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Breast cancer is the most commonly occuring cancer in women which, despite recent
progresses in therapy, is still second leading cause of these patients death. Based on molecular
classification, five subtypes of breast cancer have been identified, among them approximately
20% overexpress human epidermal growth factor receptor 2 (HER2). Activation of this
receptor by several ligands or even by its overexpression leads to its homo- or
heterodimerization that results in cell proliferation, resistance to apoptosis, angiogenesis,
invasion and thus to cancer progression. Breast cancer cells characterized by overexpression
of HER2 grow faster and are more aggressive in comparison to HER2 negative tumors.
Recognizing these cancer promoting and amplifying effects of HER2 it has been proposed
that blocking this receptor may present an important target for breast cancer therapy. Based on
these suggestion a humanized monoclonal antibody recognizing extracellular epitope in IV
domain of HER2 receptor, named trastuzumab has been constructed and tested in preclinical
and clinical settings. Trastuzumab treatment of HER2 positive patients, either alone, or in
combination with chemotherapy results in positive clinical response. Results of these clinical
trials eventually lead to its approval by FDA in 1998 and by EMA in 2000 for the treatment of

HER?2 receptor positive patients. Unfortunately, substantial number of trastuzumab treated



patients developed cancer cells resistance to this drug. Subsequent intensive study identified
several genes alterations as potential mechanisms that could be involved in development of
resistance of cancer cells to this therapy. However, treatment trials to reverse these
mechanisms were not very successful.

Based on these negative results, Anna Rusek hypothesized that development of cancer
cells resistance to trastuzumab is a result of complex, multistep processes, and that studying it
requires more global approach. Testing this hypothesis is the subject of present dissertation.

The dissertation starts with Prologue shortly describing discovery of trastuzumab and
complex way for approval for the treatment of HER2 enriched breast cancer.

In the next chapter, Introduction, the Author described epidemiology of breast cancer
patients, molecular classification of breast cancers, structure of HER2 receptor and its
complex signaling pathways, structure and molecular mechanisms of trastuzumab activities
and presented current possibilities for the treatment of HER2 receptor positive breast cancer.
The introduction is finished by short description of importance of microRNA in regulating
cell development, proliferation, metabolism and apoptosis in physiological and pathological
conditions including tumors.

This part of dissertation is well written and provides excellent introduction for
formulation of five objectives that are carefully designed to allow her to test her hypothesis.

In the next chapter she provided research framework, with selection of 2 cell lines that
expressed HER2 receptors and were able to develop resistance for trastuzumab in vitro, time
frame of collecting genetic material, obtaining genetic material, selection of periods of
trastuzumab resistance development, measuring transcriptomic changes, and selection of
proper statistical analysis and computational and bioinformatics methods. Given complexity
of planned experiments this chapter provides simplified overlook on the project.

In the next chapter Materials and Methods the Author provided more extended
information regarding chosen cell lines with BT474 isolated from primary and SKBR3 from
metastatic tissue, cell culture conditions, drug resistance development with selection two
concentration of trastuzumab, RNA extraction and rigorous control of its quality, gene
expression microarrays experiments, microRNA microarrays experiments, statistical analysis
that contained several gene expression microarrays data analysis, microRNA expression
microarrays analysis and bioinformatics analysis of statistically processed microarray data.

Application of all of these, often very complicated methods were necessary but also

sufficient to achieve postulated objectives.



In the next part of the dissertation, Results, the Author presented obtained results of

her experiments. The most important findings include observation that:

I From over 34 000 genes, 8 874 and 13 892 genes were differentially expressed
during process of trastuzumab resistance development in BT474 and SKBR3

respectively. Importantly 5675 of them were present in both cell lines.

2. Several differentially expressed genes in the study were already known as involved
in trastuzumab resistance development. This data indicates that applied
methodology has power to validate previous findings and that newly found are
likely to represent real change in gene expression during resistance development

process.

3. Similarly, protein-protein interaction identified in both cell lines molecular
interaction networks of proteins that were already known to participate in

development of trastuzumab resistance.

- Gene Ontology enrichment analysis identified many molecular functions altered
during development of trastuzumab resistance. Among them receptor binding,
protein kinase activities, RNA processing, GTPase related activities, ATP/ATPase
associated mechanisms, transferase activities, RNA processing, DNA replication

and organization and p53 binding.

=1 Gene Ontology enrichment analysis identified several biologic processes were
altered during drug resistance development. Among them cell cycle regulatory
mechanisms, mitochondrial functioning, apoptosis, microRNA activity, stress

response, viral infection, microtubules organization and DNA damage repair.

6. The KEGG pathway enrichment analysis several molecular networks were
affected during drug resistance development. From them 8 pathways were
common for both cell lines and include: cell cycle pathway, p53 signaling
pathway, Fanconi anemia pathway, cellular senescence, DNA replication, EBV

infection, and two cancer related pathways.



g In the processes of resistance development participate both, HER2 dependent and

independent mechanisms.

8. More than 99% of tested microRNA were significantly changed during
drug resistance development. Not surprisingly, therefore that many of them were

already reported in the literature.

These results confirm the Author hypothesis that development of cancer cells
resistance to trastuzumab is a result of complex, multistep processes and that her approach to_
study these mechanisms were justified. However, despite its value, it is worth noting that
chossen model of using established cell lines in in vitro conditions of resistance to the drug
has its limitations. First, the cell lines developed trastuzumab resistance during their culture in
in vitro conditions. This process may in some aspects differ if the tumor cells were taken from
patients who were treated with this drug and than developed drug resistance in vivo. In
addition, cancer cell lines cultured in in vitro conditions are not exposed to the wide variety of
factors, including cells of the immune system that are present in vivo. Therefore it may be
expected that in in vivo situation, the number of affected gens influencing molecular functions
and biological processes could be even higher that reported by the Author.

In the next part of dissertation, Discussion, the Author presented her findings in
comparison to published literature. This part is written professionally and very clear. It shows
that her results either discovered new genes/mechanisms involved in the process of
trastuzumab resistance development or strongly support already discovered mechanisms. It
documents that she is very mature scientist with great knowledge of the subject.

The next part of the dissertation, Conclusions, consists of 17 points presenting her
most important results.

In References the Author cited 234 position of comprehensive and up to date literature
related to the subject.

In my opinion Ms Anna Rusek’s doctoral dissertation is very good and provides many
new information that extend our knowledge of the complexity of mechanisms of
development of trastuzumab resistance, that can be used as a starting platform for further
research.

In summary, I have a great pleasure to make a statement that Ms Anna Rusek’s PhD
dissertation meets requirements for doctoral dissertations according to current Polish

regulations. Accordingly, I present to the Dean of Medical Faculty and Honorable Faculty



Council of the Medical University of Bialystok recommendations for Ms. Anna Rusek, M.Sc.

to proceed to the next stages of her Ph.D. evaluation process.

Yours sincerely,

ir hab. Wiodzimierz Maslinski

Warsaw, 08.09.2019 Prof dr hab. Wiodzimierz Maslinski
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Ocena
Rozprawy Doktorskiej magister Anny Rusek zatytutowanej:
,»Analiza mechanizméw rozwoju opornosci na trastuzumab w HER2 pozytywnym
nowotworze piersi na podstawie zmian ekspresji genéw oraz mikroRNA na przykladzie

wybranych linii komoérkowych”

Nowotwory piersi stanowig najczesciej wystepujace nowotwory u kobiet, ktére
pomimo duzych postgpdw w leczeniu, sa ciagle wiodaca przyczyna ich $mierci. Biorac pod
uwage molekularng klasyfikacje¢ tych nowotwordw, wyrdznia si¢ 5 typdw, sposréd ktorych
okoto 20% stanowig takie, ktérych komorki wykazuja nadekspresje receptoréw dla ludzkiego
naskorkowego czynnika wzrostu 2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, HER2).
Aktywacja tego receptora przez szereg ligandow, a nawet przez jego nad-ekspresje prowadzi
do jego homo- lub heterdimeryzacji, co powoduje proliferacje komédrek, opornosé na
apoptoze, angiogenezg, inwazj¢ i zwiagzang z nimi progresje nowotworu. Komoérki nowotworu
piersi charakteryzujace si¢ nad-ekspresja HER2 rosng szybciej, i sa bardziej agresywne w
porownaniu do HER negatywnych nowotwordw. Biorac pod uwage pro-nowotoworowe
efekty aktywacji HER2 na indukcje i amplifikacje rozwoju nowotworu, zasugerowano, ze
blokowanie tego receptora moze stanowi¢ wazne cel w terapii nowotworu piersi. Zgodnie z ta
sugestia skonstruowano i przetestowano w badaniach przedklinicznych i klinicznych
monoklonalne przeciwcialo rozpoznajace epitop zlokalizowany w IV domenie
zewnatrzkomoérkowego fragmentu receptora HER2, ktére nazwano trastuzumab. Leczenie
pacjentow, ktorych nowotwor wykazywatl nad-ekspresje receptora dla HER2
trastuzumabem, w monoterapii lub w kombinacji z chemioterapia, prowadzito do

pozytywnych wynikéw klinicznych. Wyniki tych badan doprowadzity do rejestracji



trastuzumabu przez FDA w 1998 i przez EMA w 2000 do leczenia pacjentéw z nad-ekspresja
receptora dla HER2. Niestety, znaczna liczba pacjentéw leczonych trastuzumabem rozwija
opornos¢ na trastuzumab. Kolejne intensywne badania zidentyfikowaty szereg genow,
ktérych zmiana mogla uczestniczy¢ w mechanizmach prowadzacych do rozwoju opornosci na
trastuzumab. Jednakze, proby kliniczne, w ktérych probowano zatrzymaé lub odwrdcié te
mechanizmy, nie byly obiecujace.

Na podstawie tych ostatnich negatywnych wynikéw badan, Anna Rusek postawila
hipotezg, ze rozwdj opornoscei na trastuzumab wynika ze ztozonych, wieloetapowych
procesow, 1 ze poznanie tych procesow wymaga znacznie szerszego zakresu badan.
Weryfikacja tej hipotezy stanowi przedmiot obecnej dysertacji.

Dysertacja rozpoczyna si¢ Prologiem opisujacym odkrycie trastuzumabu oraz ztozong
droge do jego rejestracji oraz do leczenia pacjentow z nadekspresja HER2.

W nastepnej czgsci, Wstepie, Autorka opisata epidemiologi¢ nowotwordw piersi, ich
molekularng klasyfikacje, strukturg¢ HER2, ztozone $ciezki sygnatowe zwigzane z jego
aktywacja, struktur¢ i molekularne mechanizmy aktywnosci trastuzumabu, oraz obecne
mozliwosci leczenia pacjentow wykazujgcych HER2. Ostatnia czg$é wstepu stanowi krotkie
przedstawienie obecnej wiedzy na temat waznej roli petnionej przez mikroRNA w regulacji
rozwoju komoérek, ich proliferacji, metabolizmu i apoptozy w fizjologicznych i
patologicznych (wlacznie z nowotworami) warunkach. Ta cze$¢ rozprawy jest bardzo dobrze
napisana stanowi znakomite wprowadzenie do okreslenia 5 cel6w pracy, ktore byty dobrze
zaplanowane w kierunku umozliwienia weryfikacji postawionej hipotezy.

W nastepnej czesci Autorka przedstawila strukture realizacji projektu, w ktorej
przedstawila wybdr dwéch linii komorkowych nowotwordw z nad-ekspresja receptorow
HER?2, i ktére wykazywaly si¢ zdolnoscia do rozwoju opornosci na trastuzumab, schemat
czasowy zbierania materiatu genetycznego i jego otrzymywania, badania zmian
transkryptomicznych oraz wybér metod analizy statystycznej, obliczeniowych i
bioinformatycznych.

Zastosowanie tych, czgsto bardzo skomplikowanych metod bylo konieczne, ale
réwnoczesnie wystarczajace dla osiagnigcia zamierzonych celow.

W kolejnej czgsci dysertacji, Wynikach, Autorka przedstawita otrzymane wyniki jej

doswiadczen. Sposrod bardzo wielu osiggnieé, za najwazniejsze uwazam obserwacje, ze:

1. Sposréd ponad 34 000 analizowanych gendw, ekspresja 8 874 gendéw w linii BT474

pochodzacej z pierwotnego nowotworu oraz 13 892 gendéw w linii SKBR3



pochodzgcej z przerzutu nowotworu wykazywaly istotne zmiany w procesie rozwoju
opornosci na trastuzumab. Co wazne, zmiana ekspresji 5675 z tych genéw byla obecna

w obu liniach komérkowych.

2. Szereg genoéw o zmienionej ekspresji byly juz opisane jako geny, ktére uczestnicza
w procesie nabywania opornosci na trastuzumab. Wyniki te wskazuja, ze zastosowana
metodologia prowadzi do potwierdzenia poznanych uprzednio genéw oraz, ze zmiany
ekspresji nowo odkrytych gendéw rzeczywiscie wskazuja na nowe mechanizmy

uczestniczgce w tym procesie.

3. Podobnie, analiza oddzialywan biatko-biatko zidentyfikowata w obu liniach
komoérkowych molekularne interakcje biatek, ktdre byty uprzednio opisane jako

uczestniczace w procesach nabywania opornosci na trastuzumab.

4. Analiza bazy danych Gene Ontology umozliwita identyfikacje szeregu funkcji
molekularnych zmienionych w trakcie nabywania opornosci na trastuzumab. Sposrod
nich wskazano na wigzanie receptora, aktywnogci kinazy biatkowej, aktywnosci
zwigzane z GTPaza, mechanizmoéw zwigzanych z ATP lub ATPaza, aktywnosci
transferazy, powstawania i dojrzewania RNA, replikacji i organizacji DNA oraz

wigzania biatka p53.

5. Podobnie, analiza bazy danych Gene Ontology w zakresie proceséw biologicznych,
wskazata na zmiany mechanizmami regulacyjnymi cyklu komérkowego,
funkcjonowaniem mitochondriéw, apoptoza, aktywnoscia mikroRNA, reakcja na

stres, infekcjg wirusowa, organizacja mikrotubul oraz naprawa uszkodzen, DNA.

6. Analiza Sciezek molekularnych w oparciu o baz¢ KEGG wskazata na
wystgpowanie szeregu szlakow sygnatowych istotnych dla rozwoju opornosci na
trastuzumab, sposrod ktérych 8 wspolnych dla obu linii komérkowych zawieraty:
szlak cyklu komérkowego, szlak sygnatowy biatka p53, szlak anemii Fanconiego
zwigzany z naprawg DNA, starzenie komérkowe, replikacja DNA, infekcja EBVoraz

dwa szlaki sygnatowe zwigzane z nowotworem.



7. W procesie rozwoju opornosci uczestnicza mechanizmy zalezne jak i niezalezne od

receptora HER2.

8. Ponad 99% znanych ludzkich mikroRNA wykazuje istotne zmiany ekspresji
wskazujace na ich udzial w budowaniu opornosci na trastuzumab. W tym przypadku,

nie dziwi fakt, ze szereg z tych mikroRNA bylo znanych z literatury.

Wiyniki te potwierdzaja hipoteze Autorki, ze rozwdj opornosci komdrek
nowotworowych na trastuzumab wynika ze ztozonych, wieloetapowych procesow
zachodzacych w czasie, oraz $wiadczy o tym, ze wybor globalnych analiz doprowadzita do
identyfikacji wielu genow, funkcji molekularnych oraz proceséw biologicznych
zaangazowanych w ten proces.

Jednakze, pomimo duzej wartosci poznawczej tej pracy, warto wspomnie¢ o pewnych
ograniczeniach tych badan zwigzanych z indukcja opornosci w warunkach in vitro. Ten
proces moze si¢ rézni¢ od sytuacji w warunkach in vivo, gdzie rozwdj odpornosci na
trastuzumab odbywa si¢ w obecnos$ci wielu czynnikéw, w tym komérek uktadu
odpornosciowego. W zwazku z tym, mozna si¢ spodziewaé, ze w warunkach in vivo, liczba
gendw wykazujacych zmiany ekspresji i wpltywajacych na funkcje molekularne oraz procesy
biologiczne moze by¢ nawet wyzsza lub nieco odmienna niz wykazana przez Doktorantke.

W nastepnej czgéei dysertacji Autorka omowita otrzymane wyniki w kontekscie
danych literaturowych. Ta cz¢s$¢ jest napisana profesjonalnie i bardzo jasno. Autorka
przekonywujaco wykazuje odkryte geny i mechanizmy wiaczone w nabywanie opornosci na
trastuzumab jak i1 potwierdzenie wystgpowania mechanizméw juz poznanych.
Przeprowadzona dyskusja wskazuje, ze Autorka jest dojrzalym naukowcem wykazujgcym sie
bardzo duzg wiedzg.

Na nastgpng czes¢ pracy skladaja konkluzje, w ktérych Autorka zawarta 17 punktéow
opisujacych najwazniejsze osiagniecia.

Pracg zamykajg referencje, na ktore sktadajg sie 234 prace zawierajace odpowiednio

dobrang az do chwili obecnej literatura.

W mojej opinii, dysertacja mgr Anny Rusek jest bardzo warto$ciowa, rozszerzajac
nasza wiedz¢ o ztozonych mechanizmach nabywania opornosci na trastuzumab, ktére

stanowia solidng podstawe do dalszych badan.



Biorgc pod uwagg powyzsze, mam przyjemnos¢ stwierdzié, ze praca odpowiada
warunkom stawianym pracom doktorskim okres§lonym w art. 13.ust 1 Ustawy z dnia
14.03.2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach naukowych i tytule
naukowym w zakresie sztuki, i dlatego przedstawiam Panu Dziekanowi i Wysokiej Radzie
Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie

magister Anny Rusek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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