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Badania nad przezbtonowg glikoproteing o masie czgsteczkowej 185 kD (p185)
posiadajacej aktywno$¢ kinazy tyrozynowej i bedgcej produktem biatkowym genu c-
erb-B2 datuja sie od 30 lat. Lawina badan po gto$nym artykule Akiyama i wsp. z 1986
roku przedstawionym w tygodniku Science skierowana byta gtéwnie na udowodnienie
roli wzmacniania sygnatéw promitogennych w kancerogenezie i progresji nowotworéw
ztodliwych. Naturalnym skutkiem opisania amplifikacji produktu genu c-erb-B2 w
komoérkach réznych nowotworéw, byta pokusa zablokowania jego funkcji, w celu
zahamowania lub obnizenia aktywno$ci mitotycznej komoérek raka. Obiecujgce badania
przedkliniczne i akceptowalna toksyczno$¢ umozliwity wprowadzenie do praktyki
klinicznej pierwszego przeciwciata skierowanego przeciwko ludzkiej domenie receptora
naskérkowego czynnika wzrostu typu 2 (HER2) i poddania go dalszym badaniom oraz
analizom skuteczno$ci w celu doktadnego opisania korzy$ci terapeutycznej zwigzanej ze
stosowaniem takiego typu terapii.

Dane sprzed 6 lat bedace wynikami analizy w ramach projektu ToGA i
przedstawione przez Banga i wsp. (Lancet 2010; 376:687) nie napawaja optymizmem

wskazujac, ze wprowadzenie trastuzumabu do klasycznej chemioterapii u chorych z



nieresekcyjnym rakiem zotgdka wydtuza zycie o 2,7 miesigca. Dalsze badania zostaty
skierowane na precyzyjng identyfikacje chorych, u ktérych mozna uzyska¢ najwieksza
korzy$¢ terapeutyczng oraz poszukiwania nowych czastek o aktywnosci skierowanej
przeciwko biatku HERZ. Obecnie w trakcie badan pozostaja nowe czasteczki:
partuzumab, lapanitib, TDM-1 (przeciwciato skoniugowane z lekiem cytotoksycznym)
oraz afanitib (NCT01522768).

Istnieje gtebokie przekonanie, jednak udokumentowane jedynie cze$ciowo, ze
silna ekspresja biatka HER2 i nadmierna dimeryzacja z innymi cztonkami rodziny HER
jest czynnikiem odpowiedzialnym za niektére sktadniki ztozonych zdarzen
biologicznych w komorkach nowotworowych, wpisujacych sie w ogélny proces
progresji raka. Z tego powodu istotnym zagadnieniem pozostaje ustalenie rodzaju testu
diagnostycznego i jego interpretacja wskazujgca grupe chorych, u ktérych spodziewana
odpowiedz na czasteczki zapobiegajgce dimeryzacji HER2 przyniesie obiektywng
korzy$¢ kliniczng. Przeglad pi$miennictwa wskazuje, Ze zastosowanie badania
immunohistochemicznego i pétiloSciowa ocena ekspresji biatka HER2 moze by¢
traktowana jedynie jako skreening ale posiadajacy znaczng warto$¢ stratyfikacyjng i
dajaca szans¢ do wstepnego wyselekcjonowania kandydatéw do terapii skierowanej
przeciwko glikoproteinie p185. Czgsto$¢ ekspresji HER2Z w komérkach raka zotgdka
waha sie od 4 do 54% przypadkéw i odnosi sie nieodparte wrazenie istnienia
uwarunkowan geograficzno-Srodowiskowych. Majac powyzsze na uwadze nalezy
przedmiot zaplanowanych przez Doktorantke badan przyja¢ z uznaniem, wskazujgc na
aktualno$¢ podjetej tematyki, jej potencjalne znaczenie aplikacyjne i warto$¢ poznawczg

przyczyniajaca sie do gtebszego poznania réznorodnosci rakéw zotadka.

Przedstawiona do oceny monografia stanowi raport z badan Autorki nad
czesto$cig wystepowania silnej i bardzo silnej reakcji immunohistochemicznej w tkance
raka zotgdka uzyskanej na drodze operacyjnego zabiegu resekcyjnego. Podjete analizy
byly ukierunkowane na ustalenie czestosci wystapienia reakcji immunohistochemicznej
i jej zbieznoéci z réznymi czynnikami Kkliniczno-patologicznymi w celu ustalenia
feonotypowej manifestacji nadekspresji btonowej biatka HER2Z co mogtoby w
perspektywie utatwi¢ wykorzystywanie danych klinicznych do projektowania leczenia
ukierunkowanego molekularnie. Wykorzystany uktad redakcyjny jest typowy dla

rozpraw doktorskich i nie budzi zastrzezen. Caty tekst Rozprawy Doktorskiej obejmuje



87 stron wydruku komputerowego, w tym przydatne z punktu widzenia redakcyjnego
spisy fotografii, rycin i tabel oraz wykaz stosowanych w tek$cie skrétéw. Strona
graficzna opracowania zawiera 10 fotografii, 2 ryciny i 17 tabel. Czytelno$¢ strony
graficznej i staranno$¢ jej opracowania wymaga wyréznienia co $§wiadczy o wyjgtkowej

starannosci Autorki podczas jej opracowywania.

Wstep pracy zawarty na stronach 3-28 z powodéw redakcyjnych zostat
podzielony na podrozdzialy utatwiajac zrozumienie przestanek podjecia badan nad
ekspresjg biatka HERZ w tkance raka zotadka. Autorka przytoczyta aktualne klasyfikacje
kliniczne i patologiczne raka zotagdka wykorzystywane w celu planowania terapii
skojarzonej oraz metody diagnostyki ekspresji produktu biatkowego genu c-erb-B2. Z
punktu widzenia kompletnos$ci informacji nalezatoby uwzgledni¢ heterogenno$é¢ metod
w zalezno$ci od stosowanego przeciwciata monoklonalnego uzywanego do reakcji
immunohistochemicznej. Aktualnie powszechnie stosowane i dostepne na rynku sg
przeciwciata HerceptTest i A0485 (Dako, Glostrup, Dania), SP3 (Labvision, Thermo
Fisher Scientific, Freemont, USA), 4B5 (Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, USA), i
CB11 (Novocastra, Newcastle and Tyne, Anglia). Istniejg réznice w czestosci uzyskanego
testu dodatniego (reakcja silna i bardzo silna) w zalezno$ci od stosowanego
przeciwciata, co w konsekwencji moze wptywa¢ na interpretacje uzyskanych
rezultatow. Z tego powodu metody immunohistochemiczne czesto traktowane sg jako
skrining a ostateczne potwierdzenie uzyskiwane jest technikami hybrydyzacji in situ.
We wstepie nalezatoby wspomnie¢ rowniez o technikach ekwiwalentnych do opisanej
skrétowo FISH tzn. SISH (silver in situ hybridization) i DCDHISH (dual-color and dual-
hapten in situ hybridization) oraz rozszerzy¢ obszar interpretacji uzyskanych wynikow
w technice immunohistochemicznej o zagadnienia zwigzane z heterogennoS$cig ekspresji

HER2 w tkance raka zotadka.

Cel pracy zostat jasno opisany w dwéch punktach i nie budzi zastrzezen. Cel jest
naturalng konsekwencja wprowadzenia i odpowiada aktualnym trendom badawczym w
biologii i terapii raka zotadka. Realizujac zatozony cel zaprojektowano prospektywne
badanie opisowe i wprowadzono wtérnie analizy korelacji, co na etapie projektowania
uniemozliwia ustalenie minimalnej liczebnoéci grupy badanej a jedynie daje mozliwosc¢

wskazania kryteriow wiaczenia do badania.



Material i metody zostaly przedstawione jasno a na prowadzone analizy
uzyskano zgode lokalnej Komisji Bioetycznej, co zaznaczono w tek$cie pracy. Do badania
wigczono chorych z rozpoznanym rakiem zotadka, ktérzy nie byli przedoperacyjnie
leczeni przeciwnowotworowo a podczas kwalifikacji do operacji ustalono mozliwosé
wykonania zabiegu resekcyjnego. Majac na uwadze kryteria wigczenia ostatecznie
dysponowano preparatem tkankowym pooperacyjnym umozliwiajgcym ocene
immunohistochemiczng réznych fragmentéw guza nowotworowego, co podnosito
czuto$¢ i specyficzno$¢ stwierdzenia silnej i bardzo silnej reakcji histochemicznej z
zastosowaniem komercyjnego zestawu HercepTest. Do ustalenia sity reakcji uzyto skali
Hofmann z punktem odcigcia 10% komdrek z dodatnia reakcjg btonowg na stosowane
przeciwciato monoklonalne. Przyjmuje sig, Ze jest to powszechnie uzywane kryterium z
uwzglednieniem odrebno$ci reakcji polegajacej na niekompletnym sygnale z catej btony
komorkowej i okre$lanej jako ,U-shaped” i ,paralel lines”. Posiadanie catego preparatu
operacyjnego umozliwia dodatkowo ograniczenie btedu ,wyboru pola” wynikajgcego z
heterogenno$ci guza, gdzie obszarom reakcji ujemnej moga towarzyszy¢ obszary reakcji
silnie dodatniej. Z metodycznego punktu widzenia ma to ogromne znaczenie, poniewaz
nie mozna okresli¢ ostatecznej ekspresji HERZ odpowiadajgcej rakowi zotgdka w
rozmazie cytologicznym i bioptatach pobranych endoskopowo.

Do przeprowadzenia analizy matematycznej wykorzystano testy nieparametryczne co
jest oczywistg konsekwencjg braku rozktadu normalnego analizowanych zmiennych a

takze przyjeto 5% btad wnioskowania.

Prezentacja wynikow jest czytelna, tabele majg prosta konstrukcje i dajg
mozliwo$¢ tatwego $ledzenia prezentowanych wartosci liczbowych. Niezrozumiate jest
uzywanie symbolu G (od grading) do opisania stopnia zaawansowania raka. Symbolem
G zwykle opisuje sie stopien zréznicowania histologicznego guza nowotworowego.
Wymaga to wyjasnien w tekscie pracy. Analizowana grupa chorych cechuje si¢ znaczng
heterogenno$cig w zalezno$ci od zaawansowania choroby w momencie podjgcia terapii
chirurgicznej w aspekcie cechy T, obecno$ci zmienionych przerzutami nowotworowymi
wezlach chtonnych i obecnosci przerzutéw narzgdowych a takze typu histologicznego
(rozpoznano 6 typéw raka w grupie 72 chorych). Taki rozktad cech kliniczno-

patologicznych komplikuje dalsze analizy, poniewaz wprowadzenie Kkolejnych



zmiennych utrudnia analiz¢ w grupach o matej liczebno$ci. Ostatecznie reakcje silng i
bardzo silng wg Hofmanna stwierdzono u co czwartego chorego z uzyciem HercepTest
w badaniu immunohistochemicznym. Nie znaleziono zalezno$ci czesto$ci wystgpienia
bardzo silnej i silnej reakcji immunohistochemicznej na biatko HER2 w zaleznosci od
typu histologicznego wg Laurena, utkania histologicznego, zaawansowania
patologicznego (pTNM) z uwzglednieniem wszystkich cech sktadowych tego systemu
klasyfikacji, obecnoSci infekcji Helicobacter pylori i przedoperacyjnego stezenia biatka

catkowitego i albumin w surowicy krwi.

Dyskusja zawarta w rozdziale Oméwienie wynikéw prowadzona jest swobodnie
i rzeczowo S$wiadczagc o duzych zdolnodciach interpretacyjnych, ostroznosci
wnioskowania oraz umiejetno$ciach Autorki do krytycznej oceny otrzymanych
rezultatow. Waznym  elementem  dyskusji jest uwypuklenie odrebnosci
interpretacyjnych wynikéw uzyskiwanych u chorych z rakiem piersi i wynikajacych z

tego faktu konsekwencjach.

Przedstawione piSmiennictwo $wiadczy o umiejetnosci selekcjonowania

literatury przez Autorke i nie budzi zastrzezen.

Whnioski odpowiadajg na pytania postawione w celu pracy i wskazujg na
przypadkowy rozktad czestoSci wystapienia silnej i bardzo silnej reakgji
immunohistochemicznej u chorych z rakiem zotgdka. Majagc na uwadze mozliwos¢
wystgpienia réznic srodowiskowych i geograficznych mozna przypuszczac, ze populacja
chorych Biatostocczyzny cechuje sie przecietng czestoScig ekspresji produktu
biatkowego genu c-erb-B2. Obecnie nalezy przyja¢, ze terapia przeciwciatami
skierowanymi przeciwko domenie HERZ nie stanowi istotnego przetomu w leczeniu
chorych z rakiem Zotadka, wobec czego istnieje uzasadniona potrzeba kontynuacji
badan nad ustaleniem kolejnych celéw molekularnych odpowiadajgcych za kluczowe

mechanizmy progresji raka zotadka.

W podsumowaniu stwierdzam, ze oceniana praca stanowi raport z badania
opisowego o prawidtowej konstrukcji metodycznej. Pomimo zawito$ci metodycznych

uwazam, Ze praca spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom przygotowywanym w



postgpowaniu aplikacyjnym o stopienn naukowy doktora. Z najwiekszg satysfakcja
stwierdzam, ze przeprowadzenie badania w jednostce o ugruntowanej pozycji naukowej
dato mozliwo$¢ zachowania sp6jno$ci metodologicznej, merytorycznej oraz ustalenia
tematu badania cechujgcego sig oryginalnoscig, co wymaga specjalnego podkre$lenia. W
zwigzku z powyzszym przedktadam Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego z
Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie lekarz medycyny Natalii

Wodynskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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