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ANALIZA FUNKCJI JADROWEJ RECEPTORA HER2 W HER2-DODATNIM RAKU PIERSI

Rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem u kobiet w Polsce i na swiecie.
Pomimo znaczacego postepu w zakresie wczesnego wykrywania oraz leczenia tej choroby
pozostaje ona nadal druga przyczyng zgonéw z powodu nowotworu u kobiet. Rozwdj nauk
podstawowych i badan nad biologig komdérki nowotworowej wptynat na zmiane postrzegania
raka piersi jako jednorodnej choroby. Wiedza na temat heterogennosci raka piersi oraz
podtypéw molekularnych stata sie podstawg do stworzenia terapii ukierunkowanych na
swoiste cele molekularne. Jednym z takich celéw jest receptor ludzkiego naskérkowego
czynnika wzrostu (ang. human epidermal growth factor receptor 2) - HER2. Receptor ten, jak i
kodujacy go jednoimienny gen HER2 sg przedmiotem intensywnych eksploracji przetomu XX i
XX| wieku. HER2 jest jednym z rodziny biatkowych receptoréw naskérkowych czynnikéw
wzrostu i jest zaangazowany w przekazywanie komaérkom sygnatéw zwigzanych z kontrolg ich
wzrostu i funkcjonowania.

W okoto 15-20% rakéw piersi definiuje sie jako HER2 dodatnie, a wigc prezentujace
nadekspresje biatka receptorowego HER2 w ocenie immunohistochemicznej i/lub amplifikacje
genu HER2. Obie te cechy sg zwigzane z nadmierna proliferacjq komoérek, co powoduje, ze raki
HER2 dodatnie charakteryzuja sie¢ gorszym rokowaniem niz raki HER2 ujemne. Maja
agresywny przebieg i, co wazne, czesciej wystepuja u mtodych kobiet.




Wprowadzenie do praktyki klinicznej lekéw anty-HER2 znaczaco odmienito losy
chorych na HER2 dodatniego raka piersi. Receptor HER2 jest obok receptoréw estrogenowych
i progesteronowych jedynym czynnikiem predykcyjnym odpowiedzi na leczenie
ukierunkowane. Obecnie w ramach leczenia anty-HER2 wykorzystuje sie przeciwciata
monoklonalne, ktére tacza sie z wystepujacym w nadmiarze na powierzchni komérki biatkiem
receptorowym lub inhibitory kinazy tyrozynowej, ktére kompetycyjnie blokuja domene
wewnatrzkomdrkowej czesci receptora HER2 zapobiegajac jej aktywacji. Oba mechanizmy
prowadza w konsekwencji do zahamowania sygnatéw proliferacji komérki. Od wprowadzenia
na poczatki XXI wieku do praktyki klinicznej pierwszego leku anty-HER2 — trastuzumabu -
liczba lekéw ukierunkowanych na blokowanie zaleznego od receptora HER2 przekazywania
sygnatéw proliferacyjnych systematycznie wzrasta. To wazne dla chorych na HER2 dodatniego
raka piersi, bowiem u wiekszosci z nich obserwuje sie pierwotng lub wtérng opornos¢ na
trastuzumab. Znamy juz niektére z mechanizméw takiej opornosci, np. ekspresja w komoérce
nowotworowej skréconej, pozbawionej domeny zewnatrzkomdrkowej — miejsca wigzania
trastuzumabu — wersji receptora HER2, reaktywacja przekazywania sygnatu przez szlak
receptora estrogenowego, ktéry jest w krzyzowej zaleznosci ze szlakiem HER2, czy wreszcie
aktywacja alternatywnych szlakéw przekazywania sygnatu, zwtaszcza szlaku PI13K/PTEN.

Poznanie mechanizméw opornosci stwarza mozliwo$é odkrycia dodatkowych terapii
przetamujacych taka opornosé. Szlak sygnatowy zalezny od receptora HER2 nadal kryje wiele
tajemnic, a jego dalsze eksplorowanie pozwala mieé¢ nadzieje, na dalszy postep w leczeniu
chorych na HER2 dodatniego raka piersi.

W tym kontekscie wybér tematu pracy przez doktoranta zastuguje na szczegdlne

uznanie.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma uktad typowy dla tego typu
opracowan. Obejmuje 65 stron maszynopisu, z tradycyjnym podziatem na wstep, cel pracy,
materiat i metodyke badan, wyniki, dyskusje z wnioskami oraz wykaz pismiennictwa. Zawarto
réwniez streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

We wstepie autor omawia budowg i funkcje receptora HER2 oraz jego znaczenie w
raku piersi. W oddzielnym podrozdziale przedstawiono aktualny poziom wiedzy na temat
biatka HER2 wystepujacego w jadrze komoérkowym przytaczajac obszerne pismiennictwo.
Celem pracy byto poznanie jadrowej funkcji receptora HER2 oraz sprawdzenie czy
zahamowanie szlaku HER2 przez trastuzumab, a takze opornos¢ na ten lek wptywa na
ekspresje genéw zaangazowanych w istotne procesy regulacyjne.

W rozdziale Materiaty doktadnie i w przejrzysty (czesciowo tabelaryczny) sposéb
opisano wykorzystane linie komdrkowe, zastosowane odczynniki i aparature. Z wyjatkowa
precyzja przedstawiono wszystkie zastosowane metody badawcze. Hodowla linii
komérkowych byta wielomiesiecznym procesem i w tym kontekscie budzi prawdziwy podziw
wytrwatoéé w jej prowadzeniu lekarza klinicysty, zaangazowanego w codzienng praktyke i
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opieke nad chorymi. Do obliczen statystycznych wykorzystano program GraphPad Prism 5.0.
Wyniki zostaty przedstawione w sposéb zwiezty, z odpowiednim ich zestawieniem w postaci
tabel i rycin (6 tabel, 16 rycin). Zwraca uwage szczegdlnie staranne pod wzgledem graficznym
przygotowanie rycin, co utatwia $ledzenie wynikéw pracy. Doktorantowi udato sie potwierdzi¢
wczesniejsze doniesienia o obecnosci biatka receptorowego HER2 w jagdrze komdérkowym oraz
wykazaé, ze traktowanie komorek wrazliwych trastuzumabem w rdéznych stezeniach
powoduje zmiany ekspresji gendw, ktérych produkty zaangazowane sg w metabolizm glukozy,
witaminy A oraz lipidéw. Z kolei w komérkach opornych na trastuzumab autor zaobserwowat
spadek aktywnosci kinazy aktywowanej przez AMP - gtéwnego miernika metabolizmu w
komadrkach.

W dyskusji autor poréwnuje wyniki swoich badarn z danymi z pismiennictwa. Co wiecej,
doktorant szeroko prezentuje dane wskazujace na istotny wptyw jadrowej frakcji receptora
HER2 na metabolizm komérki nowotworowej, zaréwno wrazliwej, jak i opornej na dziatanie
trastuzumabu. W rozdziale tym autor prawidtowo ocenit wyniki swoich badan, wykazat sie
dobrg znajomoscia opisywanego tematu i umiejetnoscia analitycznego myslenia oraz
powigzania wiedzy z zakresu nauk podstawowych z wiedza kliniczng. Wartosciowym jest
nawigzanie do rownolegle prowadzonych w Zaktadzie Onkologii Molekularnej i Translacyjnej
NIO-PIB badan nad kontrolg metabolizmu komérki w raku jasnokomérkowym nerki oraz
potrdjnie ujemnym raku piersi.

Catos¢ pracy opatrzona jest 88 pozycjami pismiennictwa, wigkszo$¢ opublikowane w
miedzynarodowych, recenzowanych czasopismach.

Uwagi:

1. Pewne zastrzezenia budzg niektére wnioski, ktére maja raczej charakter podsumowania
wynikdw pracy, a nie konkluzji.

2. W rozdziale Materiaty nie wymieniono bloczkéw parafinowych, ktére sg przedmiotem
obrébki immunohistochemicznej. Dopiero w dyskusji na str. 52 jest informacja, z ktérej
mozna wnioskowac, ze taki materiat byt badany. W takim razie powinien by¢ wymieniony
w rozdziale Materiaty

3. W pracy niespdjnie zastosowano skrét oznaczajacy receptor progesteronowy, uzywajgc
PgR (np. str. 15.) lub PR (np. str. 16.), przy czym w wykazie skrétéw wystepuje tylko PgR.
W piémiennictwie stosowane sg oba skréty i oba s3 poprawne, jednak powinno byé¢ to
ujednolicone;

4. W wykazie skrétéw nie uwzgledniono m. in. AMP, FBS, BSA, PCR, czy qRT-PCR, Co-IP i kilku
innych;

5. W pracy zamiennie uzyte jest okreslenie gen ERBB2 i gen HER2, mimo ze nie wyjasniono
w sposéb jednoznaczny, iz jest to tozsame. Dla oséb nie zwigzanych z medycyng moze to
byé niezrozumiate. Co wiecej, w wykazie skrétow nie pojawia sie gen HER2;
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6. Opisujac definicje statusu HER2 dodatniego odwotano sie do stanowiska CAP (pozycja 60.
pismiennictwa) wskazujac jako jedyng metode hybrydyzacji in situ FISH, podczas, gdy
stanowisko to méwi o ISH (dopuszczajac tym samym takze CISH).

7. Uwagi edytorskie czesto odbierane sg jako niepotrzebne i nadmierne, jednak prace
doktorska powinna cechowaé szczegélna staranno$é:

a. brak jest spacji przed myélnikiem, niemal w catej pracy;

b. ,myocardium”, ktére nie jest stowem polskim, powinno by¢ zapisane kursywa
(analogicznie jak stowo ,loci”, ktére na stronie 37. jest napisane kursywa);

c. podpisy pod rycinami maja rézny uktad — s3 wyréwnane do lewej (np. ryc. 4.) lub
wyjustowane (np. ryc. 3. czy 5.), a takze wyréwnane od lewej do prawej (np. ryc.
13.);

d. niektére pozycje nie majg podanego DOI, mimo, ze jest on dostepny. Np. pozycja
83 ma DOI: 10.1038/si.bjc.6603535;

e. dysertacja napisana jest w jezyku polskim, zatem w cytowaniu pozycji, ktére maja

wielu autoréw powinno znalez¢ sie ,,i wsp.” a nie , et al.”, nawet jesli sg to pozycje
opublikowane w jezyku angielskim.

Te uwagi nie wptywaja, oczywiscie, na wartoé¢ merytoryczng dzieta i koricowa
catosciowg pozytywna ocene dysertacji.

W pracy tej Doktorant wykazat swojg ogdlng wiedze na temat leczenia raka piersi i
potwierdzit swoje umiejetnoéci prowadzenia pracy naukowej. Wnioskuje do Wysokiej Rady
Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Parfistwowego Instytutu
Badawczego w Warszawie o dopuszczenie Romana Dubiarnskiego do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.
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