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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Szostakowskiej-Rodzos
p.t.: ., Molekularna analiza oraz znaczenie kliniczne krazacych komorek nowotworowych
(CTC) w zaawansowanym raku piersi zidentyfikowanych z zastosowaniem systemu
CytoTrack"
wykonanej pod kierunkiem dr. hab. Ewy Grzybowskiej
oraz promotora pomocniczego, dr Anny Fabisiewicz

z Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie, Panstwowego Instytutu

Badawczego

Rozprawa doktorska pani mgr Malgorzaty Szostakowskiej-Rodzo$ dotyczy ustalenia wartosci
klinicznej krazacych komérek nowotworowych (CTCs) w zaawansowanym, luminalnym raku
piersi oraz ich charakterystyka molekularna. Ocena i analiza molekularna CTCs moze stanowi¢
nieinwazyjny test dla wykrycia wczesnej fazy choroby, niemozliwej do rozpoznania za pomoca
obecnie dostepnych narzedzi diagnostycznych. Obserwacja i analiza liczby i fenotypow CTC
podczas leczenia powinna si¢ takze przyczynié do poprawy wynikow leczenia chorych poprzez
zastosowanie usprawnionego systemu diagnostyki oraz monitorowania terapii pacjentow,
umozliwiajacego w uzasadnionych przypadkach niezwloczne wdrozenie leczenia lub jego
zmiang. Profilowanie genetyczne CTCs moze da¢ sposobno$¢ do wypracowania metod
indywidualizacji terapii u chorych. Niestety nadal brakuje potwierdzonych klinicznie metod
efektywnej izolacji CTC. oraz korelacji migdzy iloscia, fenotypem a progresja choroby, stad
podjecie tej tematyki przez Doktorantke jest w peini uzasadnione. W trakcie swoich badan Pani
Szostakowska-Rodzo§ wykazala, ze obecnos¢ >5 CTCs jest waznym czynnikiem
prognostycznym, pogarszajacym rokowania pacjentek z luminalnym rakiem piersi, a rosngca

liczba CTC podczas leczenia zwigkszala niekorzystny czynnik ryzyka. Ponadto rozpoznano, ze



utrzymujaca si¢ niska liczba CTCs (<5 CTC) podczas leczenia jest pozytywnym czynnikiem
prognostycznym dla pacjentek z zaawansowanym rakiem piersi z przerzutami. Odkrycia te
majg ogromne znaczenie dla poprawy rokowania w przypadku raka piersi z przerzutami oraz
mogg pomoc klinicystom w monitorowaniu pacjentow podczas leczenia systemowego. Ponadto
Doktorantka opisata réznice w ekspresji EpCAM miedzy klastrami CTCs a pojedynczymi
CTC. Co istotne pokazata, ze wysoka heterogennos¢ CTCs w statusie EpCAM podkresla
fenotypowa plastycznosé pojedynczych komérek. Wyniki tych badan maja duze znaczenie

kliniczne jak rowniez stanowia oryginalne rozwiazanie problemu naukowego.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczy 109 stron maszynopisu, jest napisana w jezyku angielskim i ma uklad typowy
dla rozpraw doktorskich. Rozpoczyna si¢ streszczeniami w jezyku polskim i angielskim, po
ktorych nastepuje Wstep (27 stron) podzielony na 6 podrozdzialéw. Nastepnie wymienione sg
cztery glowne cele pracy. Materialy w formie 4 podrozdzialow oraz Metodologia w formie 5
podrozdziatow liczy 11 stron. Wyniki (33 strony) sg podzielone na 4 podrozdzialy. Dyskusja
liczy 3 strony, a po niej nast¢puje jednostronicowe podsumowanie i materialy dodatkowe w

postaci dwdch rycin i dwoch tabeli. Bibliografia zawiera 152 pozycje literaturowe.

Ocena merytoryczna

Rozdzial zatytulowany ,Wstep" stanowi bardzo dobre przedstawienie aktualnego stanu
wiedzy i wyczerpujaco wprowadza do tematyki badan przedstawionych w rozprawie. Dobér i
kolejnos¢ przedstawionych tresci sg logiczne i wlasciwe. Doktorantka omawia epidemiologie.
czynniki ryzyka, diagnostyke, typy biologiczne nowotworow piersi oraz obecne sposoby
leczenia, w tym terapi¢ hormonalng. Nast¢pnie skupia si¢ na progresji nowotworéw piersi,
podkreslajac istotna role i opisujac szczegélowo przejscie epitlialno-mezenchymalne oraz
fenomen wolnokrazacych komorek nowotworowych oraz ich znaczenie w progresji nowotworu
oraz mozliwosci ich wykorzystania w diagnostyce. Moja ocena Wstepu jest bardzo wysoka.
Doktorantka bardzo jasno przedstawia problemy badawcze, zwracajac szczegdlng uwage na te
elementy, ktore staty si¢ podstawa do sformutowania celéw pracy. Wstep dowodzi bardzo duzej

wiedzy Doktorantki oraz umiejetnosci korzystania i wyciagania wnioskow z tej wiedzy.

Cele pracy, w postaci czterech zwigzle i klarownie opisanych celow, zostaly poprawnie

sformutowane i zrealizowane w trakcie badan. Obejmuja one:



1. Optymalizacj¢ i ocen¢ wspolczynnika odzysku niezaleznego od EpCAM systemu
wykrywania CTC CytoTrack.

2. Analiz¢ fenotypu i genotypu pojedynczych CTC i klastrow CTC wykrytych za pomoca
systemu CytoTrack.

3. Oceng wartosci prognostycznej CTC i zmian liczby CTC w trakcie leczenia.

4. Analizg heterogennosci CTC u pojedynczych pacjentow oraz migdzy pacjentami.

Metodologia zawiera zwiezly, lecz calosciowy opis technik wykorzystywanych w rozprawie i
obejmuje wachlarz metod biologii molekularnej i biologii komorki, takich jak hodowla
komorkowa, barwienic immunofluorescencyjne, analiza pojedynczych  komorek,
sekwencjonowanie czy tez izolacja DNA z preparatéw parafinowych. Na szczegolna uwage

zastuguje opis metodologii zwigzanej z uzyciem CytoTrack.

W rozdziale Wyniki opisano logiczny i spojny ciag doswiadczen stuzacy realizacji zalozonych
celow, a uzyskane rezultaty przedstawiono na 14 rycinach i w 12 tabelach. W toku badan
Doktorantka w przekonujacy sposob udokumentowata optymalizacje analizy CTC przy uzyciu
CytoTrack. Zoptymalizowala nowatorska. niezalezna od EpCAM metod¢ wykrywania CTC.
Sredni wspélczynnik odzysku dla tej metody w tych badaniach wynosit ~79% przy bardzo
wysokiej swoistosci, poniewaz Doktorantka potwierdzila, ze nie zidentyfikowata zadnych
wynikow fatszywie dodatnich w kontrolach ujemnych od zdrowych dawcow.

Co jest kluczowe. uzycie metody CytoTrack pozwolilo na wykazanie roznicy w ekspresji
EpCAM pomigdzy klastrami CTC a pojedynczymi CTC. Wysoka heterogenicznos¢ CTC jesli
chodzi o status EpCAM podkresla wysoka plastycznos¢ pojedynczych komorek
wolnokrazacych we krwi. Doktorantka wykazala rowniez. ze wartos¢ prognostyczna duzej
liczby CTC (=5 CTC) utrzymywata sie w okresie obserwacji, co wiegcej, za niekorzystny
czynnik ryzyka uznano takze rosnacg liczb¢ CTC podczas leczenia. Poza tym staly niski poziom
liczby CTC (<5 CTC) podczas leczenia zostal zidentyfikowany jako dobry czynnik
prognostyczny w przerzutowym raku piersi. Dodatkowo Doktorantka potwierdzila duza
heterogennos¢ genomowa krazacych komoérek nowotworowych, wyniki tego badania
podkreslaja uzytecznos¢ kliniczng wykrywania i zliczania CTC podczas leczenia przerzutow

chorych na raka piersi.

Odkrycia te majg istotne znaczenie kliniczne poniewaz opracowanie testow w postaci biopsji

do nieinwazyjnego monitorowania chorych za pomoca biopsji ptynnych pozwoli na skuteczna



diagnostyke oraz monitorowanie postepu choroby nowotworowej w czasie leczenia jak rowniez
odpowiednie dobranie metod leczenia. CTC w raku piersi wykazuja znaczng plastycznosé
fenotypowa dlatego dotychczasowe stosowanie markeréw takich jak epithelialny EPCAM,
powoduje, ze czgs¢ CTC z probek pacjentow pozostaje niewykryta i postep choroby i
wskazanie do terapii moze by¢ mylnie oceniony. Dlatego badania przedstawione w doktoracie

przyczynia si¢ do rozwoju testow diagnostycznych niezaleznych od EPCAM.

»Dyskusja" zawiera podsumowanie uzyskanych wynikow w odniesieniu do danych
literaturowych. Dyskusja jest stosunkowo krotka ale wskazuje niewatpliwie, iz Doktorantka
posiada umiejetnos¢ krytycznej i wywazonej oceny uzyskanych wynikéw oraz formulowania
wnioskow koncowych a takze biegle porusza si¢ w dostgpnej w swoim obszarze badan

literaturze.

Rozpraweg zamykaja przedstawione w formie opisowej wnioski, ktore sa poprawnie i zwiezle

sformutowane.

Ocena edytorskiej strony rozprawy
Praca jest napisana starannie i przejrzyscie, jedynie rozklad rycin, czy ujednolicenie opisow
wykresow byloby wskazane przed zlozeniem wynikow do publikacji. Doktorantka nie ustrzegla

si¢ kilku btedow literowych, co w zaden sposob nie umniejsza pracy.

Najwazniejsze uwagi i pytania:
1. Poniewaz wyniki badan nie zostaly jeszcze opublikowane, trudno okresli¢ udzial
poszczegolnych autorow, prosze¢ o szczegolowe wyjasnienie, ktére eksperymenty

zostaty wykonane niezaleznie przez Dokorantke.

o

Jakie sa mozliwosci techniczne wykorzystania systemu CytoTrack i izolacji materiatu

z pojedynczych CTC do wykonania analizy sekwencjonowania catego transkryptomu?

3. W badaniach heterogennosci EPCAM wsréd CTCs na podstawie ilosci EPCAM/pan-
keratyny, wykazano, ze 44% CTC posiadato niska ekspresj¢ EPCAM., tylko 0,5% nie
ekprymowalo EPCAM (wige 55,5% posiadato wysoka ekspresj¢ EPCAM ryc. 11). Na
podstawie tych wynikow wydaje sig. ze CellSearch system wylapujacy CTC na
podstawie ekpresji EPCAM powinien by¢ wystarczajacy aby wylapa¢ 99,5% CTC?

4. Jakarolg wedtug Doktorantki moze odgrywaé wysoka ekpresja EPCAM umozliwiajaca

tworzenie klastrow CTC w rozwoju choroby z przerzutami?



Niedociagnigcia edytorskie nie wymagajjce odniesienia si¢ w czasie rozprawy:
Graficznie, niektore ryciny wymagaja dopracowania. Czasami pojawia si¢ na jednej pustej
stronie pojedynczy wykres z duzymi opisami (np. ryc. 10). natomiast na innej rycinie (np. ryc.

14) ulozone gesto wykresy maja tak malg czzionke, ze uniemozliwia to odczytanie danych.

Podsumowanie

Na podstawie przedstawionej rozprawy uwazam, ze pani mgr Malgorzata Szostakowska-
Rodzos$ wykazala si¢ szeroka wiedza teoretyeczng w tematyce swoich badan, umiej¢tnosciami
zaplanowania i wykonania doswiadczen realizujac zalozone cele oraz zdolnoscig do
prawidiowego wyciagania wnioskéw z przeprowadzonych eksperymentow. Efektem badan
Doktorantki s bardzo istotne z punku klinicznego dane, ktére moga poprawi¢ diagnostyke raka
piersi. Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wymogi okreslone w ustawie z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1668 z pozn.
zm.) oraz Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustaw¢ — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669 z p6zn. zm.). Wnosze do Rady Naukowej Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie - Panstwowego Instytutu Badawczego o
dopuszczenie mgr Malgorzaty Szostakowskiej-Rodzos do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.
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