Ocena pracy doktorskiej lek med. Piotra Szczepaniaka pt ‘ Mechanizmy dysfunkcji
srédbtonka naczyniowego indukowanej chemioterapia neaoadjuwantowa u pacjentek z

rakiem gruczotu sutkowego

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy-w szerokim pojeciu relacji raka gruczotu
sutkowego u kobiet , jak réwniez leczenia tej choroby chemioterapia , do zwiekszonego
ryzyka sercowo-naczyniowego . Szeroko prowadzone badania epidemiologiczne dostarczaja
rowniez dowodow , Zze leczenie onkologiczne w przebiegu choroby nowotworowej zwieksza

w tej grupie pacjentek ryzyko zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych

Problem ten nie ogranicza sie do leczenia raka gruczotu sutkowego , ale ma przeniesienie na
szerokie spektrum lekow przeciwnowotworowych stosowanych w terapii wielu choréb
onkologicznych . Wywierajg one przede wszystkim dziatanie kardiotoksyczne prowadzac do

rozwoju zaburzen rytmu serca , kardiomiopatii oraz niewydolnosci serca .

Sposrod czynnikéw ryzyka , nadcisnienie tetnicze u pacjenta z chorobg nowotworowa
stanowi zagadnienie o rosngcym znaczeniu klinicznym , a zwigzek pomiedzy rozwojem
nadcisnienia tetniczego a leczeniem onkologicznym powinien by¢ rozpatrywany na dwéch

ptaszczyznach .

Z jednej strony , u chorych z dotychczas prawidtowym ciénieniem tetniczym leczonych
zwtaszcza inhibitorami szlaku VEGF , pojawienie sie nadci$nienia tetniczego obserwowane
jest u okoto 11-45 % pacjentéw (zazwyczaj u okoto 30%), z czego do 20% ma charakter

ciezkiego NT .

W najnowszych wytycznych ESC-ESH z 2018 roku podkresla sie , ze rozwdj nadcisnienia
tetniczego w tej grupie chorych moze wynikac z presyjnego dziatania zaréwno inhibitoréw
szlaku VEGF (bewacizumab, sorafenib, sunitynib i pazopanib) oraz inhibitoréw proteasoméw
(karfilzomib). Pierwsza grupa hamuje wytwarzanie tlenku azotu w <cianie naczyniowej ,
druga za$ zmniejsza odpowiedZ naczyniorozszerzajagcg na acetylocholine , co powoduje

skurcz naczyn .

Jest interesujgce , Ze pojawienie sig istotnego czynnika ryzyka - rozwdj nadci$nienia

tetniczego w toku leczenia inhibitorami szlaku VEGF (zwtaszcza sunitinibem i pazopanibem) -



jest jednoczednie korzystnym czynnikiem rokowniczym u chorych przerzutowym rakiem

nerki, Swiadczacym posrednio o skutecznosci terapii onkologiczne;j .

Z drugiej strony , inhibitory szlaku VEGF moga nasila¢ rowniez stopien ciezkosci dotychczas

skutecznie leczonego nadcisnienia tetniczego .

W sSwietle powyiszych obserwacji projekt badawczy lek med. Piotra Szczepaniaka , a
stanowiagcy przedmiot pracy doktorskiej , posiada duze znaczenie poznawcze . Ustalajac
wiodacy cel pracy Doktorant wyszedt z zatozenia , ze leczenie raka gruczotu sutkowego
wydatnie zwiekszyto przeizywalnos¢ chorych , manifestujac jednak znaczaco zwiekszone
ryzyko sercowo-naczyniowe .
W tym miejscu nalezy jednak odnotowac , ze mechanizmy prowadzgce do wzrostu ryzyka
sercowo-naczyniowego w przebiegu chemioterapii raka gruczotu sutkowego sa w matym
stopniu poznane .
Rowniez przedmiotem niewielkiej ilosci badan sg sposoby zapobiegania narastajacemu
ryzyku sercowo-naczyniowemu w tej grupie chorych - nieliczne jak dotad badania
doswiadczalne i kliniczne wskazuja na potencjalnie korzystny wptyw leczenia niektérymi
inhibitorami konwertazy na funkcje sciany naczyniowe;j .
Dlatego zatem gtéwnym celem projektu sktadajacego sie na prace doktorskg byto
przesledzenie mechanizmu oddziatywania chemioterapii w schemacie docetaksel-
cyklofosfamid - doksorubicyna na funkcje srddbtonka naczyniowego u kobiet poddanych
chemioterapii neoadjuwantowej raka gruczotu sutkowego . Ten wiodgcy cel pracy osiggnieto
poprzez sformutowanie i realizacje bardziej szczegdétowych celéw :

» Okreslenie wptywu chemioterapii neoadjuwantowe] (docetaksel , cyklofosfamid ,

doksorubicyna) na funkcje srédbtonka naczyniowego i okreslenie efektow

wywieranych przez poszczegdlne preparaty na naczynia ex vivo

> Przesledzenie wptywu chemioterapii neoadjuwantowej (docetaksel , cyklofosfamid ,
doksorubicyna) na produkcje wolnych rodnikéw tlenowych w obrebie $ciany naczynia

krwionosnego

» Okreslenie mechanizméw prowadzacych do rozwoju dysfunkcji  srédbtonka

naczyniowego wywotanego dziataniem chemioterapii neoadjuwantowe]



Praca napisana jest jasno , pod wzgledem redakcyjnym nie budzi zastrzezen , a proporcje
pomiedzy poszczegdlnymi dziatami s3 odpowiednio zachowane . Wstep pracy szeroko
przedstawia kilka powigzanych z soba zagadnien - a zwtaszcza mechanizmy prowadzace do
rozwoju dysfunkcji $rédbfonka naczyniowego oraz szereg zagadnien zwigzanych z
patogeneza , epidemiologig , klinika i leczeniem raka gruczotu sutkowego . W bardzo
interesujacy sposob podsumowano oddziatywanie chemioterapii, w tym chemioterapii raka

gruczotu sutkowego , na rozwdj chordb sercowo-naczyniowych .

Materiat badawczy stanowity tetnice (bedace gtéwnym odgatezieniem tetnicy piersiowej)
wyizolowane podczas zabiegu mastektomii . Naczynia krwionoéne pobierane byty zaréwno
od kobiet poddanych zabiegowi operacyjnemu bez uprzedniej chemioterapii
neoadjuwantowej [stanowigcych grupe kontrolng , tacznie 40 osdb] jak i od pacjentek po
uzupetniajgcej chemioterapii neoadjuwantowej leczonych chirurgicznie [grupa badana

sktadajgca sie z 30 chorych] .

Do grupy badanej oraz kontrolnej wtgczono chore w okresie pomenopauzalnym z miejscowo
zaawansowanym rakiem piersi , ale bez przerzutéw odleglych - zwraca uwage szczegétowa

charakterystyka kliniczna przedstawiona przez Doktoranta .

W odrgbnej czesci przedstawiono szczegétowo metodyke badan | miedzy innymi
prowadzonych na ludzkich komérkach srodbtonka naczyniowego i komdrkach migsnidowki
gtadkiej , izolowanych naczyniach krwionosnych oraz hodowli naczyn ex vivo . Opisano takze
model zwierzgcy , ktéry stanowity zaréwno myszy C57BL/6J pozbawione genu dla oksydazy

Nox4 , jak i myszy kontrolne .

W dalszej czgsci przedstawiono metodyke stuzacg do : oceny funkcji naczyri w érodowisku
tazni narzadowej , badania produkcji anionorodnika ponadtlenkowego oraz produkgcji
nadtlenku wodoru , badania poziomu ekspresji genéw technika RT-P CR i ekspresji biatek
technika Western blotting . W dalszej czgsci Doktorant opisat réwniez metodyke oznaczania
poziomu metylacji promotora genu Nox4 , barwienia histologicznego oraz

immunofluorescencyjnego .
Wyniki pracy s bardzo nowoczesnie przedstawione , poparte sg licznymi rycinami . Dyskusja

jest konsekwentnie poprowadzona i jest podzielona na trzy czesci, a nastepnie zakoniczona

podaniem ograniczeri badania . W odrebnej czesci umieszczono podsumowanie projektu



poparte interesujgcym schematem opisujgcym prawdopodobny mechanizm dziatania
chemioterapii neoadjuwantowej na funkcje naczyn krwionosnych .
Przeprowadzone badania daty moznos¢ wysunigcia Doktorantowi nastepujacych wnioskéw :
» Chemioterapia neoadjuwantowa powoduje uposledzenie funkgji érédbtonka naczyr
krwionosnych u kobiet z rakiem gruczotu sutkowego
» Chemioterapia neoadjuwantowa powoduje wzrost poziomu reaktywnych form
tlenowych 02 i H202 w naczyniach krwiono$nych u pacjentek z rakiem gruczotu
sutkowego
» W schemacie chemioterapii neoadjuwantowej docetaksel powoduje upogledznie
funkcji Srodbtonka naczyniowego
» Chemioterapia neoadjuwantowa indukuje wzrost fosforylacji T495 eNOS obnizajacej
poziom NO w naczyniach krwionosnych u chorych z rakiem gruczotu sutkowego
» Docetaksel indukuje wzrost fosforylacji T495 eNOS obnizajacej poziom NO w
komarkach $rodbtonka poprzeze szlak zalezny od biatka ROCK
» Oksydaza NAPDH Nox4 i produkowany przez nig H202 odgrywaja negatywna role w
dysfunkcji srodbfonka naczyniowego w mysich aortach pod wptywem docetaksel
» W ludzkich tetnicach poddanych dziataniu chemioterapii neoadjuwantowej
obserwowany jest réwniez mechanizm kompensacyjny w funkcji rozkurczowej
wskutek H202
W podsumowaniu nalezy podkresli¢ , ze tematyka bedaca przedmiotem pracy doktorskiej
pozwolita na uzyskanie oryginalnych wynikéw i co wazne , wskazujagce na wzajemne
zaleznosci pomiedzy leczeniem onkologicznym raka gruczotu sutkowego a zaburzong funkcja
sciany naczyniowe;j .
Zakres i tematyka pracy doktorskiej wpisuja sie w wybitne osiggniecia Osrodka i Zespotu
kierowanego profesora Tomasza Guzika - nalezacego do wiodgcych autorytetéw w dziedzinie
klinicznych i doswiadczalnych badan miedzy innymi nad immunologicznym podtozem
nadcisnienia tetniczego i innych choréb uktadu sercowo-naczyniowego .
Nalezy zwrdci¢ uwage na cafoksztatt pracy doktorskiej - jest to w petni nowoczesne i
starannie przygotowane opracowanie , napisane bardzo dobrym jezykiem i dajace jasny

wglad w najwaziniejsze obserwacje .



Jak juz wspomniano , wstep , opis metodyki , forma przedstawienia wynikow i dyskusja sa
przejrzyscie przedstawione i fatwe w odbiorze ; Doktorant wyselekcjonowat z uzyskanych
wynikow najwazniejsze obserwacje , ktore nadaja przeprowadzonej pracy znaczenie
poznawcze .
Oceniajgc z pozycji recenzenta prace doktorska lek med. Piotra Szczepaniaka chciatbym
podsumowac cztery giéwne argumenty popierajace méj wniosek o wyrdznienie osiggniec
Doktoranta :
e Jednym z najwazniejszych moim zdaniem osiggnie¢ Doktoranta jest postawienie
bardzo ciekawej hipotezy badawczej , a nastepnie konsekwentne dazenie do
odpowiedzi na postawione pytania - zwraca uwage trafny dobdr wielu nowoczesnych

metod dla osiggniecia tego celu

e Nalezy odnotowa¢ wykorzystanie znakomitego ‘warsztatu’ badawczego i
doswiadczenia grona znakomitych badaczy wymienionych w podziekowaniach
Doktoranta . Rowniez w opisie metodyki w czesci dotyczacej oznaczania poziomu
metylacji promotora genu Nox4 wymieniona jest Pracownia Sygnatéw Komdrkowych
i Zaburzen Metabolicznych Instytutu Biologii Molekularnej im. Marcela Nenckiego

PAN w Warszawie , a nalezgcych do wiodacych Osrodkéw w naszym kraju .

e Niewatpliwym  osiggnieciem Doktoranta jest przesledzenie mechanizmu
wyjasniajagcego niekorzystne oddziatywanie chemioterapii neoadjuwantowej na
funkcje sciany naczyniowej - dotyczy to zwtaszcza wptywu docetakselu i moze mieé

wazne znaczenie kliniczne i warto by zatem kontynuowac ten watek pracy badawczej

e Doktorant dla zrealizowania swego pomystu naukowego wyszedt naprzeciw w
aktywnym poszukiwaniu zrédet finansowania swoich badan - trzeba odnotowaé
znaczacy wysitek lek med. Piotra Szczepaniaka w uzyskaniu nie jednego , ale kilku
zrodet do rozpoczecia i kontynuacji projektu - praca doktorska zostata zainicjowana
dzigki projektowi sfinansowanemu w ramach konkursu Nowe Horyzonty w Onkologii
a kontynuowanemu dzieki projektowi finansowanemu przez Narodowe Centrum

Nauki oraz projektowi ERC Consolidator Grant

Uwazam , ze praca lek med. Piotra Szczepaniaka stanowi dojrzate , bardzo ciekawe studium

oparte na nowoczesnym ‘warsztacie’ naukowym i stanowi wktad do wiedzy o zwigzku



pomiedzy leczeniem onkologicznym a zwiekszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym . Nalezy
zyczy¢ Doktorantowi szybkiego opublikowania wynikéw projektu w renomowanym
czasopismie rodzimym lub zagranicznym .

Praca spetnia wszystkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim , w zwigzku z czym mam
zaszczyt przedstawic ja Radzie Wydziatu Lekarskiego Collegium Medicum w Krakowie do

publicznej obrony rozprawy doktorskiej .

oyof d hab. med. Andrsejl Januszewicz



