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Recenzja pracy doktorskiej lek. Romana Dubianskiego zatytulowanej:
»Analiza funkcji jadrowej receptora HER2 w HER2-dodatnim raku piersi”
wykonanej w Narodowym Instytucie Onkologii w Warszawie

Rak piersi (BCa) to najczestszy nowotwor ztosliwy u kobiet, prowadzacy globalnie do
ponad 620 tysigcy zgondw rocznie (dane WHO, 2018). Nadekspresje HER2 (ERBB2)
obserwuje si¢ w 20-25% przypadkow choroby, a cecha ta zwigzana jest to z gorszym
rokowaniem pacjentek. Przetomem w leczeniu chorych z HER2-dodatnim rakiem piersi byto
wprowadzenie terapii spersonalizowanych, celujgcych w aktywno$sé HER2 i oddziatujacych z
nim czlonkow rodziny ERBB. W 1998 FDA zaakceptowato trastuzumab jako lek pierwszego
wyboru dla pacjentow z HER2-dodatnim rakiem piersi, a kolejne lata przynosity zatwierdzenie
lapatinibu, pertuzumabu, neratinibu, koniugatow trastuzumabu 2z emtanzyng czy
derukstekanem. Pomimo niezaprzeczalnego postepu w terapii tej choroby w zasadzie u
wszystkich pacjentek z czasem wyksztalca si¢ oporno$¢ na stosowane leczenie celowane.
Mechanizm tego procesu jest bardzo ztozony i obejmuje migdzy innymi bezposrednie
zaburzenia funkcji HER2. Stad tez doglebne poznanie regulacji aktywnosci tego receptora jest
podstawa udoskonalenia schematow terapii czy rozwoju nowej klasy lekow celujacych w
HER2.

Praca doktorska lek. Romana Dubianskiego dotyczy poznania jadrowej funkcji HER2
oraz udziatu zlokalizowanego tu receptora w odpowiedzi komorek raka piersi na trastuzumab.
Autor skupit si¢ na biatkach oddziatujacych z HER2 w obrgbie jadra komérkowego, badat jego
ewentualne wigzanie do chromatyny 1 analizowat ekspresj¢ gendw w komorkach opornych na
trastuzumab. Biorac pod uwage powyzsze informacje stwierdzi¢ nalezy, ze zagadnienia
realizowane w pracy doktorskiej lek. Romana Dubianskiego sg aktualne, istotne z punktu

widzenia poznawczego i posiadaja potencjalny wymiar aplikacyjny.



Praca doktorska zostala zrealizowana pod opieka merytoryczng dr. hab. Elzbiety
Sarnowskiej, prof. NIO-PIB i dr Agnieszki Jagietto-Gruszfeld, ktore posiadaja znaczacy
dorobek w obrebie szeroko pojetej biologii molekularnej komorki nowotworowej z
uwzglednieniem aspektow klinicznych raka piersi.

Recenzowana rozprawa to napisany po polsku maszynopis liczacy 65 stron, o strukturze
standardowej dla prac doktorskich z obszaru nauk doswiadczalnych tj. streszczenie, wstep, cele
pracy, materiaty, metody, wyniki, dyskusja i spis literatury. Pomimo braku wydzielonej sekcji
"Podsumowanie wynikow' Autor w ostatnim punkcie rozdziatu ,,Wyniki” podsumowuje
rezultaty wykonanych do$wiadczen i zamieszcza rycine przedstawiajgca proponowany model
regulacji genéw przez jadrowa frakcje HER2. Ponadto rozdziat dyskusja zakonczony jest
zwigztymi wnioskami co w sposob naturalny zamyka prace. Manuskrypt napisany jest bardzo
dobrze, jezyk jest fachowy i logiczny, a ilo$¢ zauwazonych przeze mnie btedow jezykowych
jest znikoma. Wszystkie zagadnienia opisane sg syntetycznie ale wyczerpujgco, CO ma
odzwierciedlenie w stosunkowo niewielkiej objgtosci pracy i w moim przekonaniu stanowi atut
opracowania.

Oceniajac strong redakcyjng pracy mam kilka drobnych uwag do wykazu
zastosowanych skrotow. W zamieszczonym wykazie BRCA1 i BRCA2 przettumaczone zostaty
jako ,,gen supresorowy zlokalizowany na chromosomie” odpowiednio ,,17”i,,13”. Tymczasem
skrot BRCA1/2 pochodzi od angielskiego ,,breast cancer type 1/2 susceptibilty gene”. Wedtug
mojej wiedzy nie istnieje powszechnie przyjeta polska nazwa tych genéw. Ponadto, zgodnie z
nomenklatura HUGO, nazwy gendéw, w przeciwienstwie do nazw biatek, pisze si¢ kursywa.
Podobnie nazwa biatka STAT3 zostala przettumaczona jako ,.czynnik transkrypcyjny”,
tymczasem akronim ten pochodzi od angielskiego ,.signal transducer and activator of
transcription”. PgR z kolei to nazwa genu kodujacego receptor progesteronu, dla biatka
zarezerwowano natomiast skrot PR.

Wstep rozprawy podzielony jest na dwie zasadnicze czg$ci. Pierwsza poswigcona jest
budowie i aktywnosci receptora HER2. Druga cze$¢ opisuje HER2-dodatni rak piersi, jego
czestotliwos¢, schematy terapeutyczne i mechanizm dziatania stosowanych lekow. Ten rozdziat
napisany jest dobrze i dostarcza koniecznej wiedzy, potrzebnej do zrozumienia dalszych czgsci
rozprawy. Mimo to, Autorowi nie udato si¢ unikng¢ kilku, moim zdaniem, nietrafionych
sfomulowan. Na stronie 11 napisano ,,przekazywanie sygnatu zostaje zainicjowane poprzez
dimeryzacje receptora oraz transmodulacje innych receptorow z rodziny EGFR”. Termin
»transmodulacja” wydaje si¢ nietrafiony i moglby zosta¢ zastapiony bardziej precyzyjnym

okresleniem ,transaktywacja”. Na stronie 12 znajduje si¢ zdanie ,Ze wszystkich



heterodimeréw rodziny HER heterodimer HER2-HER3 jest uwazany za najsilniejszy”.
Wyrazenie ,,najbardziej onkogenny” w tym przypadku wydawaloby si¢ trafniejszym. Na tej
samej stronie fragment ,Informacje sa przekazywane za pomocg specjalnych S$ciezek
sygnatowych” sugeruje, ze w komorce mamy rowniez niespecjalne kaskady sygnalizacyjne.
Prawdopodobnie termin ,swoiste” czy ,.specyficzne” $ciezki sygnalowe bylby bardziej
fachowy. W sekcji ,,Wstep” znajdujg si¢ rowniez dwa schematy z odpowiednio nadanym
tytutem. Autor mogt pokusi¢ si¢ o dodanie krotkiej legendy/opisu tych schematow, co z
pewnoscig utatwiatoby ich zrozumienie.

Po wstepie jasno i dos¢ szczegdtowo sprecyzowane sg cele pracy. W punkcie 4 Autor
podaje jako cel ,,Analiza wptywu opornosci na trastuzumab na regulacje ekspresji genow”.
Wydaje mi si¢, ze mozna byto sprecyzowac jakiej grupy gendw, bo przeciez nie wszystkich.

Rozdziaty ,,Materiaty” i ,,Metody” sa wyczerpujace | zawieraja wszystkie informacje
niezbedne do ewentualnego powtorzenia doswiadczen. W sekcjach tych znajduja si¢ drobne
niescistosci. Przyktadowo w tabeli 2 umieszczono charakterystyke zastosowanych przeciwciat.
Jako gospodarza przeciwcial kontrolnych IgG wskazano ,,anty-krolika”, co jest oczywistym
przeoczeniem. W opisie wyprowadzenia linii SKBR3 opornej na trastuzumab znalazto sie
sformulowanie ,,Jako linie kontrolna, wrazliwa na trastuzumab uzywano czystej linii SKBR3”.
Domys$lam si¢, ze zastosowano tu lini¢ ,,dzikg”, co prawdopodobnie jest trafniejszym
okresleniem. W opisie immunoprecypitacji chromatyny jako liczbe zastosowanych komorek
podano 2.5 x 10 i jest to niewatpliwie pomytka edytorska.

W rozdziale ,,Wyniki” Autor weryfikuje lokalizacje jadrowa HER2 w tkance i liniach
komorkowych oraz wskazuje na interakcje HER2 2z podjednostkami kompleksu
remodelujgcego chromatyne SWI/SNF. Za pomocg immunoprecypitacji chromatyny
potwierdzone zostalo rowniez wigzanie HER2 wraz z kompleksem SWI/SNF do DNA w
obrebie loci genow FKB1 i BRCAL. Geny te zaangazowane sg odpowiednio w regulacje
metabolizmu cukréw oraz naprawe¢ uszkodzen DNA. Prositbym Autora o uzasadnienie ich
wyboru w kontekscie wigzania si¢ tu HER2 oraz kompleksu SWI/SNF. W pracy znajduje si¢
uzasadnienie dotyczace locus FBP1, ale nie wyjasniono jakim kryterium kierowano si¢ badajac
wigzanie HER2/SWI/SNF do genu BRCA1l. Czy otrzymane wyniki znajduja jakie$
odzwierciedlenie kliniczne w kontekscie relatywnie niskiej czegstotliwosci rakow HER2-
dodatnich u pacjentek z mutacja BRCA?

W dalszej czesci na podstawie danych dostepnych publicznie (brakuje tej informacji w
sekcji ,, Wyniki”), porownujacych profil ekspresji genéw w linii komorkowej BT474 wrazliwej

na trastuzumab i jej wariancie opornym, wytypowano enzymy metabolizmu glukozy i kwasoéw



thuszczowych oraz badano ich profil ekspresji w komorkach SKBR3 traktowanych tym lekiem.
Wykazano réwniez, ze trastuzumab indukuje ekspresj¢ gendw kodujacych podjednostki
kompleksu remodelujgcego chromatyng. Wydaje si¢ wigc, ze z jednej strony HER2 wigze si¢ z
podjednostkami kompleksu SWI/SNF, z drugiej za$ przeciwciatla anty-HER2, blokujace
przeciez jego aktywnos¢, indukujg ekspresje gendw kodujacych podjednostki tego kompleksu.
Zalezno$¢ HER2-SWI/SNF wydaje si¢ wiec stosunkowo ztozona. Prositbym Autora o
komentarz w tej kwestii. Jakie jest odniesienie tych relacji do metabolizmu glukozy i opornosci
komorek na leki anty-HER2?

W kolejnym etapie wyprecypitowano HER2 z ekstraktu jadrowego komoérek SKBR3 1
przy pomocy spektrometrii mas podj¢to probe identyfikacji oddziatujacych z nim biatek.
Porownano rowniez biatka koprecypitowane z HER2 z biatkami oddziatujgcymi z BRM ;.
podjednostka kompleksu SWI/SNF. Nastgpnie analizowano ekspresje gendOw zaangazowanych
w metabolizm tluszczow 1 aktywno$¢ kinazy AMPK, regulujacej stan metaboliczny komoérki w
linii opornej na trastuzumab. W koncowej czesci wynikow, korzystajac z publicznie dostepnych
analiz transkryptomu oraz dost¢pnych danych literaturowych dowiedziono, ze geny HER2-
zalezne kontrolowane sg bezposrednio przez kompleks SWI/SNF.

Rozdzial ,,Wyniki” przygotowany jest starannie, wszystkie eksperymenty s3 dobrze
zaplanowane a ich dokumentacja jest rzetelna. Pozytywnie oceniam dostrzegalng duzg
ostrozno$¢ Autora w interpretacji wynikéw, cho¢ przykladowo stwierdzenie na stronie 50
,Uzyskany wynik sugeruje, ze w komorkach opornych na trastuzumab dochodzi do zaburzen
w funkcjonowaniu AMPK 1 w zwigzku z tym do przeprogramowania metabolizmu
komorkowego” wydaje si¢ by¢ nieco zbyt daleko idace. Aktywnos$¢ kinazy aktywowanej przez
AMP nie jest przeciez jedynym regulatorem metabolizmu komorki. Obnizona aktywno$¢
AMPK zaobserwowana w komorkach raka piersi opornych na trastuzumab wysoce
prawdopodobnie zaburza metabolizm komoérkowy, cho¢ w pracy nie wykazano bezposrednich
dowodow na taki proces. Ponadto, mimo duzej starannosci przygotowanej pracy Autorowi nie
udato si¢ unikng¢ kilku niewielkich btgdow edytorskich w czesci ,,Wyniki”. We wszystkich
doswiadczeniach typu Western Blotting nazwy biatek, ktorych detekcje przeprowadzano,
poprzedzone sa symbolem ,,0”. Przyznam si¢, ze pierwszy raz spotykam si¢ z takim
oznaczeniem. W rycinie 6 tytut osi Y to ,,Fold enrichement”. Dla wykresow znajdujacych si¢
na rycinach 6, 7, 8, 9 i 10 brakuje mi informacji statystycznych. Co reprezentuja sobg stupki
btedow (odchylenie standardowe, czy odchylenie standardowe $redniej)? Ktore stupki byly ze
soba poréwnywane i jaka jest warto$¢ ,,p”’? Brakuje mi réwniez informacji o ilo$ci powtorzen

danego doswiadczenia.



Rozdziat ,,Dyskusja” jest bardzo ciekawy. Napisany jest on z duza lekko$cig. Oczywista
jest dojrzatos¢ naukowa i duze rozeznanie Autora w tematyce. Bardzo podobat mi si¢ fragment
oraz adekwatna rycina opisujace relacjc SWI/SNF/HER2/AMPK w konteks$cie opornosci
pacjentek na terapi¢ anty-HERZ. Interesujaca jest rowniez, wynikajaca z pracy sugestia
zastosowania nowych potencjalnych schematdéw terapeutycznych opartych o leki anty-HER2 i
modulatory metabolizmu. Na koncu tego rozdziatu znajduje si¢ zestawienie wnioskow,
naturalnie zamykajace pracg. Spis literatury liczy 88 pozycji bezposrednio zwigzanych z praca.
Znaczna wigkszo$¢ cytowanych prac zostata opublikowana w ostatnim dziesigcioleciu.

Chcialbym podkresli¢, ze wypunktowane przeze mnie niescistosci czy btedy redakcyjne
w zaden sposob nie wptywaja na wysoka warto$¢ naukowa dysertacji. Aktualno$¢ problemu,
ilos¢ 1 ztozonos¢ zastosowanych technik oraz swada z jaka Autor opisuje swoj projekt doktorski
1 otrzymane wyniki sprawila, ze lektura pracy byta dla mnie duza przyjemnoscia.

Podsumowujac, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej lek. Romana
Dubianskiego zatytutowanej: ,,Analiza funkcji jadrowej receptora HER2 w HER2-dodatnim
raku piersi” jest jednoznacznie pozytywna, a rozprawa w pelni spelnia warunki ujete
stosownymi przepisami, zawartymi w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym z 2003 r. Wnosz¢ wiec 0 dopuszczenie przez Rade Naukowa Centrum Onkologii -
Instytutu im. M. Sktodowskiej-Curie w Warszawie Pana Romana Dubianskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. RoOwnoczesnie biorgc pod uwage wysoka wartos¢
merytoryczng rozprawy zwracam si¢ do Wysokiej Rady o wyrdznienie ocenianej pracy

stosowng nagroda.
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