Krakow, 5 kwietnia 2023

Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Mateusza Gielaty, p.t. ,Charakterysiyka
inwazyjnych komorek raka piersi z wykorzystaniem nowatorskiego

systemu reporterowego a-katuliny™

Nowotwory to obecnie jedno z najpowadniejsrych wyzwan cywilizacyjnych
lednym ze mawisk, ktbre majy kluczowe macrenic dla promocji | progresji
nowolwordw, jest ewolugja inwazynodci komorek nowotworowych czyli
sekwencja zmian ich profilu fenotypowego ulatwiajgca im inwazje sgsiednich
tkanck i odleglych organdw. Mimo wiclu lat badaf, mechanistyczne podlode tego
zjawiska dalekie jest od pelnego wyjatnienia, co tei stanowi jedng z preycoym
trudnodci w znalezienm lekdw, ktdre skutecznie przeciwdzialalyby rozwojowi
nowotwordw w ich poEnicjszych stadiach, Stgd wynika intensyfikacja badan nad
natury tego zjawiska, jego .J[mie)binamosciy™, a takie regulatorami i markerami
procesdw z tym zwigzanych, w tym tzw. przejéciem epitelialno-mezenchymalnym
(ang. EMT). lch znaczenie jest szcregdlnie istotne w przypadku powszechnic
wysigpujacych typow nowotwordw, ktore dodatkowo cechujy sie cigzkim
przcbiegiem | wysoks Smiertelnodciy, a do takich bez watpienia nalezy rak piersi.
W ostatnich latach comz wigce) wwagi podwigen sig roli bislek szeroke
rozumiancgo kompleksu powierzchniowego w regulacji potencjatu inwazyjnego
kombrek nowotworowych. Jednym z nowo odkrytych bialek wchodzgeych w jego
skiad jest a-katulina, ktdra na poziomie molekulamym jest do pewnego stopnia
hybrydg o-kateniny i winkuliny, bialek kluczowych dla funkcji struktor
determinujgocych adhezjge komdrkows. Powigzania funkcji o-katuliny z EMT
badane byly juz wczedniej, gdeie m. in. wykazano korelacj¢ migdry poziomami a-
katuling a umigjscowieniem komorek w obrebie fronta inwazyjnego raka
plaskonablonkowego glowy i szyi. £ drugiej strony wiedza na ten temat jest weiai
fragmentaryczna, co migdzy innymi wynika z braku odpowiednich modeli
dodwiadczalnych.

Rozprawa doktorska p. mgr. Mateusza Gielaty stanowi  kontynuacyg
wezedniejszych badah prowadzonych przez grupg badawczy profl. Apnieszki
Kobielak nad biologicznym  znaczeniem a-katuling w  kontekicie jej
ZRANEAZOWANIA W Progresje nowolworows. Autor skoncentrowal si¢ na funkcji a-
katuliny w tworzeniu frontu inwazyjnego mowotwordw piersi, Z racyi czgstodei
wysigpowania i preebiegu te) choroby je) znaczenie cywilizacyjne jest obecnie nie
do przecenienia, a zaproponowana tematyka wpisuje sie w aktalne trendy
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badawcze. Obejmuje ona zarbwno aspekty podstawowe, jak i kwestie potencjalnic
kluczowe dla terapii raka piersi. Badania te zostaly przeprowadrzone z
wykorzystaniem nowego modelu dodwiadczalnego opartego o linie komorek raka
piersi transfekowane genem kodujgcym GFP pod kontroly promotora a-katuliny.
Mowatorstwo ocenianej rozprawy rasadza si¢ ted na oryginalnym podejiciu do
analiz funkcji a-katuliny w progresji nowotwordw piersi, opartym na polgczeniu
wydajnego systemu identyfikacji pojedynczych kombrek o wysokiej ekspresji a-
katuliny i analiz transkryptomicznych, a takZe na odniesienm wynikow tych analiz
do zdolnodci komdrek raka piersi do . mimikry naczymiopodobne)™ i roli CD44 w
tym procesie.

Podstawg merytoryczng rozprawy mgr. Mateusza Gielaty tworzy jeden artykoud
precglpdowy i jedna oryginalna praca dodwiadczalna. Obic te prace zostaly
opublikowane w migdzynarodowym obiegu informac)i naukowej w roku 2022, w
crasopismach naukowych o ustalonej jui reputacyi, tj. w International Journal of
Molecular Sciences i Scientific Reports. Dodé wspomnied, de sumaryczny Impact
Factor obliczony dla obu tych czasopism wynosi ok. 11.2. W obu tych pracach
doktorant jest l-szym awtorem, a dolgczone do rozprawy odwiadczenia
wspdlautordw potwierdzajy kluczowy wkiad Doktoranta w przygotowanie prac.
Warto te2 wspomnicé, Ze znaczna czgsé wynikow stanowigcych trzon publikacii
doswiadczalnej zostala uzyskana w ramach dwdich projekiéw badawczych
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, w tym projekiu Preludium 19
(Charakterystyka wolno krafgcych komodrek nowotworowych raka piersi z
wykorzystaniem  sekwencjonowania RNA  pojedynczych  komorek, Nr
20203 TN/MNZS03069), kibrego Doktorant byl kierownikiem. Fakt opublikowania
danych zawartych w rozprawie Swiadczy rownicz o tym, Ze materal
dofwiadczalny stanowigcy jej podstawg oraz  spdnodd  opisanych w
poszczegdinych publikacjach wynikdw | wykorzystywana metodologia zostaly juz
pozytywnic occnione przez grono ekspertdbw. Niemnie] w czasie ich lektury
nasunglo mi si¢ kilka komentarzy i pytan, ktbre z obowigzku recenzenta
wyartykuhij¢ w dalszej czgéci recenzji.

Rozprawa doktorska Pana mgr. Mateusza Gielaty zostala ujgta w &6 stron, na
kiore skladajg sic wykazy, informacje nt. finansowania badafl, przejrzyste w
odbiorze streszczenia w jezyku polskim i angiclskim, wsigp, informacja o
zafozeniach 1 celach pracy, odbitki publikacji stanowigcych podstawg
meryloryczng rozprawy, podsumowanie | wnioski, odwiadczenia wspOlautorow,
analiza bibliometryczna i pifmiennictwo. Wstep rozprawy przedstawiony jest na 5
stronach maszynopisu i zawiera syntezg wiedzy na temal raka prersi, roli EMT w
procesach embriogenezy, utreymywaniu homeostazy | rozwoju nowotwordw oraz
znaczenia mimikry naczyniopodobnej w progresji nowotworowe). Calodé zostata
spuentowana opisem aklualnego stanu wiedzy nt. korelac)i migdzy poziomami o-
kawliny a inwazyjnodcia komdrek nowoltworowych oraz rozwakaniami
uzasadniajgcymi podjecie przez Autora tej tematyki badawcze). Uzasadnienie to
opiera si¢ na wczesnigiszych donicsicniach nt. korelac)i migdry ekspresja tego
bistka a inwazyjnodciy kombrek nowotworowych, Calod¢ ma charakier
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syntetyczny i dobrze wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy. £ obowigzku
recenzenta wspomng jednak, ze za dojrzaly trescig Streszczen 1 Wstepu nie zawsze
nadgka jego strona formalna. W rozprawie brakuje ostatnie) strony pracy
przegladowej. Dalo sig tez zauwazyé stosunkowo sporq liczbe blgdow i skrotow
myslowych (np. stany pofrednie charakteryzujgce sig cechami™, a-SMA - bialko
aktyny”, "morfologia podobna do fibroblastéw™,  macierzysiosé nowotworowa™,
etc.). Mdj niepokdj wzbudzil ted fragment, w kidrym Aulor powigzal EMT i
roewdj frontu inwazyjnego z nowotworowymi komdrkami macierzystymi (str. 17).
Jest to chyba zbyt daleko idsce uproszczenie, gdyz cechami wyrdEniajgcymi
komoOrki macierzyste jest wydajna kontrola rdwnowagi miedzy zdolnodcig do
samoodnowy i generowaniem  helerogennego  fenotypowo  potomstwa
(multipotencjg). Brakuje dowodow, e komorki sg w stanie utrzymaé taki stan np.
w naturalnie dynamicznym fdrodowisku ukladu krwionodnego i limfatycznego.
Wydaje sig raczej, Ze komorki vczestniczace w kaskadzic metastatycznej uzyskuja
(lub odzyskuja) cechy komdrek macierzysiych dopicro po zasiedlenin niszy
(pre)metastatyczne). Ponadto ekspresja , markerdw”, np. CD44, nickoniecznie musi
implikowaé rzeczywisty ,macicrzysty” fenotyp komérck. Poza tym Icktura tych
fragmentow nie nasungta mi innvech merytorycenych mastreeden. Diatego w dalszej
czeici recenzji zamicrzam skoncentrowal sig przede wszystkim ma przestaniu
uzyskanych wynikow 1 ich moiliwych konsckwencjach poznawczych.

Artyvlout przegladowy p.t.  Emerging roles of the a-catenin family member a-
catulin in development, homeostasis and cancer progression™ jest eleganckim
studium whasciwodci i interaktomu a-katufiny stanowigcym syntezg aktualnego
stanu wiedzy nt modliwych funkcp tego biatka w procesach rozwojowych,
regulacji homeostazy (procesach regeneracyjnych) oraz inwazji nowotworowej. W
pracy kolejno opisano wystepowanic i strukturg a-katuliny, #c szczegdlnym
naciskiem na homologie sekwencji i struktury a-katuliny, a-kateniny i winkuliny
oraz na mozliwe implikacje tego faktu dla funkecji a-kamliny. W dalszej czedei
pracy omdwiony zostal inleraktom tego bialka, w tym jego strukturalne interakcje z
bialkami cytoszkieletu (determimujace  architekture cytoszkieletu) oraz
funkcjonalne powigzania tego bialka z szeregiem elementdw szlakdw
sygnalowych, takich jak male bialka G, PI3K, Akt GSK, NF-kB, et
Rzeczywiscie wydajg sig one byé kluczowe dla procesdéw zwigzanych z rozwojem
embrionalnym i utrzymywaniem homeostazy tkankowej, co rownied zostalo
sysiematycznie omdwione w artykule. Wepdlnym mianownikiem tych procesiw
pozostaje EMT, a dane opisanc w tym artykule rzeczywiscie uzasadniajg potrzebe
kontynuac)i baden w kicrunku analiz zsangafowania a-katuliny w (worzeniu
frontu inwazyjnego nowotwordéw, Z tego wzgledu praca ta jest ted dobrym
wsigpem do czgsci cksperymentalne rozprawy, kiora zostala ujgta w ramy
drugiego artykulu skladajgcego sig na recenzowang rozprawg  doktorsks,
zatytulowanego Catulin reporter marks a heterogencous population of invasive
breast cancer cells with some demonstrating plasticity and participating in vascular
mimicry” | opublikowanego w czasopidmie Scientific Reports.
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W artykule tym w sposdb przekonujqcy opisano zaangazowanie a-katuliny w
regulacje potencjalu inwazyjnego komdrek mowotworowych. Polgczono w nigj
wykorzystanic modelu umodliwizjgcego identyfikacje i izolacjg pojedynczych
komdrek na podstawie wysokich pozioméw a-katuliny opartego o linic komarek
raka piersi transfekowane gemem kodujgeym GFP pod kontroly promotora a-
katuliny, analizy imwaryjnodci kombrek im witro | in vive omz badania
transkryptomiczne. Dzigki temu wykazano zaangatowanie a-katuliny w regulacie
potencjalu inwazyjnego pojedynezych komdrek in vive i im vitro. Jest ono
obrazowane przez korelacje migdry wysokimi poziomi a-katuliny a lokalizac)y
komorek we froncie imwaryjnym guzdw in vivo | preez spadek potencjabu
inwazyjnego komorek in vitro po wycisreniu ekspresji a-katuliny. Ponadto analizy
immunohistochemicane  skrawkéw  ksenograftéw omz wyniki  analiz
transkryptomicznych wskazujg na powigzania migdzy aktywnodcig promotora o-
katuliny i zdolnodcig komdrek do mimikry naczymowej.

Ma podstawie uzyskanych wynikéw, Autor sformulowal szereg wnioskiw,
ktdre ujgl w ostainiej czedci rozprawy. Wedlug nich, a-katulina odgrywa kluczowy
role w imterakcjach komdrek nowotworowych z ich mikrosrodowiskiem, m.in.
poprzez modulacje wiladciwodei adhezyjnych kombrek. Zwigkszona plastycznodl
biomechaniczna i fenotypowa komorck nowotworowych o wysokic) ckspresji a-
katuliny jest kluczowa dla ich udzialn w mimikrze naczymopochodne) i w
kaskadzie metasiatycznej raka piersi. Ze swej strony cheg zaznaczyé, ie
opracowanic systemu reporicrowego opartego o transfekcig komdrek raka piersi
genem  kodujacym GFP pod kontroly promotora o-katuliny jest zmaczacym
osiggnigeiem metodycznym rozprawy. Dzigki niemu uzyskano bowiem modlivodd
gledzenia i izolacji najbardziej inwazyjnych komorck maka piersi, omz
transkryptomicznych analiz tych komdrek, Pozwolil on nie tylko na identyfikacjg
sub-populacji inwazyjnych komérki nowotworowych o wysokie) ekspresi a-
katuliny, ale takze umoiliwil wykrycie udzials a-katuliny w regulacji inwazyjnodei
komérek raka piersi. Z kolei powigzania migdzy obecnosciy a-kauliny a
zdolnoicia komdrek do wspoltworzenia struktur przypominajgcych naczynia
krwionodne znaczgco rozszerzajg wiedzg na temat biologicznego znaczenia tego
hiatka. Z drugiej strony, lektura i publikacji tworzgeych jej podstawe merytoryczng
nasungia mi tez kilka pytan:

- jak juz wspomnialem fakt, i dana komdrka inicjuje rozwd) puza wiomego nie
miusi oznaczaé, Ze w momencie inicjacji ma ona fenotyp komdrki macierzystej. Co
wigcej, stosunkowo wysokie poziomy CD44 dalo sig zaobserwowal praktycznie
we wszystkich komérkach z biopsji guzow (Sci. Rep.; Ryc. 7). Czy mie kloci sig to
z koncepeja zakladajacy, 2e CD44 jest markerem CSC w badanym ukladzie?

- na ile heterogennodé kombrek raka piersi pod wzgledem ekspresji a-katuliny jest
wynikiem rozwoju dyskretnych sub-populacji, wykazujgcych stabilne {cho¢ roZne)
fenotypy, a na ile moze byé efektemn krotkotrwalych zmian, ktérym podlegajg
komérki (np. zwigzanych z fazami cyklu komorkowego)?
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= o ile przyczynowy zwigzek migdzy obecnodciy a-katuliny a inwazyjnofciy
komdrek nowotworowych jest niezaprzeczalny, mechanizm molekularmy laczacy te
dwie cechy fenotypowe pozostaje nigjasny. W rozprawie brakuje bardziej
synielycznego ujecia witku wynikajacych z uzyskanych wynikéw nowych
kierunkow badawczych. Artykuly stanowigce podstawe recenzowane) rozprawy, ze
wzgledu na niewgtpliwg wage zamieszczonych w nich wynikéw i ich spdjnodé
tematycrng, bez watpienia na taky synteze zashuguyy. Na przyklad: czy obecnodé a-
katfiny moie wplywaé na transkryptom komodrck poprzez wplyw na
biomechanikg cyloszkieletu 1 jgdra komérkowego?

Podsumowujgc, caloé¢ mozprawy udowadnia kompetencje Doktoranta
zarbwno na polu metodyki badan funkcp pojedynczych bialek, jak 1 interpretacyi
wynikdw tych badsh w fwictle dostgpnych danych literaturowych. Ocena ta jest
wspomagana fakiem Jego uczestnictwa w inmych publikacjach dotyczgcych
poruszane) w rozprawie ematyli. Analizy, kidre stanowily wkiad Doktoranta w
powstanie publikacji stanowigcych podstawg rozprawy, z pewnodcig byly smudne i
czasochlonne. Wymagaja one umicj¢tnosci, dodwiadczenia, jak rownicz mtuicyi
badawcre). W pelni zgadzam si¢ rdwniez z ogolng terg Doktoranta, wskazujgcy na
potencjal rozwojowy podjcte) tematyki badawczej. Podsumowujac, rozprawa
speinia wszelkie ustawowe wymogi rozprawy doktorskie) okreflone w art. 187
Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkelnictwie wyZszym i nauce (Dz. L. z
2020 r., poz. B3 z pdin. xm.). Preedkiadam zatem Wysokiej Radzie Dyscypliny
Mauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o
dopuszcrenic Pana mgr Mateusza Gielaty do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Biorge pod uwagg potencjal przedstawionych w rozprawie wynikow
i jej bogactwo metodyczne, a takie dotychczasowy dorobek naukowy Autora,
whnosze rowniet o wyrdinienie rozprawy stosowng nagroda.
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