
jest dowodem na bieglo$¢ Doktorantki w postugiwaniu sig danymi literaturowymi i
argumentowaniu stusznosci podjetych celow badawczych.

W swoich rozwazaniach prowadzonych we ,Wstepie” i w ,Dyskusji”, Doktorantka
odwotata sie do 302 pozycji piémiennictwa. Dobor literatury jest prawidtowy, zas
formatowanie rozdziatu ,PiSmiennictwo” spdjne i poprawne.

Czeé¢ eksperymentalng przeprowadzono z wykorzystaniem hodowli komérkowych i
stosownych testéw przeprowadzonych na tych hodowlach?, licznych technik biologii
molekularnej5,  technik histologicznych® , mikroskopowych’, oraz licznych analiz
bioinformatycznych. Wdrozenie tak skomplikowanej metodologii byto celowe, gdyz kazda z
nich przyniosta czastkowa odpowiedz na postawione pytania badawcze. W tym miejscu
pragne jeszcze raz podkresli¢, ze planowanie eksperymentéw z uzyciem tak wielu metod
eksperymentalnych, biegte postugiwanie tymi metodami, a takze umiejgtnos¢ ich czytelnego
opisania i wnioskowania na podstawie uzyskanych z ich uzyciem wynikéw, jest dowodem
nieprzecietnego do$wiadczenia i talentu badawczego Pani mgr Igi Jacewicz, ktéry moim
zdaniem wykracza poza wymagania stawiane doktorantom. Konstrukcja rozdziatow
,Materialy” i ,Metody” jest bardzo poprawna, tak samo jak liczba zastosowanych tam rycin i
tabel. ,By¢ moze drobnym uchybieniem pracy jest brak podrozdziatu ,Analiza statystyczna”.
Jednakze nalezy podkregli¢, ze podczas omawiania wynikéw w przypadku wigkszosci analiz
statystycznych wskazano test statystyczny, ktérym sig¢ postuzono i w poprawny sposoéb
przeprowadzano wnioskowanie statystyczne na jego podstawie (drobne uwagi na ten temat
przedstawie w dalszej cze$ci recenzji).

W rozdziale ,Wyniki” rezultaty prac badawczych sa raportowane w kolejnosci, ktora
pozwala lepiej zrozumie¢ znaczenie biatka BRM i kompleksu SWI/SNF w procesie
kancerogenezy i progresji potréjnie ujemnego raka piersi. Doktorantka rozpoczyna
omawianie wynikéw od analizy poziomu biatka BRM w liniach MCF7 (model
hormonozaleznego raka piersi bez ekspresji HER2) i MDA-MB-231 (model TNBC). Nastepnie

analizuje wplyw obniZenia i podniesienia poziomu BRM (odpowiednio linia MCF7 miBRM i

4 hodowle linii komérkowych, drozdzy, bakterii, limfocytow, kohodowle, transformacja metoda szoku
cieplnego i elektroporacji, testy: wzrostowy, losowej migracji, MTT, klonogennoéci, klonogennosci w migkkim
agarze, poboru glukozy i wydzielania mleczanu

s rézne techniki PCR, techniki elektroforetyczne, klonowanie, sekwencjonowanie, koimmunoprecypitacja,
metoda dopelnienia fluorescencyjnego, immunoprecypitacja chromatyny

6 immunohistochemia, immunofluorescencja

7 mikroskopia jasnego pola, fluorescencyjna, konfokalna

3



MDA BRMox) na morfologie, wzrost i migracje hodowanych linii komoérek raka piersi oraz
na poziom ekspresji wybranych genéw, oceniony w oparciu o poziom transkryptu (RNAseq
i RT-gPCR) oraz poziom biatka (Western blot). Nalezy podkresli¢, Ze ze wzgledu na liczne
mechanizmy regulujgce transkrypcje i translacje, tylko takie podejscie (cho¢ pochtania
znaczne koszty) gwarantuje wiarygodne wnioskowanie dotyczace ekspresji genow. W
kolejnych czeSciach rozdzialu ,Wyniki” omowiony zostat wplyw ekspresji BRM na
funkcje/ilos¢ komoérek nowotworowych w kohodowli z limfocytami TCD4+ oraz jego wptyw
na ilos$¢ tych limfocytéw. Nastepnie przedstawiono wyniki analizy kolokalizacji biatek
kompleksu SWI/SNF 2z biatkiem SNAIL i SLUG, uzyskane przy wykorzystaniu
immunofluorescencji, dwuhybrydowego systemu drozdzowego, koimmunoprecypitacji
potagczonej z technikag Western blot oraz dopeinienia fluorescencyjnego. Z kolei
immunoprecypitacja chromatyny pozwolita na okre$lenie, jak biatka SNAIL, SLUG i BRM
wzajemnie regulujg swojg funkcje. Na koniec oméwione zostaly wyniki analiz
przeprowadzonych na materiale biopsyjnym od chorych na potréjnie ujemnego raka piersi.
Na podkre$lenie zastuguje bardzo dobre przygotowanie dokumentacji fotograficznej i
grafiki, ktorg zaprezentowano na 31 rycinach uzupelniajacych tres¢ ,Wynikow” i
ulatwiajacych czytelnikowi zrozumienie trudnych tresci tam prezentowanych. Liczba rycin
jest dobrana do ilosci tekstu. Reasumujgc, nalezy stwierdzi¢, ze Pani mgr Iga Jacewicz
posiada ponadprzecietng biegto$¢ w prowadzeniu pracy naukowej i raportowaniu jej
wynikow.

W tym miejscu pragne wskaza¢ kilka uchybien, ktére nie zaburzaja przekazu i nie
zmniejszajg jakosci omawianych wynikéw: (1) w przypadku rycin bedacych panelami
wykreséw nie zawsze zachowana jest kolejno$¢ cytowania poszczegdlnych wykresow
wchodzacych w sktad panelu (przyktadowo str. 98,99, 100, 101); (2) nie jest do konca jasne,
czy wnioskowanie o istnieniu réznic w poziomach transkryptéw/biatek/metabolitow/itd.
przeprowadzono w oparciu o jakis test statystyczny (dotyczy to rycin V3B, V7D ], V10, V11,
V14B, V16B, V25, V29D); (3) opisy na rycinie V15 s3 zbyt mate by czytelnik moégt je
samodzielnie przeanalizowac.

Logika rozumowania zastosowana w rozdziale ,Dyskusja” jest spdjna, a prowadzone
rozwazania konfrontuja kazdy z uzyskanych wynikéw z hipotezg badawczg pracy, wynikami
innych autoréw, a takze z uznanymi hipotezami i koncepcjami naukowymi. Nie zapomniano
takze o praktycznych implikacjach uzyskanych rezultatéow. W ,Dyskusji” Pani mgr Iga

Jacewicz wskazuje stabe strony swojej pracy i podejmuje prébe planowania przysziych



badat na podstawie uzyskanych wynikow, co jest bardzo pozadang cecha badacza i Swiadczy
o jego duzej dojrzalosci. Bardzo podoba mi si¢ zakonczenie ,Dyskusji”’, w ktérym
Doktorantka graficznie oraz w krotkim opisie przedstawia hipoteze podsumowujjca
prowadzone w tym rozdziale rozwazania.

Na koniec nalezy stwierdzi¢, ze sformutowane przez Panig mgr Ige Jacewicz, wnioski
wynikaja $ciSle z uzyskanych wynikéw i s3 sformulowane z nalezyty ostroznoscig.
Przeprowadzone w rozprawie wnioskowanie jest efektem rzetelnego dowodzenia opartego
na analizie danych i indukcji logicznej, ktéra ostatecznie prowadzi do syntetycznego
uogélnienia. W tym miejscu nalezy jeszcze raz podkreslic, ze logiczne i spojne
podsumowanie licznych eksperymentéw o duzej ztozonosci metodycznej $wiadczy o
nieprzecietnym talencie badawczym Doktorantki.

Rekapitulujac, stwierdzam, ze przedlozona do recenzji rozprawa doktorska
spelnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr
65 poz. 595, z pézn. zm.). Z tego wzgledu wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Skiodowskiej-Curie, Panstwowego
Instytutu Badawczego, o dopuszczenie mgr Igi Jacewicz do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Wnioskuje réwniez o przyznanie Pani mgr Idze Jacewicz wyréznienia

za wybitna rozprawe doktorska.

Rzeszéw, 10 lutego 2021 r.
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