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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Anny Nagiel pt.:
,» Wpltyw mikro$rodowiska guza na komorki nowotworowe raka piersi
w kontek$cie zmian w obrebie receptora estrogenowego”
w zwigzku z powierzeniem obowigzku recenzenta

przez Rade Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu Gdanskiego.

1. Znaczenie podjetych badan

Praca dotyczy bardzo waznego i niestety ciagle aktualnego problemu diagnostyki i terapii raka
piersi u kobiet. Czgsto$¢ wystepowania tej choroby w populacji polskiej ale i §wiatowej stanowi
doskonate uzasadnienie dla podjgcia tego tematu. Zwlaszcza, ze, jak si¢ wydaje, jedynym
skutecznym podejsciem do problemu raka piersi jest wczesna diagnostyka. Nie jest to jednak
mozliwe bez dobrego poznania metabolizmu komorek nowotworowych, ktore wywodza si¢ z
komorek danego pacjenta; w konsekwencji sg wiec do nich bardzo podobne. Wydaje sie, ze
kierunek badah zaproponowany przez doktorantk¢ ma szans¢ wnie$¢ istotne elementy wiedzy
w zakresie poznania patogenezy nowotworu 1 poszerzy¢ nasze horyzonty diagnostyczne.
Bardzo istotny element pracy stanowi fakt wsparcia przez bardzo merytoryczny i do§wiadczony
zespot Pani Promotor (Prof. dr hab. Anna Zaczek) oraz promotora pomocniczego (dr
Aleksandra Markiewicz). Utworzenie takiego zespotu, z solidnymi tradycjami naukowymi,
pozwolito na przeprowadzenie zaawansowanych i1 nowoczesnych badan oraz wysnucie
konstruktywnych wnioskdw. Nie bez znaczenia jest fakt, ze cze$¢ wynikow zostata juz przez
doktorantk¢ opublikowana w recenzowanych czasopismach z listy JCR o wysokim

wspoétezynniku oddziatywania IF. W dwoch pracach doktorantka jest pierwszym autorem.
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2. Ocena pracy

Ocena merytoryczna

Pracg stanowi manuskrypt zawierajacy si¢ na 95 stronach. Rozprawe rozpoczyna przejrzysty
spis tresci oraz dwa streszczenia, odpowiednio w jezyku angielskim i polskim o dobrej
strukturze 1 spelniajace swoja role. Do strony 31 czytelnik ma mozliwo$¢ poznania
uzasadnienia zakresu podjetych badan, ktore jest lapidarne ale kompletne. Wstep zawiera
informacje dotyczace aspektéw anatomii, patogenezy nowotwordéw oraz ich epidemiologii z
uwzglednieniem watku diagnostycznego, opartego o charakterystyke molekularng. Przytaczane
dane poparte sg adekwatnymi cytowaniami, ktorych jest tacznie 158 i pochodza w wiekszosci
z ostatniej dekady. Ta cze$¢ pracy jest opatrzona bardzo dobrej jakosci rycinami, ktére
utatwiaja podazanie za tekstem i koncepcja autorki. Od samego poczatku widoczna jest dbatos¢
doktorantki nie tylko o zawarto$¢ oraz tre$¢ ale i form¢ pracy (w tym figury), co nalezy
zdecydowanie pochwalic.

Z drobnych uwag, chcialbym jedynie zasygnalizowac¢ kilka sugestii. I tak, na stronie 15 znalazto
si¢ do$¢ malo precyzyjne okreslenie odwotujace si¢ do mutacji w genach BRCA1 i BRCA2 -
nie wiadomo, jakie doktadnie mutacje autorka ma na mysli. Tak przedstawiony pobiezny opis
wskazuje na konkretne geny ale nie wiadomo czy uwzglednia warianty wystepujace w
konkretnej (np. polskiej) populacji. Na stronach 14 1 15 znajduje si¢ stwierdzenie opisujace
,czestotliwos$¢” zamiast czestoSCi wystepowania raka piersi. Wydaje si¢, ze okre$lenie
,wspotczynnik Ki67” mozna by zastgpi¢ innym sformulowaniem jak wskaznik czy marker
proliferacji, gdyz lepiej oddaje charakter tego biatka. W tekscie znajduje si¢ rozwinigcie skrotu
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zdefiniowanego rowniez w ,,wykazie skrotow” ale sa tu rozbieznoSci odnoszace si¢ do

oryginalnego, anglojezycznego sformutowania — raz jest to estrogen response a raz estrogen
responsive elment.

Doktorantka precyzyjnie opisuje przedmiot badan tj. izoformy receptora
estrogenowego, odpowiednio ER 036 oraz 066, a takze ich rol¢ w patogenezie nowotworu,
regulacji ekspresji genéw rowniez w kontekscie diagnostycznym. Z tego opisu do$¢ jasno
wylania si¢ cel pracy, ktory koncentruje si¢ wokol udziatu ekspresji poszczegoélnych,
alternatywnych izoform wskazanego receptora ER w metabolizmie komorek CAF czyli
fibroblastow zwigzanych z nowotworem w kontekscie udziatlu mikrosrodowiska w progresji
nowotworu.

Wydaje si¢, ze w pracy, w tym w celu, nalezaloby unika¢ okreslen opisujacych
,hormalng ilo$¢ biatka”, a zastagpi¢ to sformutowanie np. prawidlowa ilos¢ biatka.

Zapozyczenie uzyte przez doktorantke z jezyka angielskiego nie zawsze oddaje charakter
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przedmiotu. Kolejna czg¢$¢ pracy to Materialy i nastepnie Metody, w ktorych bardzo
szczegdtowo doktorantka zawarla opis buforéow oraz stosowanych klasycznych ale i
nowoczesnych metod molekularnych. Co warte podkreslenia i pochwaty, do badan wtaczono
418 chorych, a mikromacierze tkankowe przeprowadzono z wykorzystaniem 80 probek. Co
bardzo warto$ciowe, badania przeprowadzono we wspotpracy z przedstawicielami innych
specjalnosci, wymienionych w pracy z nazwiska. Tu nalezy si¢ wyraz uznania dla tych, co
uznaja wkitad i pomoc innych. Badania cechuje dociekliwo$¢ i podazanie za wytyczonym
celem. Szczegolnie istotny element pracy to porownanie wynikow badan uzyskiwanych za
pomoca dwodch réznych metod jak qPCR 1 FISH. Wydaje sie, ze przy opisie qPCR zabrakto
dos¢ kluczowej informacji odno$nie rodzaju wykorzystanych oligonukleotydéw inicjujacych
proces odwrotnej transkrypcji, co moze mie¢ znaczenie dla jakosci i iloSci uzyskiwanego
cDNA.

Kolejna drobna uwaga to sugestia aby nie stosowaé stwierdzenia opisujgcego rozdziat
na lecz w zelu, kiedy opisywany jest proces immunoidentyfikacji/western blot. Wydaje sig¢
rébwniez, ze stosowanie terminologii opisujacej pozywke lub podtoze hodowlane byloby
trafniejsze niz stosowanie slowa ,medium”. Cenng cze$¢ rozprawy stanowi opis analizy
statystycznej.

Czes¢ wynikowa to niewatpliwie najistotniejsza czgs¢ pracy, wzbogacona rycinami,
opisami zmian morfologicznych 1 metabolicznych zachodzacych w badanych komorkach.
Znajduje si¢ tu istotne uzasadnienie aspektu klinicznego badan, opis wynikow ekspresji
alternatywnych wariantow receptora ER ocenionych za pomocg metod qPCR i barwien

immunohistochemicznych oraz WB. Zestawienie wynikow w tabelkach jest czytelne.

Dyskusja

Dyskusja jest ostrozna i dojrzala. Uwzglednia analiz¢ poréwnawcza poszczegdlnych
zastosowanych metod, heterogenno$¢ materialu klinicznego, aspekty diagnostyczne i
rokownicze oraz analiz¢ na poziomie genotypu, proteomu, sekretomu 1 fenotypu.
Podsumowanie jest rownie ostrozne i uwzglgdnia najwazniejsze wnioski wyplywajace z pracy.
Autorka nawiazuje do faktu, ze badane izoformy analizowanego receptora ERa odgrywaja
istotng rol¢ nie tylko w komoérkach nowotworowych, ale réwniez w ,,fibroblastach zwigzanych
z nowotworem” w raku piersi. Jest to istotnym wskazaniem do podjecia badan w zakresie
analizy mikrosrodowiska regionu objetego nowotworem W konteks$cie progresji choroby.

Szkoda jednak, ze stosowne wnioski nie zostaty jednoznacznie wypunktowane.
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Strona formalna pracy i forma

Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie z zastosowaniem standardowych zalecen.
Bledy edytorskie sg bardzo nieliczne. Zdaniem recenzenta warto, zwlaszcza w dluzszych i
wielowatkowych zdaniach, stosowa¢ $redniki. W niektorych rycinach (poczawszy od ryciny 1)
trudno znalez¢ informacj¢ odno$nie zrddia ich zapozyczenia, a fakt ten wydaje sie
bezsprzeczny. Na stronie 22 znajduje si¢ informacja o terapii antynowotworowej podczas gdy
lepszym okresleniem bytoby okreslenie odnoszace si¢ do terapii przeciwnowotworowej. W

sekcji Metody, tabela 1 — zsumowanie wartosci w kolumnie PR daje 101% przypadkow.

3. Podsumowanie i wniosek korncowy

Poruszanie si¢ po pracy jest latwe migdzy innymi dzigki przejrzystosci spisu tresci i
przeplataniu tekstu bardzo czytelnymi elementami graficznymi. Zataczony wykaz dorobku jest
znaczacy 1 na szczegblng uwage zashuguje duza aktywnos$¢ doktorantki wyrazona udzialem
licznych konferencjach oraz w stazu naukowym w Oklahomie, w Lessard Laboratory, w
ramach stypendium Amerykanskiej Komisji Fulbrighta.

Doktorantka porusza w rozprawie bardzo aktualny, ciekawy i jednoczesnie trudny
temat. Sposob prezentacji uzyskanych wynikow jest przejrzysty, a bogate ilustracje stanowig
istotne urozmaicenie pracy. Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorska stwierdzam, ze Autorka
przygotowata bardzo ciekawg i warto§ciowa rozprawe, zgodng z Ustawg 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 pdzn. zm.). Powyzsze wnioski upowazniajg mnie do zwrocenia si¢ do
Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie Anny Nagiel

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

4. Whniosek o wyrdinienie

Ze wzgledu na wnikliwg analiz¢ uzyskanych wynikow, ich aplikacyjny charakter w kontekscie
rokowniczym i terapeutycznym w raku piersi oraz w zwigzku z faktem ich opublikowania

wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy.

Z powazaniem

Prof. dr hab. Btazej Rubis

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Anny Nagiel



