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Guz nowotworowy jest zbudowany z wielu réznych typéw komoérek, z ktorych jedynie pewna
czg¢$¢ ma wplyw na wzrost i agresywnosé guza. Guz jest bowiem wynikiem tworzenia sie
struktury wieloskladnikowej na ktéra skiadajg si¢ komérki wielu typow. Do tej kategorii
nalezg przede wszystkim komorki tworzace monowarstwe zbudowang z komorek $rodblonka
wyscielajacego naczynia, ktorymi transportowane sa plyny ustrojowe takie jak krew lub
chionka. Srodblonek odgrywa bardzo wazng role w utrzymaniu homeostazy organizmu. Nie
jest jednak zbiorem jednorodnych komérek. Poza komérkami wyscielajacymi caly uklad
naczyniowy komérki $rédblonka sa zréznicowane fenotypowo z takimi procesami jak
organospecyficznosé, progresja guza, jego agresywnosé czy tworzenie sieci naczyn
krwionosnych i/lub limfatycznych. Heterogennosé komérek srodblonka moze ewoluowac na
wiele réznych sposobow. Ocena wplywu heterogennosci na srodowiska guza nie jest jednak
latwa. Dlatego czgsto w miejsce dokladniejszej oceny uwzglednia si¢ tzw. skumulowany efekt
mikrosrodowiska. Pozwala on w sposob niedoskonaty uwzgledni¢ efekt wplywu na to co
dzieje sig¢ w guzie i jego otoczeniu, a takze uwzglednié rozne stany patologiczne.
Wspoldzialanie migdzy guzem nowotworowym i odpowiednio przeksztalconymi komorkami
srodblonka prowadzi do powstania komérek epitelialnych zdolnych do inicjacji procesu
angiogenezy. Z punktu widzenia nowotworu krytyczny wydaje si¢ rozwdj w kierunku

funkcjonalnych komoérek endotelialnych tworzacych nieprawidlowe unaczynienie. Komorki




endotelialne uczestnicza w procesie tworzenia nie w pelni funkcjonalnych naczyn ktérymi
organizm dostarcza guzowi pozywienie i odpowiednig ilosc¢ tlenu, Tworzace si¢ unaczynienie
charakteryzuje si¢ wzrostem usieciowania oraz zwigkszeniem przepuszczalnosci. Checac
dokladnie uwzgledni¢ wplyw unaczynienia na wzrost guza nowotworowego konieczne jest
scharakteryzowanie wlasciwosci komérek epitelialnych, aby ich biologia nie ulegala
zmianom w trakcie ich obserwacji. W tym kontekscie podjecie tematyka pracy doktorskiej
mgr Kingi Wilkus, ktéra postanowila podsumowac stan obecnej wiedzy na temat roli jaka
heterozmienno$é¢ komdrek srodblonka odgrywa w rozwoju komdrek guza wydaje si¢ w pelni
uzasadnione.

Przedstawiona praca doktorska zostala przygotowana jako zszywka z dwoch
publikacji, ktore ukazaly si¢ w 2021 roku w jezyku angielskim w czasopismie Journal of
Molecular Sciences (IF= 6,208). Pierwsza z tych prac to publikacja pogladowa, w ktorej
podsumowano wiedzg na temat réznych modeli, ktére sa powszechnie stosowane nie tylko w
badaniach nowotwordéw, ale takze roli zmian patologicznych w komorkach endotelialnych
indukowanych przez mikrosrodowisko. Autorka podkreslila, ze heterogenno$é¢ komorek
srodblonka, a takze duze roznice w spelnianiu przez nie réznorodnych funkcji sg wynikiem
wplywu roznych czynnikéw poza- i srodkomérkowych ale takze modyfikacji
epigenetycznych i1 zmian biochemicznych. Druga, to praca oryginalna, w ktorej autorka
opisala wykorzystywane modele do analizy zmian jakie dokonujg sie w komorkach
endotelialnych pobranych z guza raka piersi i z tkanki nienowotworowej od tej samej
pacjentki w warunkach normoksji i hipoksji. Obie prace zostaly pozytywnie zrecenzowane. W
obu pracach Pani Kinga Wilkus byla pierwszym lub rownorzednym pierwszym autorem.

Celem w tej pracy bylo podsumowanie wiedzy o modelach komorek endotelialnych,
ktore sa powszechnie wykorzystywane nie tylko w przypadku charakterystyki nowotworow,

ale takze w chorobach zwiazanych z patologia komoérek endotelialnych. Badanie mialo na
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celu zidentyfikowanie nowych cech ktdre pozwolg na odréznienie zdrowych ECs od ECs
pochedzacych z raka piersi

Doktorantka wykorzystujac schemat opracowany i opatentowany w zespole
prowadzonym przez prof. Kieda wyprowadzila dwie linie komérek nablonkowych
wyizolowane: pierwsza z raka piersi (HBCa.MEC) i druga z tkanki prawidiowej piersi
(HBC.MEC). W wyniku stosowanej procedury obie linie posiadaly identyczny zestaw
markerow charakterystyczny dla komdérek nablonkowych z tym, ze komorki izolowane z guza
charakteryzowaly si¢ nizszym poziomem ich ekspresji. Poréwnanie obu tych linii pozwolilo
na ocen¢ wplywu angiogenezy na proliferacj¢ komorek EC, oraz roli komérek epitelialnych
w tworzeniu unaczynienia. Zdrowe komorki nablonkowe (EC) pochodzace ze zdrowej piersi
cechowala wigkszg zdolnosé do proliferacji niz komérki nablonkowe pochodzace z guza.
Cechowat je takze nizszy poziom biatka BCL6 — negatywnego regulatora apoptozy. Poziom
biatka TP53 wykazywat odwrotng tendencje. Chociaz obie linie byly CD309+ to w linii
HBCa.MEC naczynia powstawala szybciej, co odpowiada stwierdzeniu, ze w linii
wyprowadzonej ze zdrowej piersi poziom CD309+ byt wyzszy. Oba te wyniki potwierdzaly
zmiany w zdolnosciach proangiogennych.

Doktorantka wykazala, ze w komorkach epitelialnych wyizolowanych zaréwno z
tkanki guza piersi jak i z tkanki prawidlowej piersi tej samej pacjentki cechuje zmiennosé
Zjawisko to jest wynikiem wplywu pozostalych elementéw determinujgcych
mikrosrodowisko takich jak zréznicowany poziom proliferacji, warunki hodowli, morfologia
czy organospecyficznosé. Innymi slowy przy tworzeniu modeli wazne jest aby
charakterystyka komorek epitelialnych funkcjonalnie wyprowadzonych z danego organu
uwzgledniala zardwno zmienno$¢ jak i wpltyw cech zdeterminowanych mikros$rodowiskiem.
W przeciwnym wypadku badania obarczone bedg bledem.

Doktorantka przeprowadzila analiz¢ poréwnawcza dla obu wyizolowanych linii

komérkowych. Po wielu pasazach komorki prezentowaly fenotyp charakterystyczny dla



komorek epitelialnych chociaz ich charakterystyka pod wzgledem biologicznym wykazywala
znaczgce roznice. Dodatkowo obie linie wykazywaly ekspresje markerow takich jak ACE i
CD105 charakterystycznych dla ludzkich komoérek $rédblonka obserwowane przez innych
autorow. Obie linie EC prezentowaly markery zréznicowanych komorek srodblonka takich
jak VWF, CD31. Jednoczesnie linie komérkowe byly ujemne dla takich markerow jak CD34 i
dodatnie dla CD133. Obie linie komdrkowe wykazywaly wyzszy poziom ekspresji PDPN,
EGFR i1 AP dla EC wyprowadzonej ze zdrowej tkanki. Wplyw mikrosrodowiska na
wydzielanie VEGF-A oceniano w warunkach normoksji i hipoksji. W obu liniach w
warunkach hipoksji obserwowano wzrost ekspresji tego markera. W warunkach normoksji, w
linii EC izolowanej z guza poziom ekspresji VEGF-A ulegat obnizeniu.

Doktorantka wykazata tez zdolno$¢ do tworzenia tubul przez obie linie. W przypadku
linii izolowanej z tkanki guza usieciowanie osiggnieto wczesniej, rurki nie byly prawidlowo
uformowane. Zdrowe EC wykazywaly lepsze usieciowanie | wyzszg licze polaczen w
poréwnaniu do komoérek izolowanych z guza. Marker skutecznej angiogenezy — CD309+
obserwowano w obu liniach EC. W normoksji poziom receptora czynnika wzrostu
srodblonka naczyniowego byt wyzszy w zdrowych EC.

Aby oceni¢ wplyw obserwowanych zmian na poziom ekspresji genéw, analizie
poddano transkryptomy prawidlowej i nowotworowej EC. Dane z NGS wykazaly wzrost
poziomu ekspresji 350 genéw i spadek poziomu ekspresji 396 genow. Doktorantka wybrala
10 genow o najwigkszych réznicach w poziomie ekspresji miedzy EC izolowanymi ze
zdrowej tkanki w poréwnaniu do linii wyizolowanej z nowotworowych EC. Wsrdd nich kilka,
ktorych produkty byly charakterystyczne dla komérek EC. Oprécez bialek specyficznych dla
EC obie linie komérkowe wykazywaly obecnos¢ PDPN. Ekspresja Epfryny B2 pozwala na
stwierdzenie, ze obie linie ECs wywodza si¢ z tetnic, oraz ze obecnosé tego markera zwigzana
Jest ze ztym rokowaniem. Patologiczne komorki endotelialne cechuje zwigkszony poziom

markeréw mezenchymalnych (SMA). Zwigkszona ekspresja SMA zwigzana jest takze ze



wzrostem agresywnosci guza. Co ciekawe wsrdd 10 wybranych genow rozniacych sie
poziomem ekspresji doktorantka obserwowala zwigkszony poziom ekspresji biatka ABCG2.
Zmieniony poziom ekspresji markeréw w co najmniej kilku genach wyodr¢bnionych za
pomocg NGS jest rowniez obecny w innych typach nowotworow takich jak czerniak czy raku
pluca, jajnika i przewodowym raku piersi. Najwyrazniej EC pochodzace z guza wykazuja
ekspresje gendw charakterystyczng zaréwno dla prawidlowego s$rodblonka, jak i komorek
pochodzacych z raka.

W dyskusji doktorantka kolejno omawia uzyskane wyniki i poréwnuje je z danymi
literaturowymi. Dyskusja poprowadzona jest ciekawie. Autorka stara si¢ podkresli¢ te z
ustalen, ktore jej zdaniem moga mie¢ znaczenie w kontekscie klinicznym. Podsumowujac,
mgr Kinga Wilkus osiggnela stawiane sobie cele. Wyizolowata dwie linie ECs, ktore
prezentowaly gléwne markery komérek srodbionka VWF i CD31. Charakterystyczny wzor
ekspresji byl reprezentatywny dla komérek epitelialnych. Obie linie komorkowe byly zdoine
do tworzenia naczyn in vitro, ale efektywnosé tego procesu byla uzalezniona od ich
pochodzenia. Linia wyizolowana z guza wykazywata nizszy potencjat angiogenny niz linia
wyprowadzona ze zdrowej tkanki piersi. Niektore z cech charakterystyczne dla
nowotworowych EC mogly ulec modyfikacji podczas dugotrwalej hodowli. W tym
kontekscie ekspozycja na warunki (hipoksja/normoksji) wydaje si¢ mie¢ krytyczne znaczenie
ujawniajgce dalsze roznice miedzy liniami komorkowymi. Przedstawiona rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r, ,,Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce” (Dz. U. 2018 poz. 1668). Dlatego wnioskuje do Rady Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie autorki pracy mgr
Kingi Wilkus do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Dodatkowo chciatbym

wnioskowaé o wyroznienie tej pracy gdyz moim zdaniem autorce udalo si¢ utrzyma¢ hodowle

na wezesnym etapie przypominajagcym hodowle pierwotne, a to z kolei stwarza szansg¢ na




