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RECENZIA PRACY DOKTORSKIE

mgr Mateusza Gielaty pt. ,.Charakterystyka inwazyjnych komorek raka piersi z wykorzystaniem
nowatorskiego systemu reporterowego alfa katuling® wykonane] w Centrum Nowych
Technologii Uniwersytetu Warszawskiego pod kierunkiem dr hab. Agnieszki Kobielak, prof. ucz.

Wykonane w ramach pracy doktorskie] badania byly finansowane z projektéw Narodowego
Centrum Nauki: Preludium 19 (2020/37/N/NZ5/03069) pt. ,Charakterystyka wolno krgigcych
komarek nowotworowych raka piersi z wykorzystaniem sekwencjonowania RNA pojedynczych
komérek” kierowanego przez mgr Mateusza Gielate oraz Opus 19 (2020/37/8/NZ5/03950) pt.
«Transkrypcyjna | funkecjonalna charakterystyka inwazyjnych komdrek raka piersi izolowanych
przy uiyciu nowatorskiego systemu reporterowege in vive® kierowanego przez dr hab.
Agnieszke Kobielak, prof. uczelni.

Przedstawiona do recenz]i praca dotyczy analizy roli malo poznanege do te] pory blatka alfa-
katuliny w potrdjnie negatywnym raku plersi (TNBC). Zaloienla pracy oplerajg sie na wynikach
wczesniej prowadzonych w zespole badan dotyczgcych badania alfa-katuliny w nowotworach
glowy | szyl (HNSCC). Podjecie tematu uwaiam za jak najbardziej uzasadnione. Alfa-katulina jest
biatkiem cytoszkieletowym, ktdre mode wpltywad na migracje komdrek nowotworowych, a tym
samym ich inwazyjnosc. Potrdjnie negatywny rak piersi wcigi stanowi wyrwanie terapeutyczne
| wigze sig z niekorzystnym rokowaniem, lepsze poznanie Scietek molekularnych zwigzanych
z jego inwazyjnoiciy mode przycrynic si¢ do malezienia nowych celéw terapeutycznych.

Zaplanowane badania s3 wiec aktualne | istotne 2 poznawczego punktu widzenia, jak rowniet
w odlegle] perspektywie posiadajy potencjalny wymiar aplikacyjny w kontekicle nowych
strategii terapeutycznych.

Przediotona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje dwie publikacje opublikowane
w nastgpujgcych czasopismach naukowych: Int J Mol (IF 6,208, punktacja ministerialna 140
pkt.), 5¢i Rep (IF=4,997, punktacja ministerialna 140 pkt.). Tekst pracy liczy 66 stron, w tym 11

1

GDANEK| UNIWERSYTET MEDYCINY ol WM Skiodowssie] Curie Ja. 80 210 Gaadss | 58 348 10 | info@gemed.edu pl



stron tekstu petnigcego role przewodnika po publikacjach. Praca obejmuje: spis tresci, wykaz
publikacji wchodzgcych w skiad rozprawy, wykaz skrotdw, streszczenie | jego thumaczenie na
jezyk angielski, wstep, zalotenia | cele pracy, kopie publikacji wchodzacych w skiad rozprawy,
podsumowanie i wnioski, ofwiadczenia wspdtautordw, analizg bibliometryczng oraz
piémiennictwo. W strukturze pracy zabrakfo mi czedci dedykowanej omdwieniu publikacji
wchodzgeych w sklad rozprawy. Przydatne by bylo pokazanie dodatkowych Informacji
(Supplementary information) dotaczonych do drugiej pracy.

Oceniajac przedlotony prace, pierwstym elementem oceny jest rozwatenie indywidualnego
whktadu Doktoranta w badania przedstawione w dwdch publikacjach wchodzgoych w skiad
rozprawy, w aspekcie faktu, ze pracuje on w wieloosobowym zespole badawczym oraz, te obie
publikacje s§ wieloautorskie. W obu publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem. Do
wszystkich prac dofgczone 53 oswiadcrenia wspdtautorow, natomiast zabraklo mi oswiadcren
samego Doktoranta lub opisu jego wkladu w powstanie prac. Wedlug oswiadczen
wspdtautordw whiad Doktoranta byt dominujgcy: 70% w prrypadku plerwsze] publikacjl, 70-
B0% (zaleinie od wspdlautora) w przypadku drugiej pracy. Co ciekawe, lgczny whkiad
procentowy autorow drugiej pracy przekracza 100%, wynosi 110-120%, zaleinie od tego, ktdre
wartodcl deklarowane, przez kidrego ze wspdlautordw rsumujemy. Z przedstawionych
odwiadczed wynika, e w przypadku pierwszej publikacji Doktorant wykonat kompletny
przeglad literatury, napisat wigkszosc tekstu i stworzyl wszystkie ryciny zawarte w publikacji.
Taka treét ofwiadczen odbiega od tych zawartych w samej publikacji. W przypadku drugiej
publikacji, wedlug wspdtautordw, rola Doktoranta to: analiza wigkszodci wynikdw, napisanie
tekstu publikacji, stworzenie wszystkich figur, pomyst na wiekszodé eksperymentdw. Druga
praca jest prac dodéwladczalng, jednak zaden ze wspotautordw ani sam Doktorant nie deklaruje
udzrialu w wykonaniu badar przez Doktoranta. Dziwi to troche i zaskakuje, rwyczajowo
Doktorant osobiscie wykonuje wigkszod¢ prac eksperymentalnych we wiasnym doktoracie i
publikacji, jesh jest wymieniany na pierwszym miejscu. Domniemuje, 2e wynika to po prostu z
prieoczenia | e deklarowany rnaczacy udzial Doktoranta w pracach obejmuje rownie: prace
doswiadczalng.

Prrzechodzjc do oceny merylorycineg| pracy, pracg ocenlam pozytywnie.

Wstep liczgcy troche ponad 5 stron jest napisany bardzo syntetycznie. Wprowadza w tematyke
badan, uzasadniajgc celowod ich podjecia. Autor prredstawia kolejno ogding charakterystyke
nowotwordw piersi, role EMT w rozwoju, regeneracji | progresji nowotwordw, unaczynienie
nowotwordw | zjawisko mimikry naczyniopodobnej, a na koncu alfa-katuling | uzasadnienie
pofaczenia publikacji w jeden cykl. Czesc dotyczgca charakterystyki klinicznej rakdw piersi
przedstawiona jest bardzo pobieinie, pewnie stad wynikajy niezbyt precyzyjne, a czasami
nieprawdziwe stwierdzenia, np. te ,w ocenie histopatologiczne) ocenia sie czy dany nowotwor
jest luminalny czy bazalny” lub te ., potrdjnie ujemny rak piersi pokrywa sig z typem bazalnym”,
Nie jest rdwniei prawda, wedfug mojej wiedzy, ie nie ma iadnej dostepnej terapii
ukierunkowanej molekularnie dla TNBC. Jui w 2020 FDA zatwierdzita sacituzumab govitecan



dla TNBC. Warto by rdwniei wspomnied o inhibitorach PARP (Talazoparib) czy lekach
immunomaodulujacych (tzw. immune checkpoint inhibitors) w tym kontekscie.

Kolejny rozdziat ,Zatotenia | cele pracy” przedstawia cel gléwny oraz cele szczegdlowe pracy,
natomiast zalozen deklarowanych w tytule rozdziatu nie udato mi sig znaleié. Celem gléwnym
badaf byfa charakterystyka alfa-katuliny na podstawie prregladu literatury, a nastgpnie
wykorzystanie ekspresji tego biatka jako markera komdrek inwazyjnych potrdjnie ujemnego
nowotworu piersi w celu wyizolowania tych komdrek w systemie in vivo | analizy ich
heterogennodc, transkryptomu a takie ich udziatu w procesie mimikry nacryniopodobnej. Cel
zostal jasno przedstawiony, a nastepnie uzupelniony celami szczegotowymi. W moim odczuciu
brakuje sformulowania hipotezry badawczej.

Kolejna credc pracy obejmuje teksty obu publikacji. Praca priegladowa przedstawia
charakterystyke alfa-katuliny | je] wladciwoscl strukturalnych, omawia biatka wchodigce w
interakcje z katuling, udzial katuliny w roswoju zarodkowym, homeostazie organizmu, a takie
w procesach nowotworzenia. Nie udato mi sie znaleft w opisie samej pracy zastosowanej
«metody badawcze|”, np. tego jakie byly kryteria przegladu literatury. W mojej opinli
szczegoinie clekawa jest praca oryginalna prezentujgca, z wykorzystaniem systemu
reporterowego  katuliny heterogennoéé inwazyjnych komdrek nowotworowych, ich
plastycznodc | udziat w mimikrze naczyniopodobnej. W pracy te] stworzono ciekawy system
reporterowy wyinakowujacy popriez ekspresje GFP z promotora genu CTNNALL inwazyjne
komorki ludzkich linii TNBC. W ramach badan stosowano szerokie spektrum technik z zakresu
biologii komérki | biologii molekularnej, w tym metody hodowli komdrkowej w modelu 3D |
modele in vivo 2 wykorzystaniem mysiego modelu ksenograftéw (myszy Nod.Scid), metody
stabilnej modyfikacji komdrek, ocene ekspresji gendw metodami RT-gPCR | Western blot,
barwienie immunohistochemiczne | immunofluorescencyjne, sekwencjonowanie RNA nowej
generacjl oraz szereg testéw funkcjonalnych, takich jak: testy oceniajgce migracje, potencjat
inwazyjnosci | potencjat macierzystodci cry tworzenie struktur naczyniopodobnych.

Uzyskane wyniki wskazujg, fe ekspresja alfa-katuliny wystgpuje w ludzkich tkankach raka piersi,
a jej poziom koreluje ze stopniem zaawansowania choroby nowotworowej. Poziom alfa-
katuliny wplywa na wiasciwosici adhezyjne | migracyjne komdrek nowotworowych in vitro.
Komorki najwylej eksprymujgce alfa-katuling lokalizujq sie na brzegu inwazyjnym sfery w
modelu 3D, a ekspresja GFP pokrywa sig z ekspresja wimentyny (markera EMT). Podobnie w
modelu ksenograftow alfa-katulina wystepowala w komdrkach na inwazyjnym froncie guzdw,
komorki te jednoczednie wykarywaly ekspresje CD44 | wimentyny. Wyniki NGS pokazaty, e
wysoka ekspresja alfa-katuliny koreluje z ekspresjy gendw zaangatowanych w migracje
komdrkows, modulacje wiasciwosci adhezyjnych komdrek nowotworowych i ich interakcje z
naczyniami krwionodnymi. Dodatkowo, wyniki sekwencjonowania RNA potwierdzono
barwieniem immunofivorescencyjnym guzdw ksenograftdw, pokazujgc, ie komorki z wysoky
ekspresjy alfa-katuliny rdwniei eksprymuja MCAM, tworzgc jednoczesnie struktury
naczyniopodobne.



Lektura tej czedci pracy nasuneta mi kilka pytan:

1. Wykazano, te .w ludzkich tkankach z nowotwordw plersi wrrastajacy poziom alfa-
katuliny koreluje ze wzrastajagcym stopniem zaawansowania choroby nowotworowe]”.
Czy korelacje te byly znamienne statystycznie? Jakie byty liczebnosci grup
przedstawionych na Fig.1b' publikacji w Scientific Reports? Czy wirdd analizowanych
probek byly przypadki TNBC? Czy taky samy zalednoic zauwatono w prrypadku tego
podtypu?

2. Jak wykonywano analize barwienia IHC alfa-katuliny w materiale klinicznym? Jakie byty
kryteria wyniku pozrytywnego? Co postuiyto za kontrole pozytywnar

3. Czy poziom alfa-katuliny ma znaczenie prognostyczne w raku piersi, w szczegoinodci w
TNBC? Czy moina takie dane pokazaé na podstawie bazy TCGA lub KM-plotter
(https://kmplot.com/analysis/)?

4. W pracy pojawia sie kilkukrotnie okreslenie ,najbardziej inwazyjne komdrki
nowotworowe. Ktdre komorki | wedtug jakich kryteribw uznano za najbardzie|
inwazyjne?

5. Poprosze o ustosunkowanie sie do wyboru markera epitelialnego; w te] roll wystepuje
czasem beta-katenina, czasem CD44.

Prace korcza Podsumowanie | Whioski zawarte na 3 stronach. Z perspektywy recenzenta
musze stwierdzic, te brak dyskus)i pozostawia pewien niedosyt. Nawet krotkie
przedyskutowanie wynikdw mogloby pokazac najomodé tematyki wigzanej r prowadronymi
badaniami | umiejetnosé krytycznego spojrzenia na wygenerowane dane w kontekscie danych
literaturowych. Bibliografia obejmuje liste 42 pozycji zwigzanych z tematem pracy, wiekszosd
cytowanych prac zostata opublikowana w ostatnim czasie.

Podsumowujgc, uwatam, te cele pracy zostaly z powodzeniem zrealizowane. Metodyka byla
rétnorodna | dobrana w sposdb porwalajgcy na reallzacje wyznaczonych zadah. Uzyskane
wyniki w sposéb znaczacy poszerzyly wiedze o roli alfa-katuliny w TNBC. Wedtug mnie, wyniki
te stanowiy watne naukowo osiggniecie, a Autor rozwigzal rdefiniowany problem badaweczy
| potrafit przedstawic efekty swojej pracy w rozprawie doktorskiej. Wykazal sie, umiejetnym
wykorzystaniem szerckiego spektrum technik biologii komdrki | biologil molekularne] oraz
umiejetnoscig prezentacjl | interpretac)i wynikdw.

Stwierdzam, e przedstawiona rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, prezentuje ogding wiedze teoretyczng Kandydata w dyscyplinie oraz umiejetnodc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a tym samym spetnia warunki okredlone w art,
187 Ustawy 2 dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wylszym i nauce (Dz. U. 2018 poz.
1668)". Dlatego wnoste do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o dopusicrenie Pana Mateusza Gielaty do dalszych etapow postepowania
doktorskiego.



