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Recenzja
rozprawy doktorskiej lek. Sylwii Tabor
pt. ,Wplyw biatka HAX1 na $ciezke sygnatowa estrogenu i progresje w luminalnym raku piersi”
wykonang pod kierunkiem dr hab. n. med. Ewy Grzybowskiej
w Narodowym Instytucie Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie -

Panstwowym Instytucie Badawczym w Warszawie

HAX1 (HCLS1-associated protein X-1) jest biatkiem o dziataniu antyapoptotycznym wykazujacym ekspresje
w réznych tkankach. Biatko HAX1 bierze udziat w wielu procesach i funkcjach komérkowych, w tym w
regulacji apoptozy, proliferacji komoérek, adhezji i migracji komdrek, endocytozy, autofagii, biogenezy
rybosomow i metabolizmie mRNA. Coraz wiecej badari potwierdza, ze HAX1 wykazuje wysoka ekspresje lub
nadekspresje w réznych typach nowotwordw, ktora skorelowana jest z gorszymi wynikami leczenia.
Zaangazowanie HAX1 w hamowanie apoptozy i migracje komodrek - procesami kluczowymi dla
nowotworzenia i tworzenia sie przerzutu nowotworowego - sugeruje, ze nadekspresja HAX1 w
nowotworach moze promowa¢ przezycie komérek i zwieksza¢ potencjat inwazyjny komdrek ztosliwych.
Biatko HAX1 jest nie tylko scisle zwigzane z patogenezg nowotwordw ztos$liwych, mutacje w genie
kodujacym to biatko zidentyfikowano u pacjentdw z rzadka choroba genetyczng - wrodzong neutropenia

(Zespot Kostmanna).

Praca eksperymentalna lek. Sylwii Tabor powstata w Zaktadzie Onkologii Molekularnej i Translacyjnej NIO-
PIB, w ktérym od szeregu lat prowadzone sg badania nad biologiczng funkcja i rolg biatka HAX1 w

patogenezie choréb nowotworowych.
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Doktorantka postawita sobie ambitny cel okreslenia wartosci prognostycznej i predykcyjnej biatka HAX1 w
komdrkach luminalnego raka piersi. Badania zostaly przeprowadzone w dwdch czesciach: klinicznej i
doswiadczalne]. Pierwszy etap obejmowat analize statystyczna wynikéw badan immunohistochemicznych
tkanek pochodzacych z guza pierwotnego oraz danych klinicznych. Prébki pochodzity od 23 chorych bez
przerzutow odlegtych i od 23 chorych, u ktérych zdiagnozowano przerzuty odlegte w czasie
dziewiecioletniej obserwacji. Zastosowano $cisle okreslone kryteria wtaczenia/wytgczenia z badania. Drugg,
niezalezng grupe stanowity prébki od 90 chorych (48 chorych bez przerzutéw i 42 chorych z przerzutami),
do ktérych zostaty zastosowane te same kryteria kliniczne. W tym miejscu nalezy podkresli¢ znaczenie
wykonania tych samych badan na niezaleznej grupy walidacyjnej, co zdecydowanie wzmacnia otrzymane

wyniki.

Druga czes¢ Rozprawy przedstawia prace eksperymentalne, wykonane przy wykorzystaniu
zmodyfikowanych linii komdérkowych, majgce na celu zbhadanie wptywu poziomu ekspresji biatka HAX1 na

stymulacje hormonalna oraz na ekspresje genéw zwigzanych ze szlakami sygnatowymi estrogenu.

Rozprawa zostata przygotowana w formie klasycznego manuskryptu i jest napisana w jezyku polskim z
wyjatkiem streszczenia, ktére zostato napisane takze w jezyku angielskim. Manuskrypt wraz z bibliografig
liczy 121 stron i skiada sie z XI rozdziatow. Praca zostata przygotowana starannie i jest napisana poprawnym
jezykiem. Natomiast, brakuje mi spisu publikacji naukowych, ktére powstaty przy wspétautorstwie

Doktorantki w okresie realizacji rozprawy doktorskiej.

Wprowadzenie zostato podzielone na dwie czesdci. W czesci pierwszej przedstawiony jest stan wiedzy na
temat biatka HAX1, ze szczeg6lnym naciskiem na jego role w procesie nowotworzenia. Cze$é druga
koncentruje sie na raku piersi: epidemiologii, charakterystyce podtypdw biologicznych, strategii leczenia
oraz omawia testy wielogenowe stosowane w stratyfikacji chorych, ktére umozliwiajace leczenie
spersonalizowane. W nastepnym rozdziale zostat przedstawiony jasno sprecyzowany cel pracy. Czes¢
metodyczna w obszerny sposdb opisuje materiaty oraz metody wykorzystane w badaniach. W sposéb
doktadny przedstawione sg metody immunohistochemiczne, ktére zostaty uzyte do badania poziomu biatka
w preparatach skrawkéw guza utrwalonych w formalinie. Kolejno Autorka opisuje warunki hodowli linii
komérkowych i procedure testow zywotnosci (MTT), natomiast metodyka wyprowadzania linii 0 obnizonym
poziomie biatka HAX1 znajduje sie w czesci rozprawy poswieconej wynikom, co jest dla mnie niezrozumiate.
Pozostata cze$¢ Materiatéw i Metod to opis reakcji QPCR oraz listy gendw wchodzacych w sktad panelu

komercyjnego jak i panelu zaprojektowanego przez Doktorantke.
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Osobnym rozdziat stanowi Charakterystyka badanych chorych, z podziatem na Grupe pilotazowg i Grupe
rozszerzong. W rozdziale tym Autorka zawarta kliniczng charakterystyke pacjentéw, a takze analizuje
rozktady typdw histologicznych nowotwordw oraz stopien zaawansowania pooperacyjnego w badanych
grupach. W rozdziale Wyniki zostaty wyodrebnione dwie czesci: kliniczna i eksperymentalna. Czes¢ kliniczng
Doktorantka rozpoczyna od bardzo interesujacej analizy danych pochodzacych z wielkoskalowych
eksperymentéw mikromacierzowych, zamieszczonych w dostepnych bazach Gene Expression Omnibus
(GEO) oraz National Center for Biotechnology Information (NCBI). Autorka uwzglednita dane z 35 kohort i
wykazata, ze ekspresja genu HAX1 jest skorelowana z predykcja czasu przezycia, gtéwnie u chorych z
dodatnig ekspresja receptoréow estrogenowych. W tej czesci zabrakto mi doktadniejszego omdéwienia
otrzymanych wynikéw, jak chocéby bardziej indywidualnego przeanalizowania wynikow z poszczegéinych
kohort oraz proby odpowiedzi na pytanie dlaczego wyniki w poszczegdinych kohortach sq zréznicowane.
W kolejnych podrozdziatach przedstawione sg wyniki badan immunohistochemicznych biatka HAX1 w
materiale tkankowym, pobranym od chorych z przerzutami odleglymi lub bez przerzutéw w grupie
pilotazowej oraz w grupie walidacyjnej. Oznaczenia te zostaty wykonane w cytoplazmie i jadrze oraz w
stosunku do catkowitego poziomu biatka HAX1. Otrzymane wyniki wykazaty podwyzszony poziom
cytoplazmatycznego oraz catkowitego biatka HAX1 u chorych, u ktérych w okresie obserwacji
zaobserwowano przerzuty odlegte w poréwnaniu do chorych bez stwierdzonego nawrotu. W obu badanych
grupach wykazano, Ze podwyzszony poziom catkowitego i cytoplazmatycznego biatka HAX1 jest
negatywnym czynnikiem prognostycznym i jest skorelowany z krotszym czasem przezycia od nawrotu
odlegtego i czasem przezycia catkowitego, szczegdlnie w ER-dodatnim raku piersi. Nie odnotowano
statystycznie istotnych rdznic w czasie przezycia bez nawrotu i w czasie przezycia catkowitego w przypadku

podwyzszonego poziomu jadrowego HAX1.

Cze$¢ eksperymentalna Wynikéw zawiera wyniki badan, ktérych celem byto wyjasnienie mechanizméw
molekularnych odpowiedzialnych za wptyw biatka HAX1 na rozwdj nowotworu oraz jego przerzutowanie.
Do badan tych wykorzystano linie MCF-7 estrogenozaleznego raka piersi, niewykazujgca ekspresji HAX1,
oraz linie w ktérych prébowano wyciszy¢ gen HAX1 dwoma metodami. Poniewaz nie udato sie wyciszy¢
HAX1 metoda CRISPR/Cas9, do dalszych badan wykorzystano linie, w ktérych wyciszenie uzyskano
wykorzystujac krotkie RNA (siRNA i shRNA). Poprositabym Doktorantke o wyjasnienie, dlaczego jej
zdaniem wyciszenie ekspresji genu HAX1 za pomocq metodq CRISPR/Cas9 sie nie powiodio.
Skonstruowane linie komérkowe zostaty nastepnie wykorzystane do badania wplywu ekspresji genu HAX1

na stymulacje hormonalng i aktywnos$¢ cytotoksyczng zwigzkéw o dziataniu antyestrogenowym.
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Doktorantka wykazata, ze stymulacja progesteronem prowadzi do wzrostu wartosci MTT w liniach

kontrolnych, natomiast w liniach z wyciszonym genem HAX1 nie uzyskano tego efektu. W kolejnym kroku
postanowiono zbadaé czy poziom ekspresji genu HAX1 ma wptyw na ekspresje gendw zwigzanych ze
Sciezkg sygnafowa estrogenu. W tym celu wykorzystano komercyjne panele ekspresyjne oraz panele
samodzielnie zaprojektowane, zawierajace geny wyselekcjonowane na podstawie informacji
funkcjonalnych uzyskanych z genetycznych baz danych. Oba panele zawieraty takze 4 geny referencyjne.
Dlaczego wiec ekspresja HAX1 byta szacowana w stosunku do genu o najniiszej ekspresji? Wykazano, ze
zmiany w ekspresji genu HAX1, majg wplyw na ekspresje niektorych genéw $ciezki estrogenowej. Cho¢
otrzymano spdjne wyniki dla badanych linii, niestety nie byly to wyniki statystycznie istotnie. Zapewne
dlatego, Doktorantka podkreéla, ze sg to wyniki wstepne i wymagajg potwierdzenia w dalszych

eksperymentach.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka omawia witasne wyniki na tle literatury przedmiotu. Dyskusja jest
ohszerna i zostata podzielona na podrozdziaty. Uwazam jednak, ze w czesci tej Autorka zbyt wiele miejsca
poswiecg omdwieniu wiasnych wynikdw. Dwa ostatnie rozdzialy to podsumowanie i wnioski, streszczenie

rozprawy oraz spis literatury liczacy 77 pozyciji.

W przedstawionej do oceny Rozprawie Doktorantka pokazata wiele wartosciowych wynikéw dotyczacych
zaréwno analiz klinicznych jak i badan eksperymentalnych. Cze$¢ z tych wynikéw zostata juz opublikowana,

natomiast czy pozostate wyniki zawarte w tej Rozprawie bedq takze przedmiotem dalszych publikacji?

Uwagi szczegdtowe:

e Wykaz stosowanych skrétéw nie jest kompletny. Szczegdlnie brakuje rozwiniecia skrotow,
powszechnie uzywanych w onkologii (np. Rak piersi NOS, Stan PgR), ale nie tylko (np. ANOVA).
Ponadto, uwazam, ze nadmierne uzywanie skrétow w tresci Rozprawy, utrudnia $ledzenie tekstu,
szczegdlnie osobom niezwigzanym bezposrednio z tematyka onkologiczng

e Str. 16 - prawidtowa nazwa angielska ilosciowe] taficuchowej reakcji polimerazy to quantitative
polimerase chain reaction, gPCR

e Rycina 9i 10 - powinny by¢ doktadniej opisane i wyjasnione w tekscie

e Rycina 39 -zazwyczaj poziom badanego biatka jest standaryzowany do biatka odnosnikowego. Czy w

tym przypadku zastosowano tadowanie takich samych objetosci/ilosci biatka?
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WNIOSEK KONCOWY

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji Rozprawa doktorska lekarz Sylwii Tabor ,Wptyw biatka HAX1
na Sciezke sygnatowa estrogenu i progresje w luminalnym raku piersi” spetnia wymagania i warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r (Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst jednolity:
Dz.U. z 2021 r. poz. 478). Dlatego tez zwracam sie do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii w

Warszawie o dopuszczenie Pani lek. Sylwii Tabor do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Y i

Beata Burzynska
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