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Ocena pracy doktorskiej mgr anal. med. Hanny Holysz zatytutowanej: ,,Préba identyfikacji
markeréw raka piersi w oparciu o analiz¢ polimorfizméw w genach ABCBI, LEP1 LEFPR
oraz ocena roli glikoproteiny-P w odpowiedzi komérek linii raka piesi na dziatanie
doksorubicyny”.

Rak piersi (BCa) to najczestszy nowotwor ztosliwy u kobiet, prowadzacy globalnie do ponad
620 tysiecy zgondw rocznie (dane WHO, 2018). Pomimo postgpu w terapii tej choroby
ogromny problem stanowi wzrastajgca zachorowalno$¢ na raka piersi. W zwigzku z tym
poszukiwanie nowych markeréw diagnostycznych i prognostycznych nadal pozostaje

aktualnym wyzwaniem wspolczesnej biologii medycznej.

Praca doktorska mgr Hanny Hotysz dotyczy oceny potencjalnego znaczenia diagnostycznego i
predykcyjnego wybranych polimorfizméw genow ABCBIT, LER i LEPR. Grupg badawczg
stanowilo 209 pacjentek chorych na BCa oraz 202 zdrowe kobiety. Wystgpowanie danego
polimorfizmu korelowano z masa ciata pacjentek oraz wybranymi parametrami kliniko-
patologicznymi chorych. W drugiej czesci pracy, do$wiadczeniach in vitro, szacowano
zalezno$¢ miegdzy polimorfizmem genu ABCET a poziomem ekspresji i aktywnoscig
odpowiadajgcego mu biatka oraz odpowiedzia komoérek raka piersi na doksorubicyng. Doktorat
dotyczy aktualnego i istotnego zagadnienia, a prezentowane wyniki s3 oryginalne. Praca
doktorska zostata zrealizowana pod opieka merytoryczng dr. hab. Blazeja Rubisia, ktory

posiada znaczgcy dorobek w szeroko pojetej biologii komérki nowotworowej.

Praca doktorska mgr Hotysz to napisany po polsku maszynopis liczacy 134 stron, o strukturze
standardowej dla prac doktorskich (i innych opracowan z obszaru nauk do$wiadczalnych) tj.
wstep, cele pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusja, streszczenie i spis literatury.
Dodatkowo na koficu rozprawy Autorka umiescita cenne dla potencjalnego czytelnika

podsumowanie pracy. Manuskrypt napisany jest bardzo dobrze, jezyk jest fachowy i logiczny,
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a ilo$¢ zauwazonych przeze mnie bledow jezykowych jest znikoma, z wyjatkiem stosunkowo

duzej liczby literowek.

Oceniajgc strone redakcyjng pracy mam nastgpujace uwagi:

- w wykazie skrotow IDC (ang. /nvasive Ductar Darcinoma) przettumaczone jest jako
,.haciekajgcy rak sutka”, tymczasem fachowo jest to inwazyjny przewodowy rak piersi. Nazwy
MDA-MB-231 i MCF7 - przettumaczone sg jako ,,linia komérkowa raka piersi”. Sa to nazwy
wiasne konkretnych linii komérkowych i zwyczajowo sig ich nie rozwija/thumaczy,

- w pracy skrot PgR, thumaczony jako receptor progesteronu, btgdnie uzywany jest zaréwno w

przypadku genu jaki i jego produktu biatkowego, ktérego odpowiednio dotyczy akronim PR,

Wstep rozprawy podzielony jest na dwie zasadnicze czgSci. Pierwsza poswigcona jest
przedstawieniu epidemiologii raka piersi ze szczegélnym uwzglednieniem czynnikow
inicjujacych rozwdj tej choroby. Druga czes¢ opisuje budowe i funkcj¢ ABCBI, leptyny i jej
receptora, oraz znaczenie polimorfizméw w genach kodujacych te biatka w patogenezie raka
piersi i odpowiedzi jego komorek na stosowane terapie. Ten rozdzial napisany jest dobrze i
dostarcza koniecznej wiedzy, potrzebnej do zrozumienia dalszych czgsci rozprawy. Po wstepie
jasno i do$¢ szczegdtowo sprecyzowane sg cele pracy. Rozdzial ,,Odczynniki, materiaty,
metody” jest wyczerpujacy i zawiera wszystkie informacje niezbedne do ewentualnego
powtdrzenia do$wiadczen. Znajduje si¢ tu jednak stosunkowo rozlegly opis mechanizmu
dziatania i zastosowania doksorubicyny. Wydaje mi si¢, ze fragment ten powinien raczej
poprzedzi¢ wiasciwe wynik do§wiadczen z doksorubicyng. Rozdziat wyniki przygotowany jest
dobrze, wszystkie tabele i ryciny sa czytelne i zrozumiate. Zaré6wno analizy kliniczne jak i
doswiadczenia /» viero wykonane sg zgodnie z obowigzujacymi trendami a ich wyniki rzetelnie
udokumentowane. ,,Dyskusja” rozprawy jest doglebna, wnikliwa i krytyczna, co bez watpienia

$wiadczy o dojrzatosci autorki.

Mam nastepujgce uwagi i komentarze odnoénie recenzowanej rozprawy doktorskie;:

- we wstepie w opisie markeréw prognostycznych opisujagc HER2, warto byloby wspomniec,
ze w przypadku HER2-pozytywnego BCa receptor ten jest rutynowym celem terapii opartej o
przeciwciala trastuzumab (standardowo w potaczeniu z chemioterapia). Wprawdzie pojawia si¢
stwierdzenie, ze ‘zablokowanie tego receptora przez swoiste przeciwciato monoklonalne IgGl
skutkuje lepsza odpowiedzia na stosowana terapi¢’ lecz zdanie to jest w moim odczuciu

nieprecyzyjne.



- w Tabeli 2 - wykazie substratow biatka ABCBI1 stosowanych w leczeniu nowotwordow
pojawia si¢ tamoksifen, a jako jego zastosowanie wskazany jest zaawansowany rak piersi.
Tamoksifen tymczasem jest najpowszechniejszym lekiem w ER-pozytywnym pierwotnym
BCa.

- przy opisie ER i PR pada stwierdzenie, ze nadekspresja tych receptoréw w komorkach raka
piersi jest niekorzystnym prognostycznie markerem i koreluje z krétszym czasem przezycia.
Zdanie to jest nieco mylace. Faktem jest, ze stymulacja szczegélnie ER przez estrogeny
promuje proliferacjg ER-pozytywnych (luminalnych) BCa. Poréwnujgc jednak z innymi
podtypami raka piersi fenotyp luminalny (a szczeg6lnie luminalny A tj. ER- i PR-dodatni) jest
najlepiej rokujacy.

- na stronie 25 pojawia si¢ zdanie 'Leptyna moze takze regulowa¢ dzialanie receptora
estrogenowego alfa, znajdujacego si¢ na powierzchni komorek'. ERa, podobnie jak inne
receptory hormondéw sterydowych, standardowo znajduje si¢ w cytoplazmie i jadrze
komérkowym. Faktem jest, ze pula ERa moze ulega¢ palmitylacji, czego skutkiem jest
lokalizacja w obrgbie wewngtrznej warstwy blony komoérkowej. ERa nigdy natomiast nie
znajduje sie na powierzchni komorki.

- na stronie 73 znajduje si¢ stwierdzenie, ze ocena ekspresji ER, PR i HER2 w tkankach
pacjentéw umozliwia okreslenie stopnia zaawansowania choroby. Informacja ta jest
nieprecyzyjna. Ekspresja tych antygenéw pozwala na zakwalifikowanie do danego podtypu
BCa.

- prositbym o wyjasnienie dlaczego do badan odpowiedzi komérek raka piersi na
doksorubicyng wybrano lini¢ MCF7, ktora reprezentuje luminalny A (tj. ER+/PR+, na stronie
63 znajduje si¢ natomiast blgdna informacja, ze komérki MCF7 nie eksprymuja PR) rak piersi.
Pacjentki o takim podtypie BCa standardowo leczone s3 hormonalnie a chemioterapia,
przynajmniej w stadium wczesnym badz zaawansowanym miejscowo, nie jest stosowana. Czy
nie lepiej bytoby réwnolegle do linii MDA-MB-231 zastosowa¢ druga lini¢ potréjnie-ujemnego
raka piersi. '

- w sekcji ,,Wyniki” na wykresie 4 i 5 brakuje legendy do osi y. Domyslam sig, ze oba wykresy
przedstawiaja liczbe komérek w danym punkcie czasowym. Do wykreséw brakuje rowniez
stosownych adnotacji w tekscie.

- do$wiadczenia z rodaming B sugerujg, ze zwickszona aktywnos¢ ABCBI jest odpowiedzialna
za staba odpowiedz komdrek MDA-MB-231 na doksorubicyne. W jaki sposéb moglibysSmy

potwierdzi¢ to zalozenie?



Pomimo wyzej wymienionych uwag i komentarzy, nie mam najmniejszych watpliwosci, ze jest
to bardzo warto$ciowy doktorat posiadajacy szereg godnych uwagi zalet. Wymieni¢ nalezy tu
widoczng pracowito$¢ Autorki (liczba przeanalizowanych przypadkéw - chorych i
kontrolnych), logicznie zaplanowany cykl eksperymentalny oraz jasnos¢ i1 uczciwos¢
prezentowanych wynikéw (zamieszczone sa réwniez wyniki negatywne). Chcialbym réwniez
podkresli¢, ze weryfikacja i poszerzenie czg$ci otrzymanych z analiz klinicznych wynikéw w
modelu hodowli komorkowych jest cenne. Takie komplementarne podejscie do badanego
zagadnienia, obejmujgce zarowno analizy z materiatlem klinicznych jak i nowoczesne modele
in vitro, jest dominujgcym trendem we wspétczesnej onkologii molekularnej i cechuje projekty
o wysokiej wartosci naukowej. Doktorantka wykazata si¢ takze §wietnym przygotowaniem
literaturowym co szczegblnie widoczne jest w sekcji ,,Dyskusja”, w ktorej trzymane wyniki

odniesione sg krytycznie do opublikowanych danych.

Podsumowujgc, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Hanny Holysz
zatytutowanej: ,,Proba identyfikacji markeréw raka piersi w oparciu o analiz¢ polimorfizmow
w genach ABCBI1, LE£P i LEPR oraz ocena roli glikoproteiny-P w odpowiedzi komorek linii
raka piesi na dzialanie doksorubicyny” jest jednoznacznie pozytywna, a rozprawa w pelni
spetnia warunki ujete stosownymi przepisami, zawartymi w art. 13 Ustawy o stopniach
naukowych i tytule naukowym z 2003 r. Wnosz¢ wigc o dopuszczenie przez Wysoka Rade
Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu Pani mgr Hanny Hotysz do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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