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Ogolna charakterystyka pracy doktorskiej

Rozprawa doktorska mgr Anny Muchlinskiej przygotowana zostata pod kierownictwem
prof. dr hab. Anny Zaczek w Zakladzie Onkologii Translacyjnej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego i Uniwersytetu Gdanskiego. Opracowanie w jezyku polskim liczy 94 strony i sktada
si¢ Z 11 rozdziatow, tj. ,,Streszczenia” w jezyku polskim i angielskim, ,,Wykazu skrotow”,
,»Wstepu”, ,,Celow pracy”, ,,Materiatlow”, ,,Metod”, ,,Wynikow”, ,,Dyskusji”, ,,Podsumowania”
oraz ,Literatury”. Jest to uktad zgodny z wymogami stawianymi tego rodzaju pracom i nie budzi
zastrzezen. Ponadto, Doktorantka wzbogacita rozprawe 20 rycinami oraz 15 tabelami. Sg one
czytelne i dobrze obrazuja uzyskane wyniki. W pracy nie pojawia si¢ jednak spis rycin i tabel.
,Literatura” zawiera 134 pozycje, w tym 48 publikacji z ostatnich 5 lat, oraz autorstwa
naukowcow o duzej rozpoznawalnosci w obszarze tematyki poruszanej w niniejszej pracy
doktorskiej. Pozycje cytowane sg w kolejnosci pojawiania si¢ w tekScie i adekwatnie do
zawartych w nim informacji. Moja uwage zwroécity drobne cho¢ nagminne bledy edytorskie,

polegajace na wielokrotnych spacjach lub braku spacji miedzy wyrazami.

Ocena merytoryczna pracy

Rak piersi u kobiet stanowi okoto 20% wszystkich zachorowan na nowotwory ztosliwe
w Polsce. Pomimo nieustannego rozwoju narzedzi diagnostycznych oraz postepu medycyny,
w tym wprowadzania innowacyjnych terapii oraz rosngcej jakosci opieki nad pacjentami
onkologicznymi, rak piersi nadal przoduje pod wzgledem zachorowalnosci wéréd nowotworow,
skracajac zycie i niosaC cierpienie kobietom w kazdej grupie wiekowej. Wczesna diagnostyka
1 trafne leczenie sg kluczem do poprawy rokowania u pacjentow.

Nowotwor pozostaje w nieustannej interakcji z prawidlowymi komorkami organizmu.
Rozwdj nowotworu wigze si¢ zazwyczaj ze ztamaniem nadzoru immunologicznego przez liczne
mechanizmy miejscowe, sprzyjajac jego progresji. Odbywa si¢ to glownie na drodze
przyciggania do mikrosrodowiska guza komorek o dziataniu immunosupresyjnym, obnizenia
ekspresji czasteczek prezentujacych antygeny i uposledzenia funkcji komoérek prezentujacych
antygeny, czy wydzielania czynnikéw immunosupresyjnych takich jak cytokiny, chemokiny lub
enzymy. Istotnym czynnikiem jest tez interakcja z elementami macierzy pozakomorkowej, w tym

fibroblastami zwigzanymi z nowotworem (ang. Cancer Associated Fibroblasts; CAFsS)



0 dualnym wplywie na nowotwor. Dokladne poznanie mechanizméw zwigzanych z ucieczkg
nowotworu spod nadzoru immunologicznego bytoby kluczem do stworzenia skutecznej terapii
przeciwnowotworowej.

Rozpoznanie choroby i monitorowanie leczenia oparte na tradycyjnej inwazyjnej biopsji
tkankowej jest obarczone szeregiem bi¢dow. Obiecujagcym rozwigzaniem wydaje si¢ byc
wykrywanie i charakterystyka elementow ,,ptynnej biopsji”, do ktérych naleza m.in. krazace
komorki nowotworowe (ang. Circulating Tumor Cells; CTCs) i krazace fibroblasty zwigzane
z nowotworem (ang. Circulating Cancer Associated Fibroblasts; cCAFs). Na przestrzeni
ostatnich dekad szczeg6lna uwaga badaczy poswigcona byta CTCs, ktore uwazane sa za gldwna
przyczyne rozsiewu nowotworowego. cCAFs powigzano z kolei z promowaniem niszy do
utworzenia przerzutu. Wnikliwa ocena liczebnosci i charakterystyka tak heterogennych populacji
komoérek jest ogromnym wyzwaniem ale niesie ze soba duza warto$¢ diagnostyczng
1 predykcyjna.

Doktorantka w swojej pracy podjeta si¢ okreslenia znaczenia biologicznego i klinicznego
fibroblastoéw zwigzanych z nowotworem oraz krazacych fibroblastow w progresji raka piersi.
W odniesieniu do powyzszych informacji uwazam tematyke badan podjeta przez Panig Magister
za niezwykle aktualng i istotng, 0 realnym potencjale do wykorzystania w praktyce klinicznej.

We ,,Wstepie” Doktorantka charakteryzuje raka piersi wraz z jego typami molekularnymi,
zaznajamia czytelnika z terminem mikrosrodowisko guza oraz jego sktadowymi, tj. fibroblastami
zwigzanymi z nowotworem, krazgcymi komorkami nowotworowymi i krazacymi fibroblastami
zwigzanymi z nowotworem oraz metodami detekcji obu heterogennych populacji komorek. Opis,
cho¢ zwiegzly, podparty jest solidnymi pozycjami literaturowymi i uwazam go za wyczerpujacy.

W ,.Celach pracy” Doktorantka w sposob jasny formuluje glowne i ambitne zatozenie
pracy, czyli zbadanie i zrozumienie wptywu fibroblastow w guzie pierwotnym oraz we krwi
chorych na raka piersi na biologiczne procesy zachodzace w guzie, takie jak wzrost, zdolnos¢
rozsiewu czy fenotyp komorek nowotworowych oraz ich klinicznego znaczenia, czyli wptywu na
przezycie czy odpowiedz na leczenie. Cel gléwny ze wzgledu na swojg ztozonos¢
doprecyzowany jest 4 celami szczegdtowymi.

W rozdziale ,Materialy” zostaly szczegétowo wymienione i Scharakteryzowane

zastosowane linie komorkowe, uzyte odczynniki, sprzet laboratoryjny oraz kompatybilne



oprogramowanie niezb¢dne do prowadzenia oznaczen i analiz. To co budzi moje watpliwosci to
brak wzmianki o materiale biologicznym pozyskanym od pacjentek.

Szczegotowa charakterystyka badanej grupy chorych oraz pobranego od nich materiatu
znajduje si¢ w kolejnym rozdziale zatytutowanym ,,Metody”. W moim odczuciu jednak powinna
si¢ ona znalez¢ w rozdziale poprzednim. Kolejno, w niniejszym rozdziale Doktorantka z detalami
opisuje wszystkie zastosowane metody badawcze, tj. oznaczenie poziomu biatek w tkankach
metoda immunohistochemicznag, izolacj¢ fibroblastow zwigzanych z nowotworem, hodowle
komorkowe, charakterystyke CAFs, wzrost kolonii komorkowych w hodowli 3D, analiz¢ danych
NanoString, zbieranie krwi chorych i izolacjg PBMC, barwienie immunofluorescencyjne w celu
wykrycia ¢cCAFs i CTCs, analizy za pomoca cytometru przeplywowego z funkcja obrazowania
oraz uzyte analizy statystyczne. Juz sama liczba zastosowanych metod badawczych robi wrazenie
i Cczyni badanie kompleksowym. Uwazam, ze Doktorantka wykazata si¢ duza wiedza
i dojrzatoscig naukowa wybierajac trafnie odpowiednie narz¢dzia badawcze. Czgs¢ oznaczen
realizowana byla we wspotpracy naukowej ze specjalistami w danej dziedzinie ale nie umniejsza
to warto$ci przedstawionych badan, wrecz przeciwnie pokazuje, ze Doktorantka posiada cenne
umiejetnosci pracy w zespole. Ponadto, wszystkie wspolpracujace osoby zostaly ujete jako
wspotautorzy publikacji naukowych Doktorantki.

W przebiegu pracy badawczej uzyskano znaczng ilo$¢ wynikow. Co najwazniejsze, te
istotne statystycznie ukladajg si¢ w logiczng catos¢. Scharakteryzowano 2 populacje CAFs,
0-SMAM" oraz o-SMA®Y, oraz zidentyfikowano podwyzszong ekspresje genéw zwigzanych
z indukcjg proliferacji, EMT czy angiogenezy w tych pierwszych. Zarowno w liniach
pierwotnych CAFs a-SMAM oraz prébkach klinicznych zaobserwowano zwickszong ekspresje
genu osteopontyny oraz zwiekszona sekrecje tego biatka w hodowlach CAFs a-SMAMY". Na
poziomie badan in vitro wykazano, ze media kondycjonowane znad hodowli CAFs a-SMAN
stymulowaty wzrost komorek linii nowotworowych a proces ten byt hamowany przez dodatek
przeciwcial neutralizujacych osteopontyne. Ponadto, analiza przezycia wykazata, ze w grupie
chorych z luminalnym rakiem piersi A i B pacjentki CAFs a-SMAMI" charakteryzowaty sie
gorszym rokowaniem w stosunku do pacjentek a-SMA®Y, co sugeruje, ze CAFs a-SMAM" moga
by¢ zwiazane z bardziej agresywnym fenotypem komorek raka piersi, a wydzielanie

osteopontyny przez te komorki moze by¢ jednym z mechanizméw wyjasniajacych to zjawisko.



Ponadto, opracowano metode stuzacg do jednoczesnej detekcji cCAFs i roznych fenotypow
CTCs z zastosowaniem cytometru przeptywowego z funkcja obrazowania. Z zastosowaniem tej
techniki wykazano, ze cCAFs wystepuja czesciej z CTCs, szczegolnie z ich epitelialnymi lub
negatywnymi subpopulacjami, a ich obecno$¢ koreluje z zaawansowang formg choroby.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaty poruszone w ,.Dyskusji” pracy. Jest ona napisana
W sposob typowy dla dysertacji, analizujagc kolejno uzyskane wyniki w $wietle prac innych
autorow. Wywod prowadzony jest w sposob logiczny, z wywazong oceng badan wiasnych.
Odnosze jednak wrazenie, ze przy tak duzej licznie uzyskanych, cieckawych wynikéw mozna bylto
pokusi¢ sie o nawet doglebniejsza dyskusj¢. Zdaj¢ sobie jednak sprawe, ze nie jest to tatwe
w przypadku prac o charakterze nowatorskim, kiedy trudno bezposrednio odnies¢ wyniki badan
wlasnych do badan innych autoréw ze wzgledu na réznice metodologiczne czy grup badanych.

Uwazam ze mgr Anna Muchlinska jest dojrzalym naukowcem o duzej wiedzy teoretycznej
z zakresu prowadzonych badan, ze zdolno$cig planowania badan i trafnego doboru narzedzi
badawczych oraz praktycznych umiejetnosciach laboratoryjnych. Praca opublikowana w Cellular
& Molecular Oncology Letters z IF 8,712 pozostawia niedosyt, ze nie udato zlozy¢ si¢ pracy
w formie cyklu publikacji ale mam nadziej¢, ze Autorka bedzie kontynuowata swoje badania na
wigkszej grupie badanej, co pozwoli na uzyskanie kolejnych warto$ciowych danych i ich
publikacj¢ w rownie renomowanych czasopismach. Pod rozwage poddaj¢ izolacje komorek
cCAFs oraz CTCs przy pomocy sortera rzadkich komorek, umozliwiajaca analizy genetyczne na
poziomie pojedynczej komorki jako metode komplementarng do sekwencjonowania wykonanego
na pierwotnych liniach komorkowych i cytometrii przeptywowej z funkcja obrazowania.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Anny Muchlinskiej pt. ,,Znaczenie biologiczne
1 kliniczne fibroblastow zwigzanych z nowotworem oraz krazacych fibroblastow w progresji raka
piersi” stanowi dobrze opracowang dysertacje 1 spetnia w mojej ocenie kryteria stawiane
rozprawom na stopien doktora nauk medycznych. Na tej podstawie przedstawiam Radzie Nauk
Medycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o dopuszczenie mgr Anny
Muchlinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, kierujac si¢ szerokim

spektrum przeprowadzonych prac i ich nowatorskim charakterem wnosz¢ o wyrdznienie pracy.
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