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RECENZIJA
rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty Szostakowskiej-Rodzo$

pt. Molecular analysis and clinical value of circulating tumor cells (CTCs) identified via
CytoTrack system in metastatic breast cancer patients

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Zaktadzie Onkologii
Molekularnej i Translacyjnej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-
Curie — Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie. Promotorem rozprawy jest prof. dr hab.

Ewa Grzybowska a promotorem pomocniczym dr Anna Fabisiewicz.

A) Znaczenie i oryginalno$¢ tematu naukowego

Choroby nowotworowe sg drugg najczestszg przyczyng zgondw na $wiecie, a rak piersi stanowi
1/4 wszystkich nowotwordw u kobiet. Poniewaz ta ztozona heterogenna choroba czesto wigze sie z
obecnoscig réznych zmian genomowych i epigenetycznych, stanowi ona wyzwanie zaréwno dla
naukowcodw, jak i klinicystéw. Duza cze$¢ nowotwordéw piersi, w tym rak luminalny, ma mutacje w
genach kinaz biatkowych aktywowanych mitogenami (MAPK). Sciezka sygnatowa inicjowana przez
te kinazy odgrywa centralng role w regulacji proliferacji. Wiekszo$¢ ostatnio odkrytych terapii
celowanych hamuje znane mechanizmy onkogenne inicjacji i progresji raka piersi, takie jak kaskada
sygnatowa MAPK, PI3K/AKT-mTOR lub VEGF. Pomimo znacznych postepow w badaniach
molekularnych oraz zastosowaniu terapii celowanych w powigzaniu z klasyczng radio- i
chemoterapia, nadal brakuje nowoczesnych metod monitorowania pacjentek podczas terapii pod
katem pojawiania sie w ich krwi obwodowej tzw. krgzgcych komérek nowotworowych (ang.
circulating cancer cells, CTC), ktére mogtyby sta¢ sie markerem efektywnosci leczenia oraz

pojawiania sie przerzutow w odlegtych tkankach, takich jak kosci, watroba, ptuca czy mozg.




Oceniany tu projekt pracy doktorskiej probuje wypetni¢ ten brak, podejmujac badania nad
opracowaniem nowatorskich metod bezinwazyjnego obrazowania pojawiajacych sie we krwi
komarek neoplastycznych. Standaryzacja takiej metody obrazowania mogtaby stac sie bezcennym
narzedziem w rekach klinicystow; pozwolitaby ona okresli¢ czy podjete strategie terapeutyczne
przynoszg pozgdane efekty i oszacowaé¢ ewentualny czas przezycia pacjentek. Ponadto
zaprezentowane wielkoskalowe badania molekularne na poziomie pojedynczych komérek CTCiich
klasterow umozliwity okreslenie pojawiajgcych sie zmian w kluczowych kaskadach sygnatowych oraz
odkrycie nowych, nieopisanych dotad mutacji w genach ESR1 i AKT2, zwigzanych z progresjg
nowotworu, co poszerza dotychczasowg wiedze i moze przyczyni¢ sie do opracowania nowych

strategii terapeutycznych.

B) Znaczenie wynikéw

Gtownym rezultatem badan byto opracowanie i optymalizacja nowatorskiego systemu
obrazowania krgzacych komdrek nowotworowych w aspekcie monitorowania pacjentek z rakiem
piersi oraz scharakteryzowanie fenotypu i genotypu CTC, zaréwno na poziomie pojedynczych
komorek, jak i ich zgrupowan, a takze ich zmiennosci, pod katem zastosowania w praktyce klinicznej.
Wykorzystujgc znane i stosowane juz metody obrazowania doprowadzono tu do opracowania
nowego, niezaleznego od ekspresji EpCAM systemu CytoTrack. System ten zastosowano do
zbadania grupy 90 pacjentek ze zdiagnozowanym zaréwno pierwotnym rakiem piersi, jak i odlegtym
przerzutem/przerzutami. Obrazowano, a nastepnie dogtebnie analizowano pod wzgledem
molekularnym CTC, pobierajgc krew w regularnych odstepach czasu i poréwnujac otrzymane dane
z czasem przezycia pacjentek oraz progresja nowotworowg. Uzyskane wyniki pokazaty, ze
stworzony system cechuje sie bardzo wysoka powtarzalnoscig i pozwala na rokowanie co do
oczekiwanego catkowitego czasu przezycia, jak i przezycia wolnego od progresji. Moze tez

dostarczy¢ informacji czy podjeto wtasciwg strategie terapeutyczna.

Wyniki tej pracy sg wysokiej jakosci. Przewiduje, ze zostang opublikowane w wysoko ocenianym
czasopismie. Ponadto jestem przekonana, iz uzyskane dane beda stanowity duzy krok naprzod w tej
dziedzinie i, mam nadzieje, bedg kontynuowane az do wprowadzenia do codziennej praktyki
klinicznej nowatorskich metod obrazowania, takich jak zaprezentowana metoda CytoTrack w celu

kompleksowego monitorowania pacjentéw nowotworowych podczas stosowanych terapii.




C) Metodologia

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim, przejrzyscie i poprawnie. Manuskrypt liczacy 109
stron zawiera wszystkie elementy typowe dla pracy doktorskiej: wstep, cele, wyniki, dyskusje i
szczegétowg metodologie. Cytowana literatura stanowi solidng podstawe badanej i omawianej

tematyki — zacytowano ponad 150 publikacji.

- Wprowadzenie jest dobrze skomponowane, zapewnia przeglad wiedzy na temat epidemiologii,
diagnozowania i leczenia nowotwordw, ze szczegdlnym uwzglednieniem tych aspektow
molekularnych, ktére sg najbardziej istotne dla celéw pracy, takich jak wspoétczesna wiedza na
temat zmian genetycznych i rozregulowanych szlakéw metabolicznych w raku piersi oraz
przedstawieniem najnowszych, w tym ukierunkowanych, terapii. Omowiono tez narastanie
opornosci, w tym epigenetycznej, komérek nowotworowych na stosowane leki. Wazng czesc
Wstepu stanowi szczegétowo opisane zjawisko pojawiania sie we krwi obwodowej pacjentow
nowotworowych tzw. krgzgcych komérek nowotworowych (ang. circulating tumor cells, CTC)
oraz stosowane wspotczesnie, w tym zatwierdzone przez FDA, metody ich wykrywania i
charakteryzowania, w tym analizy molekularnej na poziomie pojedynczej komérki. Tekst zostat
wsparty dobrze dobranymi i przygotowanymi ilustracjami oraz tabelami. Cytowana literatura

jest adekwatna do opisywanej tematyki.

- Zaproponowane cele badawcze, ujete w cztery zwiezte punkty, zostaty dobrze okreslone i s3

spojne z istniejgcym stanem wiedzy w badanej dziedzinie.

- Sekcja Materiaty i Metody uwzglednia wszystkie niezbedne szczegoty, ktore z pewnoscig beda

pomocne dla zainteresowanych kontynuacjg badan nad tematykg zaprezentowang w tej pracy.

- Podjete doswiadczenia w celu udzielenia odpowiedzi na pytania naukowe, ktdre pojawity sie
podczas badan, zostaty starannie zaprojektowane i wykonane przy uzyciu skutecznych podejsc z
wykorzystaniem zaawansowanych technik molekularnych i bardzo wnikliwej statystycznej
analizy danych za pomocg odpowiednio dobranych testéw. Dane sg ilustrowane dobrze
dopracowanymi tabelami, wykresami i obrazami. Walidacja wynikow zostata przeprowadzona

prawidtowo.

- Sekcja Dyskusji, cho¢ kompaktowa, jest umiejetnie poprowadzona i poparta literaturg

przedmiotu; Swiadczy o dobrej znajomosci tematu przez Autorke.




- Whnioski koriczagce prace zawierajg najwazniejsze refleksje ptyngce z ocenianej tu rozprawy.
Manuskrypt uzupetnia materiat dodatkowy w postaci Aneksu prezentujgcego zidentyfikowane

mutacje i polimorfizmy, zaréwno w CTC jaki i guzach pierwotnych.

D) Pytania i uwagi
Po przeanalizowaniu rozprawy, mysle, ze jest kilka interesujacych kwestii, ktére moga zastugiwac

na dalsze omdéwienie podczas obrony pracy doktorskie;j.

a) Czy w polskich osrodkach leczenia nowotwordéw stosuje sie juz techniki obrazowania CTC
zaaprobowane przez FDA, typu CellSearch i Parsortix? Czy system CytoTrack, niezalezny od
ekspresji EpCAM moze wejs¢ do praktyki klinicznej? Jesli tak to w jakim przedziale czasowym
mozna by sie tego spodziewac?

b) Dlaczego grupe pacjentek zdecydowano sie podzieli¢ na dwie podgrupy, tzn. ponizej i powyzej
65 roku zycia. W przeprowadzonych nastepnie analizach nie dopatrzytam sie stratyfikacji ze
wzgledu na wiek. Jesli réznice nie wyszty istotne statystycznie, to dobrze bytoby o tym
wspomnieé. Prositabym o ustosunkowanie sie do tej kwestii.

c) Na stronie 60, Graph 3, przedstawione s3 pojawiajgce sie w krwi pacjentek CTC z trzech
kolejnych pobran. Ciekawa jestem czy réznice pomiedzy procentami tych komaérek byty istotne
statystycznie?

d) Nie do korica jest dla mnie jasne, dlaczego zdecydowano sie wybraé¢ do badan wytgcznie
pacjentki ze zdiagnozowanym przerzutem/przerzutami. Byto to jedno z kryteridw przy ich
rekrutacji. Wydaje mi sie, ze witgczenie pacjentek bez przerzutéw mogtoby pokazac czy w ich
krwi pojawiaja sie krgzgce komorki nowotworowe, co z kolei mogtoby prognozowac pojawienie
sie metastazy i kierowac je lub nie do dalszego intensywnego leczenia.

e) Na stronie 59, Doktorantka napisata, ze krew do analiz pobrano tylko od 90 pacjentek z grupy
135. Skad taka rozbieznosc¢. Czy pacjentki zmarty po pierwszej obserwac;ji?

f) Jaka jest réznica pomiedzy OS a PFS? Mysle, ze réznica ta nie do korica jest jasna dla oséb
niebedgcych klinicystami bgdz naukowcami zwigzanymi z badaniami klinicznymi. Poprositabym
o doktadniejsze scharakteryzowanie obu terminéw wraz z podkresleniem réznic.

g) Strona 75, Graph 11 powinien by¢ opisany po 10 lub przedstawiony wczesnie;.

h) Strona 78, Na wykresie opisanym jako Graph 12, nie ma oznaczenia ,A”, ktére pojawia sie w

opisie pod nim.




i) Strona 80, Graph 14 E i F, opisy pod obrazkami sg trudne do odczytania. Powinny zostac
powiekszone.
j) Strona 88, Ciekawa jestem, jakiego typu sg nowe mutacje znalezione przez Autorke w genach

ESR1 i AKT2.

E) Ocena koncowa

Oceniana przeze mnie praca odznacza sie wysoky jakoscig, zarowno pod wzgledem
merytorycznym, jak i metodologicznym. Biorgc pod uwage zainteresowanie nowymi metodami
diagnozowania i monitorowania krazgcych we krwi obwodowej komérek nowotworowych oraz
mutacji w nich zachodzacych, uwazam wybdr problemu badawczego za w petni uzasadniony, a
wyniki uzyskane przez Panig Matgorzate Szostakowska-Rodzo$ za nowatorskie i mogace przyblizy¢
onkologéw do zastosowania systemu CytoTrack w standardowej praktyce klinicznej. Ponadto,
rezultaty badan przynoszg nowe ustalenia w zakresie mechanizméw molekularnych uczestniczacych
w powstawaniu przerzutow u pacjentek z zaawansowanym rakiem piersi. Chciatabym podkresli¢, ze
interpretacja wynikéw jest rzeczowa, pozbawiona nadinterpretacji, co wskazuje na krytyczne
podejscie do otrzymanych danych oraz dojrzatos¢ naukowg Doktorantki. Na tej podstawie
stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1688).
Przedktadam zatem wniosek do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie — Paristwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o jej przyjecie i
dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty Szostakowskiej-Rodzos do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Biorgc pod uwage wysokg warto$¢ naukowg pracy, na co sktadajg sie istotnos¢ tematyki oraz
nowatorskie wyniki, a takze opublikowany w doskonatych czasopismach dorobek naukowy,
wnioskuje do Rady Naukowej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie —

Paristwowego Instytutu Badawczego w Warszawie o wyrdznienie tej rozprawy doktorskie;j.
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