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Recenzja

rozprawy na stopien doktora nauk medycznych lek. Wojciecha Kuncmana
pt. ,Badania heterogennosci ognisk pierwotnych i synchronicznych przerzutéw w raku piersi”
(praca wykonana w Zaktadzie Patologii Katedry Onkologii Uniwersytetu Medycznego w todzi
pod kierunkiem dr hab. n. med. Katarzyny Taran)

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana lek. Wojciecha Kuncmana
nalezy do prac z zakresu medycyny i dotyczy niezwykle istotnego oraz aktualnego, zaréwno
w aspekcie klinicznym, jak i spotecznym, problemu jakim 53 howotwory piersi, w kontekscie
efektywnego rozwoju diagnostyki i terapii onkologicznej, zwtaszcza tej ukierunkowanej na
molekularny  profil  indywidualnego  pacjenta.  Autor podjat sie  oznaczenia
immunohistochemicznej ekspresji biatek o uznanej (ER, PR, Ki-67, HER2) oraz potencjalnej
(BCL2, cyklina D1, E-kadheryna, SLUG i SNAIL, GCDFP-15, PD-L1, PRL-3) wartosci predykcyjnej
i/lub prognostycznej dla pacjentek z rakiem piersi, celem oceny heterogennosci ognisk
pierwotnych i przerzutéw synchronicznych do pachowych weztéw chtonnych oraz
przeprowadzania teoretycznych rozwazan odnosnie mozliwych implikacji klinicznych tych
oznaczen.

W tradycyjnym ujeciu, niejednorodnoéé guzéw piersi powstatych u rdinych
pacjentow (ang. intertumoral heterogeneity) udokumentowana zostata w odniesieniu do ich
histologii, profilu wrazliwosci na leczenie oraz rezultatu postepowania klinicznego.
Nastepnie, dzigki rozwojowi technik wysokoprzepustowych, takich jak sekwencjonowanie
nowej generacji, udafo si¢ ukaza¢ bardziej rzeczywisty zasieg tej heterogennosci, ktéra -
wzgledem ekspresji kluczowych biomarkeréw (ER, PR, HER2, Ki-67) - stata sie podstawg do
molekularnej klasyfikacji nowotworéw piersi, a tym samym dla podejmowania decyzji
odnosnie stosowania terapii celowanej. Sytuacje jeszcze bardziej komplikuje heterogenna
ekspresja tych (i innych) biomarkeréw wewnatrz guza (ang. intratumoral heterogeneity),

ktorej ztozono$¢ oraz implikacje kliniczne zaczeto docenia¢ stosunkowo niedawno. Zaznacza



sig ona rowniez w ogniskach wtérnych w stosunku do guza pierwotnego. W tym ostatnim
przypadku zwraca sie uwage na koniecznoé¢ uwzglednienia lokalizacji zmian oraz ich
synchronicznos¢ lub sekwencyjnoéé, ze wzgledu na fakt, ze nowotwdr zmienia sie w czasie,
jak i w zaleznosci od miejsca przerzutowania. Sugeruje sie, ze ta przestrzenna, jak i czasowa
niejednorodno$¢ wewnatrznowotworowa istnieje w zakresie znacznie przekraczajgcym
powszechne przewidywania, cho¢ w mnogosci doniesien z piémiennictwa zaznaczajg sie tez
liczne kontrowersje, w tym gtosy przeciwne, Tym bardziej uwazam, ze podjecie przez
Doktoranta tej tematyki badawczej jest merytorycznie uzasadnione i jak najbardziej wpisuje
sig w nurt aktualnych, swiatowych badai nad rakiem piersi i towarzyszacych im debat.
Szczegdlnie wysoko oceniam to, ze badane przez Doktoranta biatka obejmujg nie tylko te
0 uznanej wartosci predykcyjnej i/lub prognostycznej dla pacjentéw z rakiem piersi, ale
rowniez inne, znacznie stabiej scharakteryzowane w kontekécie zatozer pracy, ale
rownocze$nie o potwierdzonym zwiazku z fundamentalnymi mechanizmami rozwoju
i progresji choroby nowotworowej, w tym m.in. z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym.

" Rozprawa doktorska lek. Wojciecha Kuncmana przygotowana zostata w formie
przejrzystej, liczacej 135 stron monografii, podzielonej na poszczegélne rozdziaty (ich
numeracja ma charakter dwu, trzy lub czterostopniowy) wedtug schematu powszechnie
przyjetego dla tego typu opracowan, z wyraznym podziatem na dwie zasadnicze czesci:
teoretyczng i empiryczng. Taka struktura dysertacji jest adekwatna do podjetych przez
Doktoranta celéw badawczych i nalezy podkresli¢, ze zachowano w niej wtasciwe proporcje.
Czeé¢ teoretyczng rozprawy otwiera 37 stronicowe Wprowadzenie bedace wnikliwym
i aktualnym opracowaniem przegladowym z zakresu tematyki badawczej. Przedstawiono
w nim kolejno epidemiologie raka piersi oraz jego patomorfologig, ze szczegélnym
uwzglednieniem morfologicznej i molekularnej klasyfikacji oraz oceny zaawansowania
klinicznego. W dalszej kolejnosci scharakteryzowano zjawisko heterogennosci rakéw piersi,
jak réwniez mechanizmy tworzenia przerzutéw, zwtaszcza w odniesieniu do wspomnianego
nowotworu. Ostatni podrozdziat tej czesci pracy poswigcono charakterystyce ocenianych
w niej biatek, dla ktérych Doktorant zaproponowat bardzo trafny podziat na 3 grupy: , biatek
0 przewazajgcej funkcji proliferacyjnej”, ,biatek powigzanych z przejsciem nabtonkowo-
mezenchymalnym” oraz ,innych biatek majacych wptyw na proces przerzutowania i przebieg
choroby nowotworowej, w tym poprzez oddziatywanie z uktadem odpornosciowym”. Ten

umowny podziat nadaje przejrzysto$é nie tylko tej czedci rozprawy, ale réwniez ufatwia
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pdzniejsza analize uzyskanych wynikéw. Wstep teoretyczny dokumentuje niewatpliwie
znaczng wiedzg Doktoranta w przedmiocie rozprawy oraz jego umiejetnosé doboru
informacji naukowych i pi$miennictwa na potrzeby wykazania celowosci podjetych badan.
Sledzenie przedstawianych zagadnier utatwia czytajagcemu 5 tabel i 1 diagram, przy czym ten
ostatni winien by¢ opatrzony numerem/-ami piémiennictwa, na podstawie ktdrego zostat
sporzgdzony. W tej czesci dysertacji napotkatem réwniez inne, drobne uchybienia {czesto
o charakterze edytorskim), ktére jako recenzent mam obowigzek wymienié, lecz chciatbym
podkresli¢, ze nie umniejszajg one mojej pozytywnej oceny tego rozdziatu:

- zgodnie z powszechnie przyjeta nomenklaturg ludzkie geny powinny byé zapisywane
kursywa i wielkimi literami

- pod symbolami m.in.: HER2, EGFR, PDGFR, IGF-1R kryjg sie receptory dla odpowiednich
czynnikéw wzrostu, a nie same czynniki wzrostu

- angielskie nazwy powinny by¢ stosowane tylko wtedy, gdy brak jest polskich
odpowiednikéw (m.in. Tabela 1, claudin-1)

- wielokrotnie pojawia sie nieprawidtowy zapis »E-kadheryyna”

- kilkukrotne ttumaczenie tych samych skrétéw w tekécie (np. EMT, CGH, ASCO)

ZatoZenia i cele pracy przedstawione zostaty w sposéb jasny i bardzo czytelny, a ich
tresc jest zgodna z tematem rozprawy i ciekawa, zaréwno z poznawczego, jak i klinicznego
punktu widzenia. Cele pracy ujeto w nastepujace punkty:

1. Ewaluacja ekspresji wybranych biatek o przewazajgcej funkcji proliferacyjnej (ER, PR,
Ki-67, HER2, BCL-2, cyklina D1), biatek zwigzanych z przejsciem nabtonkowo-
mezenchymalnym (E-kadheryna, SLUG i SNAIL) oraz biatek potencjalnie wptywajgcych
Na proces przerzutowania i przebieg choroby nowotworowej, w tym poprzez
oddziatywanie z uktadem odpornosciowym (GCDFP-15, PD-L1, PRL-3).

2. Ocena heterogennosci ognisk pierwotnych j synchronicznych przerzutéw w raku
piersi,

3. Ukazanie moiliwych zwigzkéw ekspresji poszczegblnych biatek w badanych
lokalizacjach oraz préba wstepnej analizy prawdopodobnie tgczacych je
mechanizmow.,

4. Poszukiwanie potencjalnych implikacji klinicznych ewaluacji immunoekspres;ji
badanych biatek w ogniskach pierwotnych i synchronicznych przerzutach w raku

piersi.



Na potrzeby realizacji celéw pracy, do badan wigczono grupe 67 pacjentek
z pierwotnym rakiem piersi z przerzutami w weztach chtonnych pachowych (zgoda Komisji
Bioetycznej nr RNN/12/16KE). Uzyskany materiat pooperacyjny opracowano wedtug
standardowej procedury diagnostycznej do uzyskania bloczkéw parafinowych, ktére
postuzyly do konstrukeji mikromacierzy tkankowych, wykorzystanych nastepnie do badari
immunohistochemicznych.  Kryteria wykluczenia obejmowaty wspdtistnienie innych
nowotwordw, obecnos¢ przerzutdw odlegtych i sekwencyjnych, mikroraka, mikroprzerzutow
do weztéw chtonnych, rozlegte] martwicy oraz bardzo obfitego nacieku zapalnego w guzie
pierwotnym. Te i inne informacje Doktorant zawart w 8 stronicowym rozdziale Materiaty
i metody, wzbogaconym o 2 tabele i 5 fotografii. Opis przeprowadzonych procedur jest jasny
i dos¢ wyczerpujacy, cho¢ tym czego mi zabraklo jest charakterystyka kliniczno-
patomorfologiczna grupy badanej oraz okreslenie reprezentatywnosci proby na
skonstruowanych mikromacierzach. Wiadomo bowiem, ze heterogenno$¢ ocenianych tkanek
wzgledem roinych markeréw biatkowych jest pewnym ograniczeniem stosowania
mikromacierzy tkankowych, stad warto kazdorazowo zaznaczaé liczbe ocenianych rdzeni
tkankowych pojedynczej préby, ktéra oczywiscie moze wynosi¢ 1, choé niewatpliwie analiza
2 lub wigcej histiospotéw zwieksza wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw. Rozdziat konczy sie
wymienieniem prawidfowo dobranych metod statystycznych.

Analize uzyskanych odczyndw immunohistochemicznych przedstawiono w rozdziale
Wyniki w postaci jasnych i zwieztych opiséw, 6 tabel i 7 reprezentatywnych fotografii, jak
rowniez graficznie, za posrednictwem 15 diagramdw, przy czym dokumentacja fotograficzna,
w moim odczuciu, mogtaby by¢ nieco bogatsza. Oceny immunoekspresji ER, PR, Ki-67, HER2,
BCL2, E-kadheryny, SLUG i SNAIL, GCDFP-15, PD-L1 oraz PRL-3 w guzie pierwotnym
i synchronicznych przerzutach do weztéw chtonnych dokonano odpowiednio u 47, 44, 42,49,
42, 23, 21, 50, 22, 21 pacjentéw. Chciatbym w tym miejscu podkresli¢, ze przeprowadzenie
analizy az tylu biatek wymagato znacznego nakfadu pracy na etapie standaryzacji przeciwciat,
wykonania oznaczeri, a zwfaszcza oceny odczynéw immunohistochemicznych. W toku
przeprowadzonej ewaluacji wykazano istotne statystycznie zaleznosci pomiedzy ekspresja
ER, PR, SLUG i SNAIL oraz E-kadheryny w ogniskach pierwotnych raka piersi
i synchronicznych przerzutach w weztach chtonnych pachowych. Ujawniono ponadto az 20
korelacji pomigdzy badanymi parametrami, w tym 3 w obrebie guzdéw pierwotnych, 11

pomigdzy ogniskami pierwotnymi a wtdrnymi oraz 6 w przerzutach. Niewatpliwym walorem
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tego rozdziatu sq dobrze opracowane podsumowania uzyskanych wynikéw, ktére znacznie
ufatwiajg czytelnikowi ich analize. Atutem pracy jest réwniez ciekawa, dobrze
przeprowadzona 21 stronicowa Dyskusja, w ktérej Doktorant bardzo skrupulatnie odnidst sie
do wynikéw witasnych w kontekscie prawidtowo dobranej literatury przedmiotu. Podobnie
dobrze oceniam przedstawione w pracy Whnioski, ktére znajduja pokrycie w zastosowanej
metodzie badawczej oraz uzyskanych wynikach i odpowiadajg na wyznaczone cele. Osobiscie
jednak potaczytbym wniosek 1 i 3, gdyz ich sens jest whasciwie identyczny, przy czym ten
drugi opatrzony jest tylko dodatkowym komentarzem. W szczegélnodci zgadzam sie
z wnioskowaniem, ze wyniki przeprowadzonej analizy heterogennosci zmian pierwotnych
i wtornych raka piersi moga stanowi¢ argument za potrzeba dalszej personalizacji leczenia
chorych, a ocena przerzutéw synchronicznych w weztach chtonnych pachowych wydaje sie
by¢ cennym uzupetnieniem ewaluacji ogniska pierwotnego.

Bibliografia pracy jest obszerna, liczy az 286 pozycji przedstawiajacych zagadnienia
powigzane tematycznie z rozprawg. Cytowane prace to, poza 1 wyjatkiem, Zrdta wylgcznie
anglojezyczne z okresu 1973-2019, przy czym wiekszo$é z ostatniego dziesieciolecia.
Mnogos¢ dobrze dobranych i aktualnych prac wskazuje na rzetelnoéé i dociekliwoéé
Doktoranta w gromadzeniu i analizowaniu danych ze $wiatowego piémiennictwa. Ta czesc
pracy zostata starannie przygotowana, spotkatem si¢ jedynie z pojedynczym brakiem
podania roku publikacji (w pozycji nr 222) oraz brakiem numeru woluminu i stron (w pozycji
nr 278). Zbedne wydaje mi sie natomiast podawanie daty ukazania publikacji
(dzier/miesigc), tym bardziej, ze nie jest to konsekwentnie i jednolicie stosowane w catym
wykazie pismiennictwa. Sa to jednak tylko drobne uwagi o charakterze edytorskim.

Kolejny rozdziat pracy stanowi Aneks zawierajacy alfabetyczny wykaz skrétéw
i akronimdw wykorzystanych w tekscie, a takze spis tabel, diagraméw i fotografii. Rozprawe
doktorskg koriczy Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, ktére stanowig jej
wartosciowe podsumowanie.

Chciatbym podkredli¢, ze przedtozona mi do recenzji monografia pt. ,Badania
heterogennosci ognisk pierwotnych i synchronicznych przerzutéw w raku piersi” stanowi
oryginalny oraz wartosciowy wkitad w nauki medyczne i ma potencjalnie aplikacyjny
charakter. Przedstawione nieliczne uwagi w zadnym stopniu nie wptywajg na jak najbardziej
pozytywng oceng catej pracy, ktéra spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom

doktorskim. Na tej podstawie sktadam do Rady Naukowej w dyscyplinie nauk medycznych
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Uniwersytetu Medycznego w todzi wniosek o dopuszczenie Pana lek. Wojciecha Kuncmana

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesdnie, biorac pod uwage trafno$é wyboru tematu badan oraz potencjalnie
aplikacyjnych charakter uzyskanych wynikéw wnioskuje do Wysokiej Rady o wyréznienie

Pana lek. Wojciecha Kuncmana stosowng nagroda.




