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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Pawta Kamila Serafina

»The role of CD73 in the initiation, promotion, and progression of breast cancer and its

evaluation as a therapeutic target”

W przediozonej do recenzji pracy doktorskiej pt. ,The role of CD73 in the initiation,
promotion, and progression of breast cancer and its evaluation as a therapeutic target” Pan
mgr inz. Pawet Kamil Serafin zbadat role biatka CD73 w procesie inicjacji i progresji raka piersi,
oraz dokonat ewaluacji potencjatu prognostycznego i potencjatu terapeutycznego biatka
CD73 w trakcie progresji raka piersi. W wielu typach nowotworéw wysoki poziom biatka CD73
koreluje ze ztymi rokowaniami, jednakze w przypadku raka piersi rola biatka CD73 wciaz nie
jest jednoznaczna, co w petni uzasadnia podjete przez Doktoranta badania. Swoje
doswiadczenia zwigzane z przygotowaniem rozprawy doktorskiej Pan mgr inz. Pawet Kamil
Serafin wykonywat po kierunkiem Pani dr hab. Patrycji Koszatki.

Biatko CD73 jest ekto-enzymem ktdry, poprzez generacje immunosupresyjnej adenozyny w
obszarze zewngtrzkomdrkowym mikrosrodowiska guza, hamuje skuteczng odpowiedz
immunologiczng organizmu w stosunku do komodrek nowotworowych i, tym samym,
uniemozliwia skuteczng eliminacje komérek nowotworowych przez uktad immunologiczny.
Skutecznos$¢ inhibitorow biatka CD73 i antagonistéw receptora dla adenozyny jest
przedmiotem badan klinicznych. W swojej rozprawie doktorskiej Pan mgr inz. Pawet Kamil
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Serafin zastosowat mysi model indukowanego dwuetapowo raka piersi i wykazat w tym
modelu, ze wyciszenie ekspresji genu biatka CD73 znaczaco opdznito pojawienie sie guzéw
nowotworowych charakteryzujgcych sie brakiem ekspresji receptorow dla progesteronu
(HR/PR-). Natomiast brak ekspresji genu biatka CD73 in vivo nie opdznit pojawienia sie guzow
nowotworowych wykazujgcych ekspresje receptoréw dla progesteronu. Co wiecej, na
pozniejszym etapie raka piersi brak ekspresji biatka CD73 znaczaco przyspieszyt progresje
raka piersi.

Rozprawa doktorska Pana mgr inz. Pawfa Kamila Serafina zostata napisana w jezyku
angielskim i sktada sie z nastepujgcych czesci: (I) listy publikacji i wynikéw jeszcze
nieopublikowanych, ale stanowigcych integralng czes¢ rozprawy doktorskiej, (1) listy
osiggnieé¢ naukowych Doktoranta obejmujgcej wykaz publikacji, doniesienia konferencyjne i
uczestnictwo w realizacji projektow badawczych, (lll) wykazu skrétéw, (IV) abstraktu, (V)
abstraktu w jezyku polskim, (VI) krotkiego wstepu, (VII) celéw pracy, (VII) wynikow
opublikowanych i nieopublikowanych; czes¢ obejmujaca wyniki opublikowane jest
reprezentowana przez krotki podrozdziat, odsytajagc tym samym czytelnika do pracy
eksperymentalnej opublikowanej w Molecular Metabolism, ktorej kopia zostata zatgczona do
rozprawy doktorskiej; czes¢ obejmujaca wyniki niepublikowane ma ukfad typowy dla pracy
eksperymentalnej i sktada sie ze wstepu, opisu materiatéw i metod, wynikéw, dyskusji i
materiatdw uzupetniajgcych, (IX) wspdlnej dyskusji wynikdw opublikowanych i
nieopublikowanych, (X) spisu literatury zawierajgcego 132 pozycje. Na koncu rozprawy
doktorskiej zamieszczona zostata kopia artykutu opublikowanego w czasopismie Molecular
Metabolism (IF=7, Q1, MNiSW= 140 pkt, 2024), ktérego Pan mgr inz. Pawet Kamil Serafin jest
pierwszym autorem, a nastepnie oswiadczenia autoréw potwierdzajgce wiodacy udziat
Doktoranta w powstaniu w/w publikacji.

Wyniki opublikowane w pracy: Knock-out of CD73 delays the onset of HR-negative breast
cancer by reprogramming lipid metabolism and is associated with increased tumor
mutational burden nie wykazaty wptywu braku ekspresji biatka CD73 u zwierzat CD73 KO na
czestos¢ i ilos¢ powstajgcych spontanicznie guzéw, ich podtyp histologiczny, oraz ekspresje
genéw PR, ER i HER2 lub jej brak. Natomiast u zwierzat CD73 KO wykazano opdznienie
pojawienia sie guzow HR/PR-negatywnych (ang. tripple negative breast cancer, TNBC). Na
poziomie molekularnym, u zwierzagt CD73 KO stwierdzono wieksze zaburzenie metabolizmu
lipidow w obszarze sutkéw, ktére na etapie inicjacji choroby nowotworowej polegato na
zwiekszeniu syntezy i B-oksydacji kwasow ttuszczowych i wzrosdcie ekspresji genu receptora
dla progesteronu, co zwiekszyto na pewno wrazliwo$¢ tkanki na ten hormon. Na etapie
progresji choroby w obszarze sutka stwierdzono juz wieksze stezenie wielonienasyconych
kwaséw ttuszczowych omega-3 i omega-6, ktdre, jako potencjalne Zrddto nadtlenkdow
lipiddw, mogty przyczynié sie do zaobserwowanej wiekszej produkcji RFT i zwiekszenia ilosci
uszkodzern DNA. Biorgc p/u nizszg ekspresje gendw kodujgcych biatka zaangazowane w
odpowiedz na stres i gendéw kodujacych biatka naprawiajgce uszkodzenia DNA, mogto to by¢
bezposrednig przyczyng wiekszej niestabilnosci genomu w guzach zwierzat CD73 KO. Istotnie,
poziom CD73 determinowat metabolizm lipidow nie tylko w tkance sutka myszy, ale takze w
tkankach ludzkich. Podobne wyniki uzyskano in vitro z zastosowaniem linii komdrkowych raka
piersi traktowanych inhibitorem CD73.
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Wyniki nieopublikowane dotyczg roli biatka CD73 w procesie pyroptozy i korelacji tych zmian
z zaburzeniami metabolizmu lipidéw i immunologicznego mikrosrodowiska guza w toku
progresji raka piersi w modelu mysim, oraz korelacji zaobserwowanych zmian ze zmianami
obserwowanymi w tkankach ludzkich i w badaniach in vitro z wykorzystaniem linii
komadrkowych. Na etapie progresji raka piersi u zwierzgt CD73 KO zaobserwowano znaczgce
skrdcenie czasu przezycia (OS). Krdtszy czas przezycia dotyczyt zwierzagt CD73 KO z guzami
wykazujacymi ekspresje dla receptora progesteronu; analogiczne skrécenie czasu przezycia
zaobserwowano w przypadku pacjentdéw z nowotworem piersi wykazujgcym ekspresje dla
receptora progesteronu i niski poziom biatka CD73. Nie dziwi zatem fakt, ze u zwierzgt CD73
KO z guzami wykazujgcymi ekspresje dla receptora progesteronu wykazano wiekszg
infiltracje naczyn krwionosnych przez komarki nowotworowe. | chociaz nie zaobserwowano
istotnego zwiekszenia ilosci przerzutéw u zwierzat CD73 KO z ekspresjg receptora dla
progesteronu, to u zwierzat tych zaobserwowano takze skrécenie czasu pomiedzy
pojawieniem sie pierwszego, a rozwojem kolejnego guza. Co wiecej, te kolejne guzy u
zwierzgt CD73 KO rosty szybciej. Przyspieszona progresja raka piersi u zwierzagt CD73 KO z
guzami wykazujgcymi ekspresje receptora dla progesteronu nie byta zwigzana ze zmianami
w infiltracji tych guzéw przez komadrki odpowiedzi immunologicznej, nie zaobserwowano tez
réznic w infiltracji przez komérki odpowiedzi immunologicznej guzéw nie wykazujacych
ekspresji dla receptora progesteronu. Podobnie u pacjentéw poziom CD73 nie miat wptywu
na infiltracje guzéw nowotworowych przez komérki odpowiedzi immunologiczne]j. Natomiast
u zwierzat CD37 KO zaobserwowano nasilenie nielitycznej formy pyroptozy komérek
nowotworowych, ktéra zwigzana jest z nieefektywng odpowiedziag immunologiczng na
obecnos¢ komérek nowotworowych. Nie zaobserwowano wptywu CD37 na nasilenie
pyroptozy komodrek uktadu immunologicznego. Ponadto, u zwierzat CD37 KO
zaobserwowano rowniez zahamowanie rdznicowania komérek  ttuszczowych.
Podsumowujac, obserwowane zmiany u zwierzat CD73 dotyczyty guza i jego
mikrosrodowiska (zaburzenia metabolizmu lipidow, aktywacja nielitycznej formy pyroptozy,
zahamowanie réznicowania komérek ttuszczowych), nie zaobserwowano podobnych zmian
w komadrkach uktadu immunologicznego, co miato swoje odzwierciedlenie w braku wptywu
biatka CD73 na poziom infiltracji guzéw nowotworowych przez komdrki uktadu
immunologicznego u zwierzat CD73 KO.

Pytania i uwagi:

1. W badaniach zastosowano mysi model raka piersi polegajacy na indukcji procesu inicjacji
choroby poprzez (1) tzw. priming zwigzkiem bedgcym syntetycznym analogiem progesteronu
(octan medroksyprogesteronu, MPA), a nastepnie (2) zastosowano substancje kancerogenng
(7,12-Dimetylbenz[alantracen, DMBA). Czy zastosowana dawka MPA mogtaby by¢ w jakis
sposéb porédwnywalna do ilosci progesteronu na ktéry jest eksponowana samica myszy w
czasie cigzy? Wiekszos¢ kobiet w czasie cigzy jest poddana okresowo dziataniu wysokiej dawki
progesteronu. Jak cigza wptywa na zwiekszenie ryzyka zachorowania na raka piersi? Czy ilo$¢
cigz (tzw. wielorédztwo) wptywa na ryzyko zachorowania na raka piersi?

2. Jak mozna bytoby sprobowac wyjasni¢ obserwacje, dlaczego brak ekspresji biatka CD73 nie
op6znit pojawienia sie guzoéw nowotworowych majacych receptor dla progesteronu, podczas
gdy opdinit pojawienie sie guzéw nowotworowych nie majacych receptoréw dla
progesteronu? Czy zwiekszona synteza/poziom kwasdw ttuszczowych (zwtaszcza PUFAs) w
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toku progresji raka piersi u zwierzagt CD73 KO mogta przyczynic sie w jaki$ sposdb do tego?
Po zapoznaniu sie z wynikami zawartymi w pracy doktorskiej wydaje sie, ze zwiekszenie
ekspresji receptora dla progesteronu w sutkach myszy CD73 KO miato kluczowe znacznie
(tkanka stata sie bardziej wrazliwa na poziom progesteronu). Czy zwiekszajacy sie poziom
receptora progesteronu u zwierzat CD73 KO mdgtby odpowiadac za przyspieszenie progresji
choroby nowotworowej? Gdyby tak byto, to niezwykle ciekawe bytoby sprawdzenie, czy
wigczenie terapii hamujgcej sygnalizacje zalezng od receptora progesteronu zahamowatoby
przyspieszenie progresji raka piersi u zwierzat CD73 KO. Tym bardziej, ze terapia przeciw-
progesteronowa jest stosowana w leczeniu raka piersi a, jak pisze Doktorant, wyniki badan
klinicznych w zakresie wptywu zahamowania biatka CD73 na progresje chordb
nowotworowych (w tym raka piersi) sg ponizej oczekiwan badaczy: ,the clinical efficacy of
anti-CD73 agents applied as monotherapy has been lower than expected from preclinical
research.”

3. Wyiszy poziom CD73 w wielu typach nowotwordw koreluje ze ztym rokowaniem dla
pacjentéow. Ale w przypadku raka piersi ta zalezno$¢ nie jest jednoznaczna (doi:
10.3390/ijms241411759). Czy, po wykonaniu wszystkich analiz zamieszczonych w pracy
doktorskiej, zadaniem Doktoranta CD73 jest dobrym celem terapeutycznym w leczeniu raka
piersi? W swoich badaniach Doktorant wykazat, ze brak ekspresji biatka CD73 w pdzniejszym
etapie progresji raka piersi przyspiesza progresje choroby. Jakie markery nowotworowe raka
piersi (np. potrdjnie negatywny guz, brak/obecnos¢ przerzutéw, inne?) wskazywatyby na
mozliwo$é zastosowania terapii anty-CD37 w toku progresji raka piersi bez ryzyka
przyspieszenia progresji choroby?

4. W pracy zaproponowano wtaczenie biatka CD73 do panelu markeréw prognostycznych
raka piersi. Jakie, na podstawie uzyskanych wynikdéw, znaczenie prognostyczne mégtby mieé
niski lub wysoki poziom biatka CD73 w przypadku réznych podtypdw raka piersi?

5. Drobne uwagi edytorskie: Material and Methods, powinno by¢ Materials and Methods; Il-
186, 1I-16, powinno raczej by¢ IL-16, IL-6; mycoplasma , powinno by¢ Mycoplasma; skrocenie
zdan (np. liczgcego 6 wersdw zdania: ,,High CD73 expression on the protein level was shown
to correlate with (1) presence of distant or lymph node metastases independently of the main
clinical biomarkers of BC, the expression of hormone receptors for estrogen and progesterone,
and amplification/overexpression of human epidermal growth factor receptor 2 [25], (2)
decreased OS in TNBC [27], (3) positive PR status, higher T-stage, and LN metastasis, but no
change in OS [28], (4) longer OS in stage I-lll patients, independent of other biomarkers,
including hormonal status, LN status, tumor size or its grade [26].”);

6. Niektore figury majg zbyt maty rozmiar, co znacznie utrudnia ich interpretacje np. figura
1H w pracy: ,Knock-out of CD73 delays the onset of HR-negative breast cancer by
reprogramming lipid metabolism and is associated with increased tumor mutational burden”,
czy figura 4 na stronie 44.

Jesli chodzi o dorobek naukowy doktoranta, ma on charakter wyrdzniajacy. Podczas studiéw
doktoranckich, Pan mgr inz. Pawet Kamil Serafin przedstawit otrzymane przez siebie wyniki
podczas szesciu prezentacji posterowych i dwdch prezentacji ustnych, jak réowniez byt
wspotautorem dwoéch prezentacji ustnych przedstawianych przez innych badaczy na
krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych. W trakcie realizacji studiow
doktoranckich, Pan mgr inz. Pawet Kamil Serafin uczestniczyt takie w 9 projektach
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naukowych. W szczegdlnosci, petnit funkcje gtdwnego badacza w projekcie finansowanym
przez NCN pt. "The role of CD73 (ecto-5'-nucleotidase) in the process of breast cancer
promotion and progression and its assessment as a therapeutic target", byt liderem czterech
projektéw finasowanych przez Gdanski Uniwersytet Medyczny (GUM), oraz byt
wspotwykonawcg w czterech projektach finansowanych przez GUM i NCN. Czes$¢ uzyskanych
przez Doktoranta wynikow zostata juz opublikowana w w/w pracy ,Knock-out of CD73 delays
the onset of HR-negative breast cancer by reprogramming lipid metabolism and is associated
with increased tumor mutational burden”, ktérej Pan mgr inz. Pawet Kamil Serafin jest
pierwszym autorem. Ponadto, Doktorant jest rdwniez wspdétautorem pracy
eksperymentalnej ,4-Pyridone-3-carboxamide-1-8-D-ribonucleoside  (4PYR)-A  Novel
Oncometabolite Modulating Cancer-Endothelial Interactions in Breast Cancer Metastasis”
opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences, (IF=5.6; MNiSW=140, Q1,
2022).

Podsumowujac, w swojej pracy doktorskiej Pan mgr inz. Pawet Kamil Serafin dokonat
kompleksowej charakterystyki roli biatka CD73 na etapie inicjacji i progresji raka piersi z
wykorzystaniem mysiego modelu z wyciszong ekspresjg biatka CD73, w ktorym rozwdj
choroby zostat wywotany przez podanie syntetycznego analogu progesteronu, oraz czterech
dawek substancji karcenogennej. Na etapie inicjacji choroby, brak biatka CD73 opdznit
pojawienie sie guzéw o charakterze HR/PR- (czyli nie wykazujgcych ekspresji receptora dla
progesteronu), co byto zwigzane ze zmianami w metabolizmie lipidow, oraz zwiekszeniem
ilosci mutacji w obszarze guza. Na etapie progresji choroby, brak biatka CD73 spowodowat
skrécenie czasu przezycia, zwigzane z wiekszym zaburzeniem metabolizmu lipidow,
zahamowaniem réznicowania komodrek ttuszczowych, oraz nasileniem nielitycznej formy
pyroptozy komérek mikrosrodowiska guza, co zmniejszato prawdopodobienistwo efektywnej
odpowiedzi uktadu immunologicznego na obecno$¢ komérek nowotworowych. Te
niekorzystne zmiany przyczynity sie do przyspieszenia progresji raka piersi u zwierzat CD73
KO, ale dotyczyly guzéw wykazujacych ekspresje dla receptora progesteronu. Wyniki
uzyskane w w/w modelu byty weryfikowane z danymi uzyskanymi od pacjentéw, oraz in vitro
w hodowlach komérkowych linii komdérek nowotworowych.

Po zapoznaniu sie z trescig rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Pawta Kamila Serafina
uwazam, ze spetnia ona warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.). W zwigzku z powyzszym,
wnioskuje o dopuszczenie Pana mgr inz. Pawta Kamila Serafina do dalszych etapdéw
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Biorgc p/u ilos¢ uzyskanych wynikdw,
wielos$¢ zastosowanych metod i duze znaczenie uzyskanych wynikéw, oraz uwzgledniajac
znaczace osiggniecia naukowe Doktoranta, sktadam wniosek do Rady Nauk Medycznych o
wyrdznienie pracy doktorskiej Pana mgr inz. Pawta Kamila Serafina.

dr hab. Marta Smeda

Elektronicznie
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