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Tytut rozprawy

WPLYW BIALKA HAXI1
NA SCIEZKE SYGNALOWA ESTROGENU I PROGRESJE

W LUMINALNYM RAKU PIERSI

Ocena wyboru tematu

Rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem u kobiet w Polsce i na $wiecie.
Pomimo znaczacego postgpu w zakresie wczesnego wykrywania oraz leczenia tej choroby
pozostaje ona nadal druga przyczyna zgondéw z powodu nowotworu u kobiet. Rozwéj nauk
podstawowych i badan nad biologia komorki nowotworowej wptynat na zmiang postrzegania
raka piersi jako jednorodnej choroby. Wspolczesnie rak piersi to choroba, ktorej genetycznie
uwarunkowana heterogennos¢ znajduje odbicie w cechach fenotypowych, a wiedza na temat
podtypow raka piersi stata si¢ podstawa do stworzenia terapii ukierunkowanych na swoiste cele

molekularne.
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Raki luminalne charakteryzuja si¢ ekspresja receptorow estrogenowych (ER) i / lub
receptordw  progesteronowi (PR), raki HER2 dodatnie wykazuja nadekspresj¢ biatka
receptorowego HER2 i / lub amplifikacje genu kodujacego takie biatko, a w przypadku rakow
trojujemnych zadna w wymienionych cech nie jest identyfikowana, ani odpowiednio
reprezentowana. Najczesciej, w ok. 70-80% przypadkéw rozpoznawane sa raki luminalne.
Rozroznienie podtypow biologicznych raka piersi w oparciu 0 wymienione cech fenotypowe
ma kluczowe znaczenie, bowiem poszczegolne podtypy roznia sie przebiegiem biologicznym
i rokowaniem oraz, co szczeg6lnie wazne w codziennej praktyce, odmienng wrazliwoscia na

poszczegolne metody systemowego leczenia.

Nieustannie poszukuje si¢ biomarkeréw, ktore moga mie¢ znaczenie prognostyczne,
czyli by¢ pomocne w ocenie rokowania oraz znaczenie predykcyjne, czyli by¢ pomocne w

wyborze optymalnego leczenia, szczeg6lnie leczenia systemowego.

Biatko HAXI1 (ang. haematopoietic cell-specific protein-associated protein X-1)
opisane po raz pierwszy w 1997 roku kodowane jest przez jednoimienny gen HAXI
zlokalizowany na chromosomie 1(1q21.3). Biatko to jest obecne w réznych tkankach ludzkiego
organizmu, jak migsnie szkieletowe, migsien serca czy tkanka ptucna, a jego nadmiemna
ekspresje stwierdzono w komoérkach wielu nowotworéw, w tym raka piersi. Z tego powodu
staje si¢ ono obiektem badan i poszukiwania, czy i jakie moze mie¢ znaczenie prognostyczne
i/lub predykcyjne.

W tym kontekscie wybor tematu prowadzonych przez Doktorantke, Sylwi¢ Tabor,

badan zastuguje na szczegélne uznanie. Doktorantka podjgla temat niezwykle wazny z

praktycznego punktu widzenia i niedostatecznie opisany.

Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji rozpréwa doktorska ma uktad typowy dla tego typu
opracowan. Obejmuje 121 stron maszynopisu, z tradycyjnym podziatem na wprowadzenie, cele
pracy, materiat i metodyke badan, wyniki, dyskusj¢, podsumowanie i wnioski oraz wykaz
pismiennictwa. Zawarto rowniez streszczenia w j¢zyku polskim i angielskim. Catos¢ wiencza
zataczniki obejmujace precyzyjng definicj¢ punktow koncowych oraz VI klasyfikacj¢ AJCC

dla raka piersi wersje obowigzujagca w okresie leczenia chorych bedacych przedmiotem

analizy).
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Qcena mervtoryczna

We wstepie Autorka omawia w uporzadkowany sposob zagadnienia dotyczace biatka
HAXI1 ze szczegdlnym uwzglednieniem jego znaczenia w procesach migracji, apoptozy,
tworzenia przerzutdw odleglych i angiogenezy oraz endocytozy. Doktorantka przywotuje tutaj
réwniez rodzime publikacje, powstale jako efekt wspotdziatania pracownikow naukowych
Narodowego Instytutu Onkologii z naukowcami z zagranicznych osrodkow. Szczegélnie duzy
walor poznawczy recenzentka dostrzegla w podrozdziale 1.5, gdzie Autorka dysertacji
przedstawia szereg danych o roli biatka HAX1 w réznych nowotworach, nie tylko w raku piersi,
ale takze w raku pluca, przetyku, zotadka, jelita grubego czy gruczotu krokowego. Doktorantka
wspomina rowniez o znaczeniu zaburzen ekspresji genu HAX! w schorzeniach
nienowotworowych, np. luszczycy (gdzie nadmierna ekspresja skutkuje wysokim stezeniem
biatka HAX1) czy cigzkiej wrodzonej neutropenii (chorobie Kostmanna, gdzie obserwuje si¢
niedobor produktu tego genu).

Dalsza czgs¢ wstepu to zagadnienia zwigzane w rakiem piersi — epidemiologia oraz
aspekty kliniczne. Doktorantka wyjasnia znaczenie biologicznych podtypow raka piersi,
Wychodzac od historycznej pracy Charlesa Perou, gtadko przechodzi przez molekularng
klasyfikacje do klasyfikacji kliniczno-patomorfologicznej, ktora jest stosowana w codziennej
praktyce i pozwala wyodrebni¢ biologiczne podtypy raka piersi o znaczeniu prognostycznym i
predykcyjnym. Bazujac na podtypach Autorka przejrzyscie i wyczerpujaco przedstawia zasady
systemowego leczenia chorych na wczesnego raka piersi. Zawarto tutaj rowniez informacje o
najnowszych trendach w zakresie takiego leczenia, uwzgledniajac miejsce immunoterapii,
inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych 4 i 6 (CDK4/6) oraz olaparybu u chorych z dziedzicznymi
mutacjami w genach BRCAI i BRCA2.

Doktoranta nie pomija takze kontrowersji zwigzanych z wyborem optymalnego
uzupetniajacego leczenia u chorych na luminalnego HER2-ujemnego raka piersi, takich jak
punkt odcigcia dla wskaznika proliferacji Ki-67, wskazan do testow wielogenowych i wreszcie
ograniczen w dostgpie do tych testow. W tym kontekscie warte podkreslenia jest rowniez
przytoczenie kalkulatorow ryzyka nawrotu - MAGEE i PREDICT, jako narzedzi przydatnych
w codziennej praktyce. Oba te kalkulatory, podobnie jak indeks immunohistochemiczny
(IHC4), a takze testy wielogenowe (OncotypeDx Recurrence Score [RS], Mammaprint,
Prosigna PAM 50 Risk of Recurrence Score [ROR], Endopredict [EP], Breast Cancer Index
[BCI]) zostaty oméwione w odpowiednich podrozdziatach wstepu. Doktorantka trafnie ocenita

przydatnosc kliniczna (prognostyczna i predykcyjna) oraz wady i zalety kazdego z nich.




Glownym celem pracy badawczej bylo okreslenie wartosci prognostycznej biatka
HAXI w luminalnym raku piersi oraz jego ewentualnej wartosci predykcyjnej dla leczenia
antyestrogenowego. Rozdzial cele pracy jest w opinii recenzentki nadmiemnie rozbudowany.
Wsrdd informacji o metodach, punktach koncowych gubi si¢ zasadnicza kwestia - cele.
Recenzentka oczekiwataby nie tylko wyszczegélnienia celu glownego, ale takze jasnego i
zwiezlego zdefiniowania celow dodatkowych i liczy, ze odbedzie to podczas publicznej obrony

dysertagji

Rozdzial Materialy i metody jest opracowany bardzo starannie. Doktorantka w
przejrzysty sposob opisala materiat biologiczny, w tym preparaty tkankowe guzow piersi,
wykorzystane linie komorkowe, zastosowane pozywki, odczynniki, przeciwciata, sondy i

aparature. Przeprowadzone przez Doktorantke badanie skiada si¢ z dwoch czesci.

Pierwsza czg$¢ pracy to retrospektywna analiza dokumentacji medycznej dwoch grup
chorych na raka piersi leczonych w Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Skfodowskiej-
Curie — Panstwowym Instytucie Badawczym w Warszawie: pilotazowej (N=46) i rozszerzonej
(N=90). Grupa pilotazowa objeta chore z réznymi podtypami biologicznymi raka piersi,
leczone w 2007 roku, a grupa rozszerzona wylacznie chore na raka luminalnego HER2-
ujemnego, leczone w latach 1999-2008. W kazdej z opisanych grup znalazty si¢ dwie kohorty
— badana, ktora stanowity chore z nawrotem pod postacia przerzutow odlegtych po pierwotnym
radykalnym leczeniu oraz kontrolna, ktora stanowity chore bez nawrotu. Doktorantka ocenita
zwiazek pomiedzy wartosciami takich punktow koncowych jak czas przezycia catkowitego
(overall survival, OS) i czas przezycia wolnego od nawrotu odleglego (distant recurrence free
survival, DRFS) a poziomem biatka HAX1 w komorkach pierwotnego guza. Dodatkowo
przeanalizowala zwigzek pomigdzy statusem biatka HAX1 a innymi czynnikami o znaczeniu
rokowniczym, jak typ histologiczny, stopien histologicznej zlosliwosci, podtyp biologiczny,
patomorfologicznie oceniony stopien zaawansowania czy wiek. W grupie pilotazowej ocene
immunohistochemiczna ekspresji biatka HAX1 przeprowadzono w oparciu o kategoryzacje
stopnia intensywnosci (kategoria NO, N1, N2 i N3), natomiast w grupie rozszerzonej metoda
potilosciowa bez kategoryzacji pod katem intensywnosci. W obu grupach oceniano barwienie
cytoplazmatyczne i jadrowe. Warto podkresli¢, ze Doktorantka wskazuje z imienia i nazwiska
osoby, ktore wykonaly analizy immunohistochemiczne. Dla przeprowadzenia tej czgsci analizy
Doktorantka uzyskata pozytywna opini¢ Komisji Bioetycznej NIO-PIB w Warszawie, zgodnie
z wytycznymi Deklaracji Helsinskiej z 1975 roku, zrewidowanej w 1983 roku (numery opinii
24/2007 oraz 49/20).
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Druga czes¢ pracy ma charakter eksperymentalny a jej celem bylo wyjasnienie
mechanizmow molekulamych funkcjonowania biatka HAX1 w komérce. W prospektywnym
badaniu Doktorantka ocenita wplyw poziomu biatka HAX1 na przezycie komorek oraz jego
powigzania ze $ciezkg sygnalowy zalezng od receptora estrogenowego. W tym celu
przeprowadzila przesiewowe testy ekspresji gendw zaleznych od receptora estrogenowego w
liniach z zachowana funkcja genu HAX/ i wyciszeniem genu HAX/ niestymulowanych B-

estradiolem.

Doktorantka wyczerpujaco opisala metody statystyczne zastosowane w kazdej czescei
swoich badan. Zastosowane metody statystyczne sa wiasciwe i odpowiednio dobrane do

zalozonych celow.

Wyniki zostaly przedstawione w sposob zwigzly, z odpowiednim ich zestawieniem
w postaci tabel i rycin (13 tabel i 52 ryciny). W odrgbnym rozdziale Doktorantka precyzyjnie
opisata charakterystyke grupy chorych, ktorych bloczki tkankowe oceniono, podajac rozklad

cech demograficznych, patomorfologicznych i klinicznych.

W grupie pilotazowej ekspresja cytoplazmatyczna oraz catkowita (ale nie jadrowa)
biatka HAX1 w komorkach raka piersi korelowaty ze stopniem histologicznego zroéznicowania
nowotworu i okazaly si¢ istotnie wyzsza u chorych z przerzutami odlegtymi w poréwnaniu z
chorymi bez nawrotu. W analizach jednoczynnikowych Autorce udato si¢ okresli¢ poziom
cytoplazmatycznej i catkowitej ekspresji biatka HAX1 korelujacy z OS i DRFS, nie odnotowata
ona natomiast korelacji pomiedzy ekspresja HAX1 w jadrach komérkowych, a wspomnianymi
parametrami  przezycia. W  analizie  wieloczynnikowej podwyzszona  ekspresja
cytoplazmatyczna i catkowita biatka HAX1 okazata si¢ by¢ niezaleznym, negatywnym
czynnikiem prognostycznym ryzyka wystapienia przerzutéw odleglych (odpowiednio HR
2,832; p=0,017 i HR 4,249; p = 0,010). Nie wykazano wptywu ekspresji jadrowej HAX1 na
OS i DRFS.

W grupie rozszerzonej Doktorantka wykazata znamienng réznice pomiedzy catkowitym
poziomem biatka HAX1 w grupie kontrolnej i badanej. W tej grupie takze poziom
cytoplazmatycznej i catkowitej (ale nie jadrowej) ekspresji biatka HAX1 korelowat z OS i
DRFS. W analizach wieloczynnikowych cytoplazmatyczny i catkowity (ale nie jadrowy)
poziom HAX 1 okazaly si¢ niezaleznymi, niekorzystnymi czynnikami prognostycznymi dla OS
i DRFS.
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W czesei eksperymentalnej badania Doktorantka wykazata odpowiedz na stymulacje B-
estradiolem zardwno w liniach komérkowych z wyciszeniem genu HAX1 jak i w komorkach z
zachowang jego funkcjg. Zastosowanie antyestrogenéw prowadzito do obnizenia zywotnosci
komorek, bardziej w liniach z wyciszeniem genu HAXI, co prawdopodobnie mogloby
odpowiada¢ wyzszej aktywnosci leczenia antyestrogenowego w komorkach bez nadmieme;
ekspresji HAX/. Doktorantka wykazata takze, iz ekspresja genu HAX/ wplywa na ekspresj¢
gendw zwigzanych ze Sciezka sygnalowa estrogenu, co ma wplyw na proliferacj¢ komorek i

metabolizm komorkowy.

Dyskusja jest poprowadzona prawidlowo i stanowi znakomity przeglad dostgpnego
pismiennictwa na temat znaczenia HAX1 jako potencjalnego czynnika prognostycznego,
wplywu ekspresji genu HAX/ na stymulacj¢ hormonalng i aktywnos$¢ cytotoksyczna
antyestrogendw, ekspresj¢ gendw zaleznych od aktywacji receptora estrogenowego. Autorka
wykazala w tym przegladzie, iz uzyskane przez nig wyniki s3 zgodne z uzyskanymi przez
innych badaczy, ktorzy rowniez wykazali gorsze rokowanie u chorych na luminalnego HER2
ujemnego raka piersi z wysokim poziomem biatka HAX1 w tkance nowotworowej lub wysoka

ekspresj¢ genu HAX! na poziomie mRNA.

Whnioski sa sformutowane prawidlowo i niosa przestanie praktyczne, wskazuja bowiem
na wyzsze ryzyko rozwoju przerzutow odlegtych oraz krétszego OS u chorych na operacyjnego
luminalnego HER2 ujemnego raka piersi z podwyzszony poziom HAX1 w komorkach guza

pierwotnego.

Doktorantka wskazuje, iz przygotowana przez nia analiza stanowi najwigksze,
przeprowadzone do tej pory badanie retrospektywne, wskazujace na mozliwos¢ petnienia przez
HAX1 roli negatywnego czynnika prognostycznego w luminalnym, HER2-ujemnym raku
piersi. Recenzentka pokusita si¢ o przeszukanie baz danych i potwierdza wniosek Doktorantki

w tym wzgledzie.

Ocena pismiennictwa i poprawnosci jezykowej

Catos¢ pracy opatrzona jest 77 pozycjami piSmiennictwa, z ktorych zdecydowana
wigkszos¢ zostata opublikowana w migdzynarodowych, recenzowanych czasopismach.
W duzej czg$ci sa to prace opublikowane w ostatnim dziesigcioleciu, wlaczajac najnowsze
publikacje z 2022 i 2023 roku, co swiadczy o znajomosci literatury przedmiotu, umiejetnosci

korzystania z licznych zrodet i docenieniu publikacji tak zagranicznych jak i rodzimych
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osrodkéw badawczych. Opracowanie pismiennictwa jest jednolite i bardzo staranne. W tym
kontekscie cytowanie pozycji 21. Z podaniem pelnego nazwiska Pani Prof. Joanny Didkowskiej
i jedynie inicjatdw UW - Pani Doktor Urszuli Wojciechowskiej wydaje si¢ zwyklym
chochlikiem

Dysertacja jest napisana poprawnym jezykiem z wykorzystaniem prawidtowej stylistyki

i terminologii. Ponizej wyszczegolniono kilka uwag jezykowych i edytorskich:

e rak potrdjnie ujemny, rak trojujemny (strona 18) oznacza to samo, jednak

ujednolicenie nazewnictwa utatwia odbior
e znaleziono kilka kolokwializmow, np.:

o ,czynnikdw przyzyciowych” (strona 60), gdy mowa o parametrach
przezycia OS i DRFS,;

e w wykazie skrotow niewlasciwe jest rozwinigcie dla BCT, skrot ten oznacza
bowiem leczenie oszczedzajace gruczot piersiowy (ang. breast conserving therapy),
a wiec skojarzenie zabiegu chirurgicznego z radioterapia, a nie wylacznie operacj¢
oszczedzajaca piers (ang. breast conserving surgery)

e miejscami nie zachowano spdjnosci akapitow i wcie¢ i odstepow pomigdzy

wersami.

Uwagi jezykowe i edytorskie czesto odbierane sg jako niepotrzebne i nadmierne, jednak
prace doktorska powinna cechowac szczegolna staranno$¢. Te uwagi nie wptywaja, oczywiscie,

na wartos¢ merytoryczng dzieta i koncowa caloSciowa pozytywng ocene dysertacji.

Bardzo wartosciowym elementem pracy jest warstwa graficzna — czytelny i niezwykle
estetyczny podzial tekstu, przyjazna czcionka oraz dopracowane w szczegdlach wykresy

i tabele. Recenzentka docenia dwustronny wydruk manuskryptu!

Podsumowanie

Przedstawiona mi do recenzji dysertacja lekarz Sylwii Tabor dotyczy waznego
zagadnienia poszukiwania biomarkerow prognostycznych i predykcyjnych u chorych na raka
piersi. Doktorantka przeprowadzita wieloetapowy projekt badawczy, sprawnie taczac aspekty

medycyny klinicznej i doSwiadczalnej. Cze¢s¢ ekpserymentalna byla wielomiesigcznym




procesem i w tym kontekscie budzi prawdziwy podziw wytrwalo$¢ w jej prowadzeniu lekarza

Klinicysty, zaangazowanego w codzienng praktyke i opiek¢ nad chorymi.

Prezentujgc wyniki wiasne Doktorantka niejednokrotnie wskazuje na potrzebg dalszych
badan w wybranych obszarach, co pozwala zywi¢ nadziej¢ na kontynuowanie przez

Doktorantke, lekarz Sylwig Tabor dalszej pracy naukowej.

Doktorantka wykazala si¢ umiejetnoécia analitycznego myslenia oraz systemowego
spojrzenia na opracowywane zagadnienie i potwierdzita swoje umiejetnosci prowadzenia pracy
naukowej, a indywidualny wkiad Doktorantki w t¢ analizg jest wystarczajacy 1

udokumentowany. Koncowa calo$ciowa ocena dysertacji jest pozytywna.

W opinii Recenzentki, rozprawa doktorska lekarz Sylwii Tabor, pt. ,Wptyw biatka
HAXI na $ciezke sygnatowg estrogenu i progresj¢ w luminalnym raku piersi” wykonana w
Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie — Panstwowym Instytucie
Badawczym w Warszawie, pod opieka promotora - dr hab. n. med. Ewy Grzybowskiej, prof.
Instytutu i promotora pomocniczego — dr. n. med. Alicji Trebinskiej-Stryjewskiej spetnia
kryteria przypisane rozprawom na stopien naukowy doktora zdefiniowane w art. 13 ust. 1.
Ustawy z dn. 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 p6zn. zm.).

Whnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Sklodowskiej-Curie — Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o dopuszczenie

lekarz Sylwii Tabor do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, z uwagi na podniesione w recenzji walory rozprawy, duzy aspekt
poznawczy i rzetelne opracowanie waznego interdyscyplinarnego problemu medycznego,
stawiam wniosek o wyro6znienie pracy przez Rad¢ Naukowsg Narodowego Instytutu
Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie — Panstwowego Instytutu Badawczego w

Warszawie.

Rarbawe  Kadleclia
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