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UZASADNIENIE

Praca ma duzy aspekt poznawczy, bowiem, jak stusznie konstatuje Autorka nowy typ
CAFs opisany w niniejszej pracy, dla ktorego charakterystycznym jest wydzielanie HGF, moze
sta¢ sie¢ w przyszlosci celem terapii lub przyczyni¢ si¢ do skuteczniejszego planowania juz
dostepnego leczenia

Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej zostaly juz czgsciowo opublikowane w
prestizowym, recenzowanym czasopismie naukowym, a przedstawiony przez Doktorantke
dorobek naukowy jest spojny i wskazuje, ze badania nad biologia raka piersi sa w obszarze jej
szczegblnych zainteresowan. Przywolane publikacje i doniesienia konferencyjne wskazuja na
stala wspotprace Doktorantki z klinicystami. W opinii recenzentki jest to warte podkreslenia,
sugeruje bowiem, ze Doktorantka doskonale rozumie potrzebe klinicznej przydatnosci
prowadzonych badan.

Praca jest przygotowana bardzo starannie, a jej szczegdlne walory podkreslono w
recenzji. Temat pracy koresponduje z dorobkiem naukowym doktorantki, a catos¢ wskazuje na
dojrzato$¢ naukowa mgr Anny Nagel

Dr hab. n. med. Barbara Radecka, prof. UO
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Tytut rozprawy:
WPLYW MIKROSRODOWISKA GUZA
NA KOMORKI NOWOTWOROWE RAKA PIERSI

W KONTEKSCIE ZMIAN W OBREBIE RECEPTORA ESTROGENOWEGO

Rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem ztosliwym u kobiet w Polsce 1
na swiecie. Liczba nowych rozpoznan systematycznie wzrasta. Jest to wynikiem z jednej strony
coraz wigkszego znaczenia srodowiskowych czynnikow ryzyka (wydluzenie czasu zycia
ogélem oraz czasu ekspozycji na estrogeny, zwigkszajace si¢ odsetki kobiet bezdzietnych czy
rodzacych pierwsze dziecko po 35 r.z, a takze kobiet z nadwaga 1 otyloscia), a z drugie) -
poprawy wykrywalnosci poprzez wprowadzenie badan przesiewowych na masowa skale
Wyniki leczenia chorych na raka piersi systematycznie si¢ poprawiaja. Jest to nastepstwem
wezesnego wykrywania oraz postgpu w leczeniu, zardwno miejscowym jak 1 systemowym.
Fundamentalng zmiang w podejsciu do systemowego leczema raka piersi w ostatnich latach
bylo wprowadzenie do diagnostyki raka piersi podzialu na podtypy biologiczne Dzeki
odkryciom w zakresie nauk podstawowych oczywistym stalo sig, ze rak piersi jest chorobg
niejednorodna 1 stanowi spektrum podtypow molekularnych o odrgbnych cechach
biologicznych. Histologiczny obraz raka piersi nie jest bowiem wystarczajacy do ustalenia

zmian genetycznych 1 zdarzen biologicznych zwiazanych z rozwojem i progresja raka
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Poniewaz dokladne molekulame definiowane nie jest powszechnie dostgpne, w
codziennej praktyce klinicznej przyjeto zastepcza klasyfikacj¢ oparta na badaniach
immunohistochemicznych oraz hybrydyzac)i in situ (ISH). Markerami wykorzysty wanymi w
tey klasyfikacji sa: receptor estrogenowy alfa (ang. Estrogen Receptor alpha, ERa), receptor
progesteronowy (ang. Progesterone Recepior, PR), receptor ludzkiego naskérkowego czynnika
wzrostu (ang. Human Epidermal Growth Factor 2, HER2) lub kodujacy ten receptor gen HER?2
oraz wskaznik proliferacji Ki67 (ang. Ki67 Proliferation Index)

Oznaczenie ekspresji tych biomarkeréw pozwala wyodregbnic cztery podtypy
biologiczne raka piersi (luminalny A, luminalny B, Her2-dodatni nieluminalny oraz potrojnie
ujemny) charakteryzujace si¢ odmiennym przebiegiem klinicznym 1 rokowaniem oraz, co
szczegblnie wazme, wymagajace odmiennego leczenia systemowego. Najczgscie) (W ok 70% -
80% przypadkow) wystepuje rak z ekspresja receptora estrogenowego. Dla onkologa
klinicznego informacja o podtypie raka piersi jest kluczowa dla wyboru sposobu leczenia
Jednoczesnie coraz powszechniejsza jest $wiadomosé, ze dostgpna obecnie klasyfikacja jest
niewystarczajaca. Konieczne jest definiowanie bardzie) szczegblowych cech biologicznych
komorek nowotworowych, aby poprawi¢ stratyfikacje chorych i zapewni¢ lepszy dobor
leczenia Przez wiele lat badania w tym obszarze skupialy si¢ na komorkach nowotworowych,
aczkolwiek w ostatnich latach coraz wiecej badan dotyczy mikrosrodowiska guza. Ten zlozony
ekosystem, tworzony przez komérki o réznym pochodzeniu ma istotny wplyw na wzrost,
proliferacje 1 przezycie komoérek nowotworowych. To komorki mikrosrodowiska 1 wydzielane
przez nie cytokiny, chemokiny czy metabolity maja wplyw na takie procesy jak hipoksja,
angiogeneza, remodelowanie macierzy migdzykomérkowe), a takze zmiany cisnienia
srodmiazszowego, czy pH.

W tym kontekécie wyb6r tematu prowadzonych przez Doktorantke, Anng Nagel,

wieloletnich badan zasluguje na szczegdlne uznanie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma uklad typowy dla tego typu
opracowan. Obejmuje 95 stron maszynopisu, z tradycyjnym podziatem na wstep, cel pracy,
material 1 metodyke badan, wyniki, dyskusje z podsumowaniem oraz wykaz pismiennictwa
Zawarto réwniez streszczenia w jezyku polskim 1 angielskim Calos¢ wienczy zwigzle
przedstawienie dorobku naukowego doktorantki, z ktérego wynika, ze badania nad biologia
raka piersi sa w obszarze jej szczeg6lnych zainteresowan. Przywolane publikacje 1 doniesienia

konferencyjne wskazujg na stala wspolprace Doktorantki z klimcystami. W opinu recenzentki
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jest to warte podkreslenia, sugeruje bowiem, ze Doktorantka doskonale rozumie potrzebe

klinicznej przydatnosci prowadzonych badan

We wstepie Autorka omawia w sposob niezwykle uporzadkowany kwestie
epidemiologn 1 diagnostyki raka piersi. Przytacza obowiazujace 1 powszechnie stosowane
klasyfikacje pozwalajace oceni¢ zaréwno zaawansowanie choroby, jak 1 jej biologie
Omawiajac podtypy biologiczne raka piersi zwraca uwage nie tylko na cechy komorek
nowotworowych, ale takze przebieg choroby 1 rokowanie w poszczegélnych podtypach
Opisujac raka potrdjnie ujemnego Doktorantka wspomina o leczeniu molekularnie
ukierunkowanym 1 przywotujac sacytuzumab gowitekan (koniugat przeciwciata anty-Trop-2 1
cytostatyku z grupy inhibitordw topoizomeraz) wskazuje, 1z jest to jedyna dostepna dla tej
populacyi chorych terapia celowana U chorych na raka potrojnie ujemnego mozliwe jest takze
zastosowanie mnnego leczenia ukierunkowanego (np. inhibitorow PARP w przypadku mutacji
w genach BRCA 1 2 lub immunoterapii). Wszystkie wymienione terapie nie sg jak dotad objete
w Polsce refundacja ze s$rodkéw publicznych By¢ moze Autorka wymieniata tylko
sacytuzumab gowitekan z uwagi na jego szczegdlny mechamizm dziatania, jednak w toku
dalszego studiowania pracy recenzentka nie znalazta merytorycznego uzasadnienia W
podrozdziale poswieconym mikrosrodowisku guza Autorka slusznie podkre$la, ze jest to
bardzo heterogenny ekosystem, w ktorym identyfikuje si¢ komorki o réznej biologii. Zrodta
pochodzenia poszczegélnych komorek oraz poprawno$¢ markerow uzywanych do ich
identyfikacji sa przedmiotem nieustannych badan 1 kontrowersji. W podrozdziale dotyczacym
receptora estrogenowego Doktorantka wskazuje na istnienie dwoch 1zoform tego receptora
(ERa66 1 ERa36) oraz w przejrzysty sposob wyjasnia roznice w ich powstawaniu, mimo, ze
obie powstaja na bazie tego samego genu ESR/. Nie pomia takze kwestii problemow
diagnostycznych w zakresie oceny amplifikacy lub zmiany ekspresji tego genu metoda FISH 1
qPCR. Zwraca uwage na fakt, 1z ERa36 wystepuje zarowno w guzach ER-ujemnych jak 1 ER-
dodatnich, a nadekspresy ERa36 czesto towarzyszy spadek poziomu ekspresji ERa66, co
sugeruje, ze obie 1zoformy moga wzajemnie si¢ regulowac. Podkresla takze odmiennosci w
sygnalizacji estrogenowej obu 1zoform oraz fakt, ze ERa36 moze takze sta¢é sie celem

terapeutycznym

Celem pracy badawczej byla analiza ekspresji 1zoform kodowanych przez gen ESRI 1
odpowiedzenie na pytanie, czy podwyzszona liczba kopii genu ESR I, obserwowana rowniez u
chorych z normalna iloscig biatka ERa66, jest zwiazana z ekspresja ERa36 Dodatkowym

celem byla ocena roli ERa36 w komorkach mikrosrodowiska, a konkretnie fibroblastach
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zwiazanych z nowotworem (ang Cancer Associated Fibroblasts, CAFs) Drugi cel zostal
zdefimowany podczas badan ekspres)i 1zoformy ERa36 w komoérkach raka piersi, kiedy to
Doktorantka traktujac skrawki tkankowe przeciwciatamu skierowanymi przeciwko izoformie
ERa36 odnotowala pozytywne barwienie komérek w mikrosrodowisku Wykorzystanie tego
zjawiska jako inspiracji do dalszych poszukiwan $wiadczy o duzej dojrzatosci naukowe) oraz

tak waznej dla naukowca dociekliwoscl.

W rozdziale Matenial dokladnie 1 w przejrzysty sposob opisano wykorzystane linie
komérkowe, zastosowane pozywki, odczynniki, przeciwciala, bufory 1 aparaturg. Pewien
niedosyt budzi fakt, ze nie wymieniono tuta) preparatow tkankowych guzow piersi (zarowno
zamrozonych jak 1 zatopionych w formalinie 1 utrwalonych w parafinie). Dopiero w rozdziale
Metody na str 37 jest informacja, z ktérej mozna wnioskowac, ze taki materiat byl badany. W

takim razie powinien by¢ wymieniony w rozdziale Materiaty.

Z wyjatkowa precyza przedstawiono wszystkie zastosowane metody badawcze
zarowno dotyczace analizy gendw jak 1 bialek. Badania zmian w obrebie genu ESR/ jak 1 badan
fibroblastéw zwiazanych z nowotworem przeprowadzono z wykorzystaniem tkanki guza
pobranej od chorych. Doktorantka uzyskata zgode stosownych komusji bioetycznych na
przeprowadzenie badan oraz $wiadoma zgode chorych na wykorzystanie do badan pobranych
od nich tkanek. Analiza danych klinicznych chorych, od ktérych pozyskano matenal budz
pewien niepokéj, bowiem u 20% chorych nie podano informacji o stopniu histologicznego
zroznicowania, u 29% o typie histologicznym, a u 20% o statusie HER2. Mozna si¢ domyslec,
ze wynika to z niedostatkow dokumentacji medycznej. Nalezy jednak podkreslic, ze w okresie,
kiedy pozyskiwano tkanki wspomniane parametry byly elementem standardowej oceny
patomorfologicznej, a chore byly leczone, jak podaje Doktorantka, w jednostkach Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, zatem informacje o tych parametrach powinny by¢ dostepne.
Doktorantka odnosi si¢ do danych klinicznych w dalszej czg$ci pracy, stad niekompletnosé tych
danych powinna by¢ w opinii recenzentki wyjasniona.

Zwraca uwage szczego6lna rzetelnos¢ Doktorantki w postaci przytoczenia nazwisk

badaczy wykonujacych wybrane procedury

Anahizy danych klinicznych wykonane zostaly przy uzyciu programow Statistica ver.
12 (StatSoft), SPSS (IBM), GraphPad Prism i testu t studenta Zmuenne kategoryczne byty

porobwnywane testem %2, a zmienne ciagle przy uzyciu wspolczynnika korelacji rang




Spearmana i testu Manna-Whitneya Krzywe przezycia Kaplana-Meiera byly oceniane przy
uzyciu testu F-Cox

Wyniki zostaly przedstawione w sposob zwiezly, z odpowiednim ich zestawieniem w
postaci tabel 1 rycin (5 tabel, 16 rycin). Autorka wykazala, ze wyniki oceny liczby kopii genu
ERS 1 metoda FISH i gPCR nie koreluja ze soba, co sugeruje, ze obie metody mierza inny rodza

aberracji w obrebie genu £SR]. Wskazala tez na ztozonos¢ takich aberracji w kontekscie zmian
ekspresji klasycznej izoformy ERa66, jak i alternatywnej izoformy ERa36. Zwigkszona liczba
kopii genu zaobserwowano u 9,2% chorych stosujac qPCR (i korelowalo to z gorszym
przezyciem wolnym od choroby) oraz u 26% stosujac FISH.

Wysoka liczba kopii genu ESRI badana metoda qPCR jest zaangazowana w
powstawanie innych izoform receptora estrogenowego, miedzy innymi ERa36. Co wiece),
analizy ekspresji 1zoformy ERa36 wykazaly, ze ekspresja ta koreluje ze zZtym rokowaniem
chorych na raka piersi. Pomimo tego, 1z ekspresja ERa36 nie korelowata z wielkoscia guza,
stadium choroby, zajeciem wezléw chlonnych, czy podtypem histologicznym, wysoka
ekspresja ERa36 powiazana byla z krotszym czasem przezycia wolnego od choroby. Natomast
ekspresja izoformy ERa66 wykazata odwrotny efekt Analiza przezycia w podgrupach ERa66-
pozytywnej i ERa66-negatywnej podtrzymala istotnos¢ korelac)i ukazane) dla calej grupy,

wskazujac na niezaleznos¢ wpltywu ERa36 na przezycie wolne od choroby od poziomu ERa66

Badania mikrosrodowiska guza wykazaly, ze fibroblasty o wysokim poziomie ERa36
korelowaly z podwyzszonym poziomem Ki67 w komérkach nowotworowych, co moze
przektada¢ si¢ na bardzie) agresywny przebieg choroby i niekorzystne rokowanie. Profil
ekspres)i genow w guzach chorych, u ktorych wystepowaty CAFs o wysokim poziomie ERa36,
wskazywal na reorganizacje macierzy migdzykomérkowej oraz obnmizona zdolnos¢ do
odpowiedzi immunologicznej.

Ciekawym elementem pracy jest analiza in vitro, w ktorej wykazano, ze CAFs o
wysokim poziomie ERa36 posiadaja umkalny profil sekretomu, ktorego sktadniki znane s3 z
dziatania pronowotworowego. Jeden z takich sktadnikéw, czynnik wzrostu hepatocytow (ang
Hepatocyte Growth Factor, HGF) znaczaco indukowal inwazyjny fenotyp komérek potrojnie

ujemnego raka piersi na sciezce sygnalizacyjnej cMet/Akt.

Zwraca uwage pewna niezgodnos¢ liczbowa — w rozdzale Wyniki, na strome 46

Autorka podaje, ze stosujac qPCR ... zwiekszong liczba kopii genu zaobserwowano u 9,2%
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(37/402) chorych ., podczas, gdy w rozdziale Dyskusja, na stronie 69, 1z ,,. Podwyzszona
liczbe kopii genu ESR/ badana metoda qPCR zaobserwowano u 9,4% chorych
Najprawdopodobnie; jest to blad wynikajacy z zaokraglenia 1 w opini recenzentki nie

umniejsza to rzetelnosci obliczen.

Dyskusja jest poprowadzona prawidlowo. Autorka porownuje wyniki swoich badan z
danymi z pi$miennictwa, zwraca uwage na znaczenie badan obejmujacych zarowno komorki
nowotworowe, jak rowniez ich mikrosrodowisko. Wnioski sa sformulowane prawidlowo 1
niosa istotne przestanie praktyczne. CAFs bedace jedna ze skladowych mikrosrodowiska guza
wykazuja istotna rolg w progresji choroby, dlatego dalsze badama nad nowoczesnymi lekami
ukierunkowanymi molekulamie powinny je uwzglednia¢. Praca ma duzy aspekt poznawczy,
bowiem, jak stusznie konstatuje autorka nowy typ CAFs opisany w niniejszej pracy, dla ktorego
charakterystycznym jest wydzielanie HGF, moze sta¢ si¢ w przyszlosci celem terapu lub
przyczyni¢ sig do skuteczniejszego planowania juz dostepnego leczenia.

Bardzo wartosciowym elementem pracy jest warstwa graficzna — czytelny 1 niezwykle
estetyczny podzial tekstu oraz pigkne ilustracje.

Calo$¢ pracy opatrzona jest 158 pozycjami pismiennictwa, z ktérych zdecydowana

wickszo$¢ zostala opublikowana w miedzynarodowych, recenzowanych czasopismach.

Uwagi jezykowe i edytorskie

| Na stronie 15 pojawia si¢ okre$lenie ,Ponad to” pisane roztacznie, aczkolwiek kontekst
wskazuje, 1z powinno si¢ zastosowa¢ partykule ,,Ponadto”;

2. Na stronie 16 pojawia si¢ okre$lenie ,,nadmiernym spozywaniem tluszczy”, aczkolwiek
poprawnie powinno by¢ ,.nadmiernym spozywaniem tluszczow”;

3 W niektorych miejscach pojawiaja si¢ nadliczbowe odstepy pomigdzy slowami, a
gdzieniegdzie brak jest odstepu,

4 Na stronie 21 podtyp biologiczny HER2-dodatni jest okreslony jako HER2-pozytywny;,

nominalnie oznacza to, oczywiscie ten sam podtyp, jednak w opini recenzentki

nazewnictwo powinno by¢ ujednolicone,

5. Pozycja 21 piémiennictwa jest przywotana nieprawmidlowo, jest: Jacek Jassem, M. K, a

powinno byc Jassem, J. & Krzakowski, M.
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Uwagi jezykowe 1 edytorskie czesto odbierane sa jako niepotrzebne 1 nadmierne, jednak
prace doktorska powinna cechowac szczegolna starannos¢. Te uwagi nie wplywaja, oczywiscie,

na warto$¢ merytoryczng dziela 1 koncowa calosciowa pozytywna oceneg dysertacji

Doktorantka wykazata si¢ umiejetnoscia analitycznego myslenia oraz systemowego
spojrzenia na opracowywane zagadnienie i potwierdzila swoje umiejgtnosci prowadzenia pracy
naukowej. Wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Gdanskiego o dopuszczenie mgr Anny Nagel do dalszych etapow przewodu doktorskiego

Jednoczesnie wnioskuje o wyrdznienie pracy.

Dr hab. n. med Barbara Radecka, prof. UO
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