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Tematyka Badawcza Rozprawy

Tematyka recenzowanej rozprawy doktorskiej odnosi si¢ do roli, jaka biatko BRM, bedace
produktem genu SMARCA?2, odgrywa w biologii rakow gruczotu piersiowego, ze szczegodlnym
uwzglednieniem potrojnie ujemnego raka piersi. W szerszym ujeciu, w tematyce badawcze]
recenzowanej pracy odniesiono si¢ rowniez do regulacji zjawiska przejscia epitelialno-
mezenchymalnego (EMT) przez czynniki transkrypeyjne z rodziny SNAIL oraz wzajemnych
interakcji pomigdzy biatkiem BRM a tymi czynnikami. Opisane w rozprawie badania byly
prowadzone gltéwnie W warunkach hodowli komorkowej za pomocg szerokiego zakresu technik
biologii molekularnej, z dodatkowym wsparciem w postaci analizy materiatu klinicznego.

Prezentowane w rozprawie wyniki badan powstaty w oparciu 0 finansowanie w ramach projektu
Diamentowy Grant z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, grantu Z Narodowego
Centrum Nauki, jak rowniez ze srodkow przyznanych na dziatalno$¢ statutowa Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie Panstwowego Instytutu Badawczego

Poruszany w rozprawie temat badawczy jest bardzo istotny z punktu widzenia do$wiadczalnej
onkologii, jak réowniez moze znalezé przetozenie na praktyke medyczna, gdyz prawidlowe
zrozumienie procesow regulujacych zjawisko przejscia epitelialno-mezenchymalne w trakcie
progresji choroby nowotworowej moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowych, skutecznych testow
diagnostycznych lub metod terapeutycznych. Na korzys¢ tematyki badawczej recenzowanej
rozprawy przemawia rowniez fakt, ze zjawiska biologiczne zwigzane z przejéciem epitelialno-
mezenchymalnym odgrywaja znaczaca role takze np. w procesach organogenezy embrionalnej
lub podtrzymywaniu zdolnosci do samoodtwarzania komorek macierzystych. Oznacza to, z¢
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wyniki obecnej rozprawy doktorskiej moga mie¢ implikacje wykraczajace poza rozumienie
procesu nowotworzenia, czy tez progresji nowotworu. Podnosi to dodatkowo wartos¢ rozprawy.

Nalezy rowniez podkresli¢ aktualnos¢ podjetej tematyki badawczej z epidemiologicznego punktu
widzenia, gdyz raki gruczotu piersiowego sa obecnie najczestszymi (11,7%) nowotworami
zto$liwymi nowotworami na swiecie, za$ jako przyczyna $mierci ustepuja jedynie rakom pluc, co
zostato ogtoszone przez Swiatowa Organizacj¢ Zdrowia (WHO) 4 lutego 2021 roku, z okazji
przypadajacego na ten dzien Swiatowego Dnia Raka. Przytoczone dane pochodza z analiz
Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem (IARC) i wynika z nich, ze raki piersi sa
szczegblnie dominujace W krajach o wysokim rozwoju gospodarczym, wliczajac kraje
europejskie. Warto takze zaznaczy¢, ze o ile w przypadku rakow piersi hormono-zaleznych i
HER?2-dodatnich istnieja opcje terapeutyczne istotnie poprawiajace diugos¢ przezycia pacjentek, o
tyle w przypadku potrojnie ujemnego raka piersi, ktorego model do$wiadczalny opisany jest w
recenzowanej rozprawie, brak jest weiaz wystarczajaco skutecznych terapii celowanych.

Forma Rozprawy \

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata napisana w jezyku polskim. Rozprawa liczy
tacznie 169 strony. Praca zostala napisana przejrzyscie i z dbaloscia o estetyke edytorska w
standardowym ukladzie rozpraw doktorskich zwiazanych z dziedzing biotechnologii.
Recenzowana praca doktorska zawiera 7 rozdzialow zasadniczych: I — Wstgp teoretyczny, I -
Cele pracy, 111 — Materiaty, IV — Metody, V — Wyniki, VI — Dyskusja, VII — Wnioski oraz sekcje
pomocnicze: Spis skrotow, Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Pimiennictwo (300
pozycji publikacyjnych lub odnognikéw internetowych), Spis tabel, Spis rycin i Materiaty
uzupeiniajace. Tekst pracy wsparty jest graficznie za pomocg 8 tabel w czesci glownej i 5 tabel w
czesci uzupetniajacej oraz tacznie 37 rycin, zawierajacych informacje pomocnicze do wstepu
teoretycznego, przedstawiajacych metodyke badawczg lub prezentujacych wyniki oryginalne prac
doéwiadczalnych Doktorantki, a na sakoficzenie schemat podsumowujacy powstata na podstawie
poczynionych obserwacji hipotezg dziatania biatka BRM oraz biatek z rodziny SNAIL w rozwoju
przejscia epitelialno-mezenchymalnego w rakach piersi.

Zakres merytoryczny rozprawy

Oceniana rozprawa obejmuje swoim zakresem szereg zagadnien zwigzanych z regulacja przejscia
epitelialno-mezenchymalnego w rakach piersi, a w szerszym aspekcie zmian fenotypowych w
komorkach rakéw piersi zwigzanych z procesem progresji nowotworu i tworzeniem przerzutow.
Omoéwienie tych zagadnien podzielone jest pomiedzy poszczegolne rozdziaty rozprawy:

I — Wstep teoretyczny. Przedstawiona jest w przystepny sposob epidemiologia i charakterystyka
biologiczna rakow piersi, wliczajac ich klasyfikacje na podstawie roznic molekularnych, takich
jak obecnos¢ receptoréw hormonalnych lub receptora HER2. Nastepnie opisany zostat bardziej
szczegdtowo podtyp potrojnie ujemnego raka piersi, jako jedna z najbardziej agresywnych postaci
tego nowotworu. Doktorantka w swoim opisie zwraca uwagg na nichomogenno$¢ tej grupy rakow
pod wzgledem patomechanizmu biologicznego i markerow molekularnych oraz idgca za tym
konieczno$é¢ dalszej subklasyfikacji w obrebie potrdjnie ujemnych rakow piersi, aby uzyskac
wystarczajaca precyzj¢ terapeutyczng. Kolejnym podrozdzialem wstgpu jest opis zjawiska
przejscia epitelialno-mezenchymalnego i jego roli w rozwoju osobniczym, a nastgpnie opisanie
roli tego procesu w tworzeniu sie przerzutow nowotworowych. Doktorantka stusznie zauwaza
nie-binarno$é procesu przejscia epitelialno-mezenchymalnego w procesie progresji nowotworu i
tym samym znaczng trudno$¢ wypracowania zadowalajgcych modeli eksperymentalnych do
badania tego zjawiska. Opisana jest rola poszczegblnych czynnikow biologicznych, a zwlaszcza
czynnikéw  transkrypeyjnych aktywujacych EMT (EMT-TFs), na przyklad bialek z rodziny
SNAIL, w regulacji zarbwno tego procesu, jak tez zmian metabolicznych z nim zwigzanych. Na
zakonczenie tego podrozdziatu opisana jest, nie do konca wyjasniona, rola zjawiska przejscia
epitelialno-mezenchymalnego  w kontekscie tworzenia przerzutdw rakow piersi. Kolejny
podrozdziat wstepu dotyczy kompleksu remodulujacego chromatyne SWI/SNF i roli jego
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sktadowych, czyli podjednostek ATPazowych BRM i BRGI, w regulacji funkcjonowania tego
kompleksu w organogenezie i rozwoju nowotworow. W odniesieniu do biatka BRM opisane s3
tez niejednorodne obserwacje W roznych typach nowotworow sugerujgce zardwno jego
potencjalnag role supresyjna, jak tez mozliwa promocyjna rolg tego biatka w zaleznosci od typu
nowotworu. Doktorantka zauwaza, ze zwlaszcza w raku piersi doniesienia na temat roli biatka
BRM nie sa miedzy soba w peini zgodnie, co uwydatnia konieczno$¢ kompleksowej oceny
funkcji tego biatka w nowotworach gruczotu piersiowego.

II — Cele pracy. Na podstawie wiedzy literaturowej przedstawionej we Wstepie teoretycznym,
Doktorantka podejmuje si¢ W swojej rozprawie oceny, ,.CZy zaburzenia iloci zaburzenia iloSci
biatka BRM moga wplywa¢ na cechy agresywnosci komorek raka piersi ze szczegdlnym
uwzglgdnieniem procesu przejscia epitelialno-mezenchymalnego™, co okreslone zostato jako cel
glowny. Dodatkowymi celami pracy jest ocena potencjalnej wspotpracy pomiedzy biatkiem BRM
a biatkami z rodziny SNAIL oraz wplyw zmienionego poziomu biatka BRM na efekty
wywotywane przez inhibitory proteasomow w modelowych liniach rakow piersi.

III — Materialy. Przedstawiona jest lista sprzetu, odczynnikow i innych substancji chemicznych
oraz czynnikow biologicznych uzytych w trakcie badan. Opisane sg rowniez sekwencje kwasow
nukleinowych oraz podana informacja na temat plazmidéw i konstruktow uzytych w procedurach
inzynierii genetycznej przedstawionych w obecnej rozprawie. Zamieszczone sg rowniez
informacje zwigzane z hodowlami bakteryjnymi i komorkowymi, a na zakonczenie z materiatem
klinicznym wykorzystanym w opisywanych badaniach.

IV — Metody. W tej czgsci sprawy znajduje si¢ klarowny opis zastosowanych technik badawczych.
Nalezy przyznaé, ze zaréwno liczba, jak i roznorodnos¢ uzywanych metod laboratoryjnych jest
znaczna. Oprocz standardowe;j metodologii biotechnologicznej in vitro, takiej jak hodowle
bakteryjne, drozdzy i komorek ludzkich, ocena zywotnosci komorek, testy migracji komorkowej,
klonogenno$ci w migkkim agarze, metoda Western blotting, PCR i qPCR. inzynieria plazmidow,
transfekcja komérek plazmidami i wyprowadzanie klonow komérkowych, testy metaboliczne.
barwienia materiatu biologicznego (IHC. 1CC. IF), opisane sa nowoczesne i zaawansowane
techniki laboratoryjne, z ktorych warto wymieni¢ metode dopefnienia fluorescencyjnego,
immunoprecypitacj¢ chromatyny, RNA-Seq, ocene metabolomu i metody bioinformatyczne
analizy tych danych. Uwagg zwraca wspolpraca migdzynarodowa z Instytutem Maxa Plancka w
Golm w jednej z technik badawczych. Na uwage zastuguje rowniez wykorzystanie pierwotnego
materiatu klinicznego i odpowiednich danych klinicznych pacjentek ze zdiagnozowanymi
potréjnie negatywnymi rakami piersi.

V — Wyniki. Ze wzglgdu na uzycie licznych technik badawczych, rozdzial ten jest rozbudowany i
podzielony na nastgpujace obszary tematyczne:

e Analiza poziomu biatka BMR w badanych modelach komorkowych oraz opis
wytworzenia pochodnych linii komoérkowych MCF7 i MDA-MB-231 ze
zmieniona ekspresja biatka BRM (odpowiednio metoda RNAi i egzogennej
ekspresji) i wptyw tych modyfikacji na charakterystyke komorek linii rakow
piersi, badang w obszarze proliferacji i mobilnosci. transkryptomu, zmian w
obecnosci innych biatek, jak tez metabolomu. Na uwage zastuguje ocena wplywu
zmian w obecnosci biatka BRM w komérkach MDA-MB-231 na obecnos¢ biatka
PD-L1 i wptyw na limfocyty CD4(+) w warunkach ko-hodowli. Oceniona rowniez
zostata podatnos¢ komorek na inhibitory proteasomu.

e Ocena wspoldziatania podjednostek kompleksu SWI/SNF z biatkami z rodziny
SNAIL. Wyniki w tej czgsci rozprawy sugeruja, ze biatko BRM i biatka z rodziny
SNAIL moga wzajemnie oddziatywac na siebie, na przyktad regulujac swoja
ekspresje.

e Ocena korelacji ekspresji BRM/SMARCA2 w pierwotnym materiale klinicznym z
danymi klinicznymi pacjentek ze zdiagnozowanymi potrojnie ujemnymi rakami
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piersi, wykazujgca obnizenie obecnosci biatka BRM w tkance NOWOtworowej w
poréwnaniu ze zdrowa.
VI — Dyskusja. W odpowiednich podrozdziatach dyskus;ji Doktorantka odnosi si¢ szczegotowo do
uzyskanych wynikow. Na zakonczenie dyskusji przedstawione jest podsumowanie powstate]
hipotezy badawczej w formie graficznej, co istotnie zwicksza przejrzystosc prezentacji
badawczych Doktorantki.
VII — Wnioski. Przedstawionych jest 10 glownych wnioskéw koncowych wynikajacych z
opisanych w ocenianej rozprawie badan, w odpowiedni sposéb podsumowujacych wiekszos¢
wynikow opisanych w pracy doktorskiej.

Istotne elementy rozprawy
Do najbardziej znamiennych i oryginalnych wynikoéw rozprawy zaliczam:

e Kompleksowa identyfikacje biatka BRM jako istotnego czynnika regulujacego, w roli
supresora, przejscie epitelialno-mezenchymalne w rakach piersi, a w szczegdInosci rakach
0 typie potrojnie ujemnym, stanowiacych weciaz wyzwanie terapeutyczne dla
wspotczesnej onkologii i onkobiologii. Jako calos¢ jest to obserwacja nowa i oryginalna,
dodatkowo zgodna z cz¢scia wezesniejszych fragmentarycznych doniesien innych
autorow.

e Stworzenie stabilnych modeli eksperymentalnych do dalszych badan nad rolg biatka BRM
sar6wno w modelu raka piersi wykazujacego ekspresj¢ receptora estrogenowego (MCF7),
jak tez modelu raka potrdjnie ujemnego (MDA-MB-231). Poniewaz obie linie komorkowe
wykazuja wzrost jako ksenografty u myszy z uposledzonym uktadem odpornosciowym,
nalezy z niecierpliwoscia oczekiwac dalszych prac badawczych w ustalonych modelach in
Vivo.

e Opisanie wptywu zmian obecnoscei biatka BRM na konstytutywng obecnos¢ biatka PD-LI
w modelu potréjnie ujemnego raka piersi, linii MDA-MB-231. Sugeruje to konieczno$¢
zainteresowania sie potencjalnym znaczeniem ekspresji biatka BRM jako czynnika
zmieniajacego skutecznosé teraplii ‘hibitorami immunologicznego punktu kontroli PD-
1/PD-L1 w potrojnie ujemnych rakach piersi. Jest to o tyle istotne, ze dotychczas nie
udato sie uzyska¢ w pelni zadowalajacej skutecznosci tych terapii we wspomnianym typie
nowotworu, pomimo iz raki potrojnie ujemne majg znaczng tendencje do obecnosci biatka
PD-L1 na powierzchni komorek nowotworowych.

e Identyfikacj¢ oddziatywan pomiedzy czynnikami transkrypcyjnymi EMT z rodziny
SNAIL a kompleksem SWI/SNF. Jest to obserwacja o znaczeniu w rozumieniu biologii
przejscia epitelialno-mezenchymalnego w komorkach ludzkich.

e Identyfikacj¢ znaczne] korelacji pomiedzy indukcja zmian obecnoéci biatka BRM a

ekspresja genu dla czynnika transkrypcyjnego SOX2 (omdwione ponizej).

Przeprowadzona w rozprawie dyskusja wynikow jest rozbudowana i merytorycznie zasadna.
Wiekszos¢ uzyskanych w ocenianej pracy wynikow jest prawidtowo zinterpretowana i odniesiona
do obecnego stanu wiedzy w danej dziedzinie. Ogdlnie, jestem pod wrazeniem zakresu
przeprowadzonych w projekcie badan oraz potencjalnych implikacji diagnostycznych i/lub
terapeutycznych, a takze w zakresie biologii molekularnej, wynikajacych z czgsci uzyskanych
wynikow.

Uwagi i komentarze merytoryczne
Ponizej wymienione sa gtowne uwagi merytoryczne i komentarze odnosnie opisanych w
rozprawie wynikow badan:
e Probe uzycia linii komérkowej MCF10A jako kontroli do linii nowotworowych uzytych w
pracy doktorskiej nalezy uznaé za stuszna, gdyz jest to linia spontanicznie
unieémiertelniona bez ewidentnych cech transformacji nowotworowej. Pomimo jednak
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czestego okreslania w literaturze tych komérek jako ,.normal”, w mojej opinii nie jest
jednak do konca zasadne uznanie tej linii za .model linii zdrowej”, jak to wstepnie
uczynita Doktorantka, gdyz proces naturalnego unie$miertelnienia w swojej naturze wigze
sig stabilnymi zmianami molekularnymi niecharakterystycznymi dla komérek zdrowych.
Z tego wzgledu, bardziej precyzyjny bylby opis tych komérek w rozprawie jako
_.nienowotworowych™. Istotnie, W Dyskusji rozprawy Doktorantka trafnie cytuje
wezeéniejsze doniesienia na ten temat. W dodatku. Doktorantka niejako potwierdza
_nienormalno$¢” komorek MCFI0A  poprzez zaprezentowane obserwacje dotyczace
poziomu obecnosci biatka BRM. a takze SLUG, N-kadheryny i wimentyny w tych
komoérkach i prawidtowo zostata podjeta decyzja o zaprzestaniu uzycia linii MCF10A
jako kontroli w badaniach opisanych w rozprawie. W moim rozumieniu najblizszym
fenotypowi komorek zdrowych mogiby by¢ model komorek HMEC (human mammary
epithelial cells) unie$miertelnionych telomerazg i by¢ moze w dalszych badaniach nad
rola biatka BRM w rakach piersi, takie komorki moglyby stuzy¢ jako kontrola, jesli
oczywiscie one rowniez nie wykaza odstgpstw fenotypowych.

e W przypadku niemoznosci wyprowadzenia stabilnej linii z obnizona ekspresja jakiegos
biatka, tak jak miato to miejsce przy opisanej przez Doktorantke probie knockdownu lub
knockoutu biatka BRM w linii MDA-MB-231, zasadne jest niekiedy uzycie systemu
indukowalnej ekspresji SIRNA w celu krotkoterminowego obnizenia obecnosci takiego
biatka w czasie wykonywania doswiadczenia.

e Ze wzgledu na uzycie materiatu klinicznego przydatna bylaby w tek$cie rozprawy
informacja o ewentualnej opinii Komisji Bioetycznej na temat przeprowadzenia opisanych
badan lub tez informacja o braku koniecznosci uzyskania takiej opinii np. ze wzgledu na
retrospektywny charakter badania.

o Za jedng ze szczegolnie interesujacych i znamiennych obserwacji w opisanych przez
Doktorantke wynikach badawczych, aczkolwiek nie uwydatniona w Dyskusji, uwazam
dramatyczna zmiang poziomu ekspresji genu SOX2 w wyniku modulacji obecnosci biatka
BRM zaréwno w komorkach MCF7, jak tez MDA-MB-231. W obu przypadkach w
RNASeq obserwuje sig najwigksza zmiane krotnosci w ekspresji wiasnie SOX2 sposrod
wszystkich innych transkryptow, co zaprezentowane jest odpowiednio w Tabeli
uzupetniajacej 3 i Tabeli uzupetniajacej 5. Jest to 0 tyle istotnie, ze biatko SOX2 zostato
zidentyfikowane migdzy innymi jako znaczacy czynnik regulujacy proliferacje i
przerzutowos¢ potrdjnie ujemnych rakow piersi (Liu 1 wsp. Front Pharmacol.
2018:9:942), jak tez uwaza si¢ to biatko za jeden z podstawowych wyznacznikow
macierzystosci w komorkach nowotworowych (Novak i wsp. Semin Cancer Biol.
2020:67(Pt 1):74-82). Obserwacja wydaje si¢ by¢ zgodna z oczekiwaniami, gdyz opisano
wezesniej wptyw biatka BRM na ekspresje SOX2 w procesie organogenezy zarodkowej
(Papanayotou i wsp., PLoS Biol. 2008:6(1):¢2), jednak w procesach nowotworzenia
zalezno$¢ ta nie byla dotychczas szczegdtowo badana. By¢ moze Doktorantka bedzie
mogla wykorzystaé tg obserwacje w planowaniu dalszych badan nad rola biatka BRM w
nowotworach.

Przedstawione w powyzej uwagi merytoryczne, W glownej mierze majace charakter marginalny
lub polemiczny, w nieznacznym tylko stopniu wplywajg na jednoznacznie pozytywna ogolng
ocene przedstawionej pracy doktorskiej.

Uwagi redakcyjne
e Uzycie okre$lenia ..catkowita mutacja w obu genach™ (str. 38) wydaje si¢ zbytnim skrotem
myslowym, gdyz mutacja jest zjawiskiem binarnym i jesli wystepuje, to raczej jest
catkowita. Moze natomiast dotyczy¢ obu alleli lub tez powodowac¢ peing penetracje
fenotypu, co by¢ moze Doktorantka miata na mysli.
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e Przy prezentacji wynikow techniki Western blotting korzystne byfoby umieszczenie
znacznika molekularnego przy blotach.

e W tekscie rozprawy znajduje sig kilka nieistotnych btedow literowych.

Wymienione powyzej uwagi redakcyjne w zaden sposob nie zmieniajg ogdlnie korzystnego
wrazenia odnognie formy edytorskiej ocenianej rozprawy.

Podsumowanie i wnioski koncowe

Reasumujac, w swojej rozprawie doktorskiej Pani mgr Iga Jancewicz podjeta istotny i aktualny
temat badawczy we wspolczesnej onkologii do$wiadczalnej. Znaczna czg$¢ uzyskanych wynikow
cechuje nowatorstwo i moga one, wliczajac prezentowane wyniki negatywne, stanowi¢ podstawe
do dalszego ukierunkowania badan nad snaczeniem biatka BRM w potrdjnie ujemnym raku
gruczotu piersiowego.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Igi Jancewicz pod tytutem: ,.Rola biatka
BRM, podjednostki ATPazowe] kompleksu remodelujacego chromatyng typu SWI/SNF, w
przejsciu epitelialno-mezenchymalnym w potrojnie ujemnym raku piersi” spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce
(Dz.U. z 2018 r. poz. 1668) oraz wymogi regulaminu postgpowania W sprawie nadania
stopnia doktora w Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie —
Panstwowym Instytucie Badawczym (zatacznik do Uchwaly nr 283/2019 Rady Naukowej
Centrum Onkologii- Instytutu im. Marii Sktodowskiei-Curie).

W zwiazku z powyzszym skladam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Panstwowego Instytutu Badawczego w
Warszawie o dopuszczenie mgr Igi Jancewicz do dalszych etapow przewodu doktorskiego i
publicznej obrony. Jednoczesnie, ze wzgledu na istotne znaczenie tematu badawczego, wysoki
poziom merytoryczny prezentowanych wynikow, a w szczegdlnodcei obszerny zakres stosowanych
technik laboratoryjnych, wnioskuj¢ o wyréznienie w/w rozprawy doktorskiej.
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