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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Artura Anisiewicza pt.: ,Regulacja mikrosrodowiska guza przez
kalcytriol i jego analogi w procesie przerzutowania mysiego raka gruczotu sutkowego”

Rak gruczotu piersiowego pomimo wcigz nowych i doskonalszych metod
diagnostycznych, a takze terapeutycznych jest w dalszym ciagu jednym z najgrozniejszych
nowotworow ztosliwych u kobiet, zaréwno na $wiecie jak réwniez w Polsce. Pod wzgledem
umieralno$ci' zajmuje drugie miejsce po raku ptuc, ktéry do niedawna w statystykach
plasowat si¢ wtasnie na tej pozycji. Postep w réznych dziedzinach nauk medycznych oraz
biologicznych (szczegélnie w zakresie biologii molekularnej), spowodowat diametralnie inne
podejscie do tej choroby niz jeszcze przed kilkoma czy kilkkunastoma laty. Zaawansowane
badania genetyczne, biochemiczne, a takze morfologiczne, wykorzystujgce wyrafinowane
metody badawcze, pozwolity na lepsze zrozumienie biologii komoérek nowotwqrowych.
Stworzono nowg klasyfikacje raka gruczotu piersiowego, oparta na cechach molekularnych,
m.in. takich jak: status receptorowy (ER, PgR, HER-2) oraz bioracg pod uwage ekspresje
charakterystycznych biatek w komoérkach nowotworu tego narzadu. Pozwolito to na
wdrozenie do postepowania terapeutycznego nowych $rodkéw leczniczych, ktérych
dziatalnie jest oparte m.in. na ekspresji ww. biatek (np. tamoxifen, herceptyna i in.). Jednak
pomi[mo tak znacznego postepu w badaniach i terapii gruczotu piersiowego, nie mozna
powiedzie¢, ze ,walka zostata wygrana”. W dalszym ciggu odnotowuje sie wzrost
zachorowan, co bezposérednio koreluje ze wzrostem umieralnoéci.

W zwigzku z powyzszym nieustajace dazenia, majgce na celu osiggniecie sukcesu
w leczeniu raka gruczotu piersiowego, zwrécity uwage na role tzw. podscieliska guza
nowotworowego w biologii tego raka. Podscielisko to, zwane takze ,mikroérodowiskiem
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guza”, wg ostatnich doniesien, moze petni¢ kluczowa role w progres;ji nie tylko raka gruczotu
piersiowego, ale takze innych nowotworéw ztosliwych, na czele z rakiem ptuc czy jelita
grubego. Elementy podscieliska, na ktére sktadajg sie m.in. naczynia krwiono$ne
i limfatyczne, komoérki nacieku zapalnego czy wreszcie, byé moze kluczowe - fibroblasty
towarzyszace guzom (CAF), warunkuja procesy inwazji, przerzutowania, a co za tym idzie —
progresji procesu howotworowego.

Majac na uwadze powyzej przytoczone informacje, wg mojej oceny wybér tematu
pracy doktorskiej jest jak najbardziej aktualny i w petni wpisuje sie w trend nowoczesnych
badan naukowych z zakresu szeroko pojetej onkologii eksperymentalnej, ktorych
przedmiotem jest rak gruczotu piersiowego.

Przechodzac do oceny i skomentowania poszczegdlnych czesci pracy doktorskiej
stwierdzam, Ze jest ona napisana w sposéb przystepny, co umozliwia jej dogtebng analize
oraz recenzje.

Wstep monografii stanowi zasadniczg cze$¢ opracowania i na prawie 50-ciu stronach
wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z epidemiologia, transformacjg
nowotworows, biologia, a takze diagnostyka i leczeniem w raku gruczotu piersiowego. Na
wstgpie mojej oceny chciatbym zaznaczyé pewien problem zwigzany z mianownictwem.
Z morfologicznego (i histogenetycznego) punktu widzenia, omawiane w rozprawie
doktorskiej nowotwory wywodzg sie ze struktur gruczotowych, najczesciej przewodowych
lub zrazikowych. W zwigzku z tym zastosowanie okreslenia ,rak gruczotu piersiowego”
wydaje sie hajbardziej adekwatne, chociaz juz w mobno przestarzatym mianownictwie
histologicznym pokutuje okreslenie ,gruczot sutkowy”. Niezbyt dobrym jest réwniez
uzywanie okreslenia ,rak piersi” — najprawdopodobniej, powszechnie stosowane z uwagi na
nazewnictwo w j. angielskim, czyli ,breast cancer”. Osobiécie, moge mie¢ tylko nadzieje, ze
w nowym, przygotowywanym mianownictwie histologicznym okreslenie ,rak gruczotu
piersiowego” znajdzie uznanie.

Jak juz zostalo wspomniane, wstep recenzowanej pracy doktorskiej jest
wyczerpujgcy merytorycznie, lecz chciatbym zwréci¢ uwage na klika niescistosci jakie sie
W nim znalazly:

- na str. 19 juz w pierwszym zdaniu doktorant przytacza stwierdzenie, w ktérym postuluje,
ze z<a cato$¢ procesu transformacji i progresji nowotworowej odpowiedzialny jest ukfad
immunologiczny. Mysle, ze lepiej napisa¢ po prostu ,miedzy innymi uktad immunologiczny”
- str. 22: powinno by¢: przerzuty do lokalnych weztéw chtonnych”, a nie ich naciekanie.
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- str. 27: lepiej napisaé — ,na podstawie obrazu histologicznego oraz ekspansji komoérek

nowotworowych”, a nie ,zréznicowania histologicznego”, ktére jest czym$' innym

morfologicznie

- takze na tej samej stronie: zrazikowy rak przedinwazyjny (LCIS) nie jest rozpoznawany na

podstawie badania mammograficznego lecz histopatologicznego

- na str. 34 warto wspomnieé, ze w raku gruczotu piersiowego, w pierwszym etapie progres;ji

nowotworowej dochodzi do przerzutéw do weztdw chionnych drogg naczyn limfatycznych,

a nie naczyn krwiono$nych

- str. 35: ,Celem migrujgcych komérek nowotworowych sg najblizsze naczynia limfatyczne

i/lub krwiono$ne”

- str. 43: obecnoéé fibroblastéw towarzyszacych guzom (CAF) stwierdza sie nie w nacieku

leukocytarnym lecz w podscielisku otaczajgcym komorki nowotworowe

- na str. 50 ,Wstepu” doktorant wymienia markery pozwalajace identyfikowaé fibroblasty

towarzyszgce guzom (CAF). Jak do tej pory najlepszym ich markerem jest podoplanina, co

warto podkresli¢! Tym bardziej, ze publikacja naszego zespotu (Histopathology — Pula B. et

al., 2011), réwniez pokazuje dodatnig korelacje jej ekspresji z progresjg przewodowych

rakéw gruczotu piersiowego (IDC)

- str. 51 — skoérna biosynteza zapewnia ok. 90% catkowitego jej stezenia w organizmie a nie

,dostarcza”. Takze na tej stronie powinno by¢: 7 —dehydrocholesterol

- str. 59: wg recenzenta doktorantowi chodzito raczej o odcinki przewodéw gruczotu

piersiowego, a nie o przewdd piersiowy, ktory jest odmienng strukturg anatomiczna.
Kolejnym ocenianym rozdziatem pracy doktorskiej jest czes¢ zatytutowana ,Materiaty

i Metody”. Roéwniez w przypadku tego fragmentu monografii stwierdzam, ze jest napisany

szczegétowo i wyczerpujgco, co zaswiadcza o dobrym przygotowaniu doktoranta do pracy

laboratoryjnej. Jednoczeénie, chciatbym wskazaé na pewne niescistosci jakie pojawity sie w

manuskrypcie:

- str. 85 w tabeli 12: przeciwciata przeciw jakiemu VEGF byty stosowane?

- na str. 86 opisane sg badania z wykorzystaniem metody immunohistochemicznej — uwagi:

a) metoda immunohistochemiczna (IHC) (jak sama nazwa wskazuje) nie jest barwieniem,

lecz reakcja barwna w wyniku wizualizacji procesu potgczenia sie antygenu ze

spec(yficznym przeciwciatem

b) aktyna miesni gtadkich (aSMA) nie jest markerem komorek $rédbionka naczyniowego
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c) analizujgc zatgczone fotografie obrazéw mikroskopowych reakcji IHC mysle, ze do ich
wizualizacji stosowano zestawy odczynnikéw wykorzystujgcych diaminobenzydyne (DAB),
co jest dos¢ istotne w tej metodyce

d) réwniez nieprofesjonalnym jest okreslenie ,$wiecenie” w subiektywnej ocenie nasilenia
reakcji IHC

- str. 87 — bardzo subiektywna ocena pola powierzchni depozytéw kolagenowych, pomimo
dysponowania komputerowg analizg obrazu (?)

Ponédto w catym rozdziale dotyczagcym metodyki badan brak informacji, jakie przeciwciata
byly stosowane do poszczegélnych metod — IHC, WB? Czy byly to przeciwciata
monoklonalne, czy poliklonalne? Od jakiego zwierzecia pochodzity (mysie, krélicze itp.?).
Jest to o tyle istotne, Zze dobér nieodpowiedniego przeciwciata moze rzutowaé na jako$¢ i
wiarygodno$¢ reakcji IHC!

Rozdziat ,\Wyniki” zawiera zestawienie wraz z oméwieniem uzyskanych rezultatow
podczas prowadzonych badan in vivo oraz in vitro. Jest napisany w przystepny sposéb,
a liczne barwne wykresy utatwiajg analize otrzymanych wynikéw. Jednakze, réwniez i do te;
czesci pracy doktorskiej mam kilka uwag:

- na stronie 93 i 120 sg zamieszczone fotografie obrazéw mikroskopowych uzyskanych
metodg histochemiczng oraz immunohistochemiczng (IHC). Sg one bardzo matych
rozmiaréw, co uniemozliwia ich interpretacje. Ma to szczegélne znaczenie w przypadku
reakcji IHC, gdzie trudno powiedzie¢ tak naprawde, jakie struktury i komorki wykazuja
ekspresje poszczegéinych antygendw (biatek)?

- str. 109 — brak w zatgczonych tabelach charakterystyki przeciwciat uzytych w metodzie
WB

- str. 117: nie bardzo rozumiem jakie znaczenie miata ocena biony $rodkowej i przydanki
aorty w analizie aktywacji $rodbtonka, jezeli jest on elementem btony wewnetrzne;.
Dodatkowo, karkotomna wydaje sie ocena przebudowy $ciany aorty pod wptywem
stosowanych zwigzkéw, oparta na ,liczbie warstw” komérek? Jakich komérek, skoro aorta
jest tetnicg typu sprezystego, gdzie nad komérkami mieéni gtadkich dominuja widkna
elastyczne (z jakiego odcinka byty pobierane probki $ciany aorty?) Z kolei w przydance
dominuje tkanka tgczna wiasciwa z fibroblastami oraz pojedynczymi miocytami, a takze
widkna kolagenowe, sprezyste oraz naczynia naczyn! Zastosowanie metody IHC tego nie
umozliwia, ponadto co byto celem uwidocznienia w strukturze $ciany aorty?

- strc 118 — wprawdzie czynnik von Willebranda (VWF) oraz endoglina (CD105) znakuje
komorki srédbtonka, ale typowymi markermi sg CD31 i CD34, ktérych nie badano?
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Poza tym, dléczego oceniano vasa vasorum (naczynia naczyn) w przydance aorty, skoro
wydawalto si¢, ze analizie ma podlega¢ $rédbtonek btony wewnetrznej? Nie wiem réwniez
jaki cel miata ocena ekspresji aSMA w bionie srodkowej w aspekcie aktywacji komérek
$rédbtonka naczyniowego?

Na koniec oceny rozdziatu zawierajacego wyniki przeprowadzonych eksperymentow,
chciatbym sie odnie$¢ do jeszcze jednego aspektu. Mianowicie, prawidiowe mysie
fibroblasty BALB/3T3 nie moga byé¢ odzwierciedleniem komoérek podscieliska guza
nowotworowego — CAF (fibroblasty towarzyszace guzom). Sg to catkiem odmienne komorki,
najprawdopodobniej zaréwno pod wzgledem histogenezy jak réwniez morfologii oraz
biologii. Stad trudno wycigga¢é wnioski na podstawie uzyskanych wynikéw w powyzszym
modelu komérkowym, w kontekscie typowego mikro$rodowiska guza (podscieliska).

W rozdziale ,Podsumowanie Wynikéw” doktorant w trafny spos6b przedstawia
uzyskane rezultaty swoich eksperymentéw, co niewatpliwie podnosi warto$¢ rozprawy
doktorskiej. Do tej czesci mam réwniez niewielkie uwagi, ktére w zasadzie dotyczg punktu 5
i 6. Wg mojej oceny petniejszego komentarza oraz gtebszej analizy wymaga brak korelac;ji
wzrostu perfuzji obszaru guza nowotworowego z ekspresjg naczyniowo-$rodbtonkowego
czynnika wzrostu (VEGF-A), bedacego gtéwnym stymulatorem angiogenezy (takze
nowotworowej). Nie zgadzam sie takze z punktem 6, w ktérym doktorant stwierdza, ze
w trakcie progresji guza wykazano wzrost aktywacji $rodbtonka aorty, objawiajacej sie
ekspresjg CD105 oraz przebudowa btony srodkowej i przydanki. Jakie znaczenie miatyby
miec te dwie ostatnie struktury w aktywacji $srodbtonka?

- Zwienczeniem przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej jest ,Dyskusja” oraz
~Wnioski”. Doktorant w tych dwoéch rozdziatach wykazat sie duzg dojrzatoscig pod
wzgledem otrzymanych rezultatéw. Krytycznie ocenia swoje osiggniecia, powotujgc sie na
wyniki innych autoréw prowadzacych badania w podobnej tematyce. Jednakze
wczeshiejsze moje uwagi rzutujg w pewnym sensie zaréwno na dyskusje jak réwniez na
przygotowane w pracy wnioski. Kwestia dysproporcji nasilenia perfuzji guza w stosunku do
ekspresji VEGF-A, rola depozytéw kolagenu w progresji nowotworu, czy badania aktywagji
érodbtonka, wymagajg giebokiej analizy, a nawet poszerzenia eksperymentu
z wykorzystaniem bardziej wyrafinowanej metodyki. Takze rola komoérek CAF
w zaplanowanych badaniach z mozliwos$cia np. uzyskania ich z guza metodg mikrodysekcii
laserowej, powinna by¢ szerzej zbadana. '

We whnioskach bylbym bardziej ostrozny i tak w pierwszym raczej: ,Kalcytriol i jego

analogi mogg wzmagaé¢ proprzerzutowy potencjat ...” Whnioski nr 5 i 6 w $wietle
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wczesniejszych moich komentarzy powinny byé zweryfikowane. Whiosek nr 7 wprawdzie
dotyczy przeprowadzonych eksperymentéw, ale wg mojej oceny nie dotyczy tematu pracy
doktorskiej.

Podsumowujac, pomimo licznych uwag do przedstawionej mi do recenzji pracy
doktorskiej uwazam, ze stanowi ona znaczne dokonanie, ktére moze przyczyni¢ sie do
lepszego zrozumienia dziatania kalcytriolu oraz jego pochodnych zaréwno na biologie
komoérek nowotworowych jak réwniez w pewnym sensie komoérek podscieliska guza.
Doktorant w prezentowanej monografii wykazat sie duzg dojrzato$cig badawcza, stosujac
liczne techniki w zaplanowanych eksperymentach. Nie budzi réwniez zastrzezen
,poruszanie” sie¢ w tematyce analizowanego zagadnienia. Aktualne i bogate pi$miennictwo
zostato nalezycie zastosowane oraz ujete w pracy doktorskiej.

Majgac na uwadze catoksztatt osiggnie¢ doktoranta, oryginalno$é a takze nowatorski
charakter badarh wysoko oceniam recenzowang prace, ktéra spetnia warunki okreslone
w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. (z pézniejszymi zmianami), dotyczgcej nadawania
stopni naukowych i tytutu naukowego oraz stopni i tytutu w zakresie sztuki. Whnioskuje
zatem do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o przeprowadzenie dalszych
etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora nauk biologicznych.

Ponadto, prosze Wysokg Rade Naukowa Instytutu Immunologii i * Terapii

Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu o wyréznienie rozprawy doktorskiej.

Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu
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