Krakow, 5 kwietnia 2023

Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Mateusza Gielaty, p.t. ,,Charakterystyka
inwazyjnych komoérek raka piersi z wykorzystaniem nowatorskiego
systemu reporterowego o-katuliny”

Nowotwory to obecnie jedno z najpowazniejszych wyzwan cywilizacyjnych.
Jednym ze zjawisk, ktére majg kluczowe znaczenie dla promocji i progresji
nowotworéw, jest ewolucja inwazyjnosci komodrek nowotworowych czyli
sekwencja zmian ich profilu fenotypowego ulatwiajagca im inwazj¢ sasiednich
tkanek i odleglych organéw. Mimo wielu lat badan, mechanistyczne podtoze tego
zjawiska dalekie jest od pelnego wyjasnienia, co tez stanowi jedng z przyczyn
trudnosci w znalezieniu lekdw, ktore skutecznie przeciwdzialalyby rozwojowi
nowotworéw w ich pozniejszych stadiach. Stad wynika intensyfikacja badan nad
naturg tego zjawiska, jego ,,(nie)binamoscia”, a takze regulatorami i markerami
procesOw z tym zwigzanych, w tym tzw. przejsciem epitelialno-mezenchymalnym
(ang. EMT). Ich znaczenie jest szczegolnie istotne w przypadku powszechnie
wystepujacych typéow nowotwordw, ktore dodatkowo cechujg si¢ cigzkim
przebiegiem i wysoka $miertelnoscia, a do takich bez watpienia nalezy rak piersi.
W ostatnich latach coraz wigcej uwagi poswigca si¢ roli bialek szeroko
rozumianego kompleksu powierzchniowego w regulacji potencjatu inwazyjnego
komérek nowotworowych. Jednym z nowo odkrytych biatek wchodzacych w jego
skiad jest a-katulina, ktoéra na poziomie molekularnym jest do pewnego stopnia
hybryda a-kateniny i winkuliny, bialek kluczowych dla funkcji struktur
determinujacych adhezj¢ komorkows. Powigzania funkcji a-katuliny z EMT
badane byly juz wczesniej, gdzie m. in. wykazano korelacj¢ mi¢dzy poziomami a-
katuliny a umiejscowieniem komoérek w obrgbie frontu inwazyjnego raka
plaskonabtonkowego glowy i szyi. Z drugiej strony wiedza na ten temat jest wcigz
fragmentaryczna, co migdzy innymi wynika z braku odpowiednich modeli
doswiadczalnych.

Rozprawa doktorska p. mgr. Mateusza Gielaty stanowi kontynuacje
wczesniejszych badan prowadzonych przez grup¢ badawcza prof. Agnieszki
Kobielak nad biologicznym znaczeniem o-katuliny w kontekécie jej
zaangazowania w progresj¢ nowotworowa. Autor skoncentrowat si¢ na funkcji a-
katuliny w tworzeniu frontu inwazyjnego nowotwordow piersi. Z racji czgstosci
wystepowania 1 przebiegu tej choroby jej znaczenie cywilizacyjne jest obecnie nie
do przecenienia, a zaproponowana tematyka wpisuje si¢ w aktualne trendy
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badawcze. Obejmuje ona zaréwno aspekty podstawowe, jak i kwestie potencjalnie
kluczowe dla terapii raka piersi. Badania te zostaly przeprowadzone z
wykorzystaniem nowego modelu do$wiadczalnego opartego o linie komorek raka
piersi transfekowane genem kodujacym GFP pod kontrolg promotora a-katuliny.
Nowatorstwo ocenianej rozprawy zasadza si¢ tez na oryginalnym podejsciu do
analiz funkcji a-katuliny w progresji nowotworéw piersi, opartym na polaczeniu
wydajnego systemu identyfikacji pojedynczych komorek o wysokiej ekspresji a-
katuliny i analiz transkryptomicznych, a takze na odniesieniu wynikéw tych analiz
do zdolno$ci komorek raka piersi do ,,mimikry naczyniopodobnej” i roli CD44 w
tym procesie.

Podstawe merytoryczng rozprawy mgr. Mateusza Gielaty tworzy jeden artykut
przegladowy i jedna oryginalna praca doSwiadczalna. Obie te prace zostaly
opublikowane w migdzynarodowym obiegu informacji naukowej w roku 2022, w
czasopismach naukowych o ustalonej juz reputacji, tj. w International Journal of
Molecular Sciences i Scientific Reports. Do§¢ wspomnie¢, ze sumaryczny Impact
Factor obliczony dla obu tych czasopism wynosi ok. 11.2. W obu tych pracach
doktorant jest 1-szym autorem, a dolaczone do rozprawy oswiadczenia
wspotautorow potwierdzaja kluczowy wkiad Doktoranta w przygotowanie prac.
Warto tez wspomnieé, ze znaczna czg§¢ wynikow stanowiagcych trzon publikacji
doswiadczalnej zostala uzyskana w ramach dwoch projektow badawczych
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, w tym projektu Preludium 19
(Charakterystyka wolno krazacych komorek nowotworowych raka piersi z
wykorzystaniem  sekwencjonowania RNA  pojedynczych  komorek; Nr
2020/37/N/NZ5/03069), ktorego Doktorant byt kierownikiem. Fakt opublikowania
danych zawartych w rozprawie $wiadczy réwniez o tym, ze material
doSwiadczalny stanowigcy jej podstawg oraz spojno$¢ opisanych w
poszczegolnych publikacjach wynikéw i wykorzystywana metodologia zostaty juz
pozytywnie ocenione przez grono ekspertdw. Niemniej w czasie ich lektury
nasuncto mi si¢ kilka komentarzy i pytan, ktdére z obowigzku recenzenta
wyartykuluj¢ w dalszej czesci recenzji.

Rozprawa doktorska Pana mgr. Mateusza Gielaty zostata uj¢ta w 66 stron, na
ktore skladajg sie wykazy, informacje nt. finansowania badan, przejrzyste w
odbiorze streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstgp, informacja o
zalozeniach i celach pracy, odbitki publikacji stanowigcych podstawe
merytoryczng rozprawy, podsumowanie i wnioski, oSwiadczenia wspoélautorow,
analiza bibliometryczna i piSmiennictwo. Wstgp rozprawy przedstawiony jest na 5
stronach maszynopisu i zawiera syntez¢ wiedzy na temat raka piersi, roli EMT w
procesach embriogenezy, utrzymywaniu homeostazy i rozwoju nowotworow oraz
znaczenia mimikry naczyniopodobnej w progresji nowotworowej. Calos¢ zostata
spuentowana opisem aktualnego stanu wiedzy nt. korelacji migdzy poziomami o.-
katuliny a inwazyjnoScia komorek nowotworowych oraz rozwazaniami
uzasadniajgcymi podj¢cie przez Autora tej tematyki badawczej. Uzasadnienie to
opiera si¢ na wczesniejszych doniesieniach nt. korelacji migdzy ekspresjg tego
bialkka a inwazyjno$cia komodrek nowotworowych. Calos¢ ma charakter
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syntetyczny i dobrze wprowadza czytelnika w tematyk¢ rozprawy. Z obowigzku
recenzenta wspomng jednak, ze za dojrzalg treScig Streszczen i Wstgpu nie zawsze
nadgza jego strona formalna. W rozprawie brakuje ostatniej strony pracy
przegladowej. Dalo si¢ tez zauwazy¢ stosunkowo spora liczb¢ bledow i skrotow
mys$lowych (np. ,,stany posrednie charakteryzujace si¢ cechami”, ,,a-SMA — biatko
aktyny”, “morfologia podobna do fibroblastow”, ,,macierzysto§¢ nowotworowa”,
etc.). Moj niepokd] wzbudzit tez fragment, w ktérym Autor powigzal EMT i
rozwoj frontu inwazyjnego z nowotworowymi komoérkami macierzystymi (str. 17).
Jest to chyba zbyt daleko idace uproszczenie, gdyz cechami wyrdzniajacymi
komoérki macierzyste jest wydajna kontrola réwnowagi miedzy zdolnoscig do
samoodnowy i generowaniem heterogennego fenotypowo potomstwa
(multipotencja). Brakuje dowoddéw, ze komorki sg w stanie utrzymac taki stan np.
w naturalnie dynamicznym $rodowisku ukiadu krwionosnego i limfatycznego.
Wydaje sig raczej, ze komorki uczestniczace w kaskadzie metastatycznej uzyskuja
(lub odzyskujg) cechy komoérek macierzystych dopiero po zasiedleniu niszy
(pre)metastatycznej. Ponadto ekspresja ,,markerow”, np. CD44, niekoniecznie musi
implikowaé rzeczywisty ,macierzysty” fenotyp komorek. Poza tym lektura tych
fragmentow nie nasungta mi innych merytorycznych zastrzezen. Dlatego w dalszej
czgséci recenzji zamierzam skoncentrowaé si¢ przede wszystkim na przestaniu
uzyskanych wynikow i ich mozliwych konsekwencjach poznawczych.

Artykul przegladowy p.t. ,,Emerging roles of the a-catenin family member a-
catulin in development, homeostasis and cancer progression” jest eleganckim
studium wtasciwosci i interaktomu a-katuliny stanowigcym syntezg aktualnego
stanu wiedzy nt. mozliwych funkcji tego biatka w procesach rozwojowych,
regulacji homeostazy (procesach regeneracyjnych) oraz inwazji nowotworowej. W
pracy kolejno opisano wystgpowanie i struktur¢ o-katuliny, ze szczegélnym
naciskiem na homologi¢ sekwencji i struktury a-katuliny, a-kateniny i winkuliny
oraz na mozliwe implikacje tego faktu dla funkcji a-katuliny. W dalszej czesci
pracy omowiony zostal interaktom tego biatka, w tym jego strukturalne interakcje z
biatkami  cytoszkieletu (determinujgce architektur¢ cytoszkieletu) oraz
funkcjonalne powigzania tego bialka z szeregiem elementow szlakéw
sygnatowych, takich jak male biatka G, PI3K, Akt, GSK, NF-kB, etc.
Rzeczywiscie wydajg si¢ one by¢ kluczowe dla proceséw zwigzanych z rozwojem
embrionalnym i utrzymywaniem homeostazy tkankowej, co réwniez zostalo
systematycznie oméwione w artykule. Wsp6lnym mianownikiem tych procesow
pozostaje EMT, a dane opisane w tym artykule rzeczywiscie uzasadniajg potrzebe
kontynuacji badan w kierunku analiz zaangazowania o-katuliny w tworzeniu
frontu inwazyjnego nowotworéw. Z tego wzgledu praca ta jest tez dobrym
wstepem do czgSci eksperymentalnej rozprawy, ktora zostala ujeta w ramy
drugiego artykutlu skladajacego si¢ na recenzowang rozprawe doktorska,
zatytulowanego ,,Catulin reporter marks a heterogeneous population of invasive
breast cancer cells with some demonstrating plasticity and participating in vascular
mimicry” i opublikowanego w czasopi$mie Scientific Reports.
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W artykule tym w sposéb przekonujacy opisano zaangazowanie a-katuliny w
regulacje potencjalu inwazyjnego komorek nowotworowych. Polagczono w niej
wykorzystanie modelu umozliwiajacego identyfikacj¢ i izolacj¢ pojedynczych
komorek na podstawie wysokich pozioméw a-katuliny opartego o linie komoérek
raka piersi transfekowane genem kodujacym GFP pod kontrolg promotora o-
katuliny, analizy inwazyjnoéci komorek in vitro i in vivo oraz badania
transkryptomiczne. Dzigki temu wykazano zaangazowanie a-katuliny w regulacjg
potencjatu inwazyjnego pojedynczych komorek in vivo i in vitro. Jest ono
obrazowane przez korelacj¢ migdzy wysokimi poziomi a-katuliny a lokalizacja
komorek we froncie inwazyjnym guzéw in vivo i przez spadek potencjalu
inwazyjnego komorek in vitro po wyciszeniu ekspresji a-katuliny. Ponadto analizy
immunohistochemiczne  skrawkéw  ksenograftow oraz  wyniki  analiz
transkryptomicznych wskazuja na powigzania migdzy aktywno$cig promotora o-
katuliny i zdolnoécig komorek do mimikry naczyniowe;.

Na podstawie uzyskanych wynikow, Autor sformutowal szereg wnioskow,
ktore ujat w ostatniej czesci rozprawy. Wedhug nich, a-katulina odgrywa kluczowa
role w interakcjach komoérek nowotworowych z ich mikrosrodowiskiem, m.in.
poprzez modulacj¢ wlasciwosci adhezyjnych komorek. Zwigkszona plastycznosé
biomechaniczna i fenotypowa komoérek nowotworowych o wysokiej ekspresji a-
katuliny jest kluczowa dla ich udziahu w mimikrze naczyniopochodnej i w
kaskadzie metastatycznej raka piersi. Ze swej strony chcg zaznaczy¢, ze
opracowanie systemu reporterowego opartego o transfekcj¢ komorek raka piersi
genem kodujacym GFP pod kontrola promotora o-katuliny jest znaczacym
osiggnieciem metodycznym rozprawy. Dzigki niemu uzyskano bowiem mozliwos$¢
$ledzenia i izolacji najbardziej inwazyjnych komérek raka piersi, oraz
transkryptomicznych analiz tych komorek. Pozwolit on nie tylko na identyfikacj¢
sub-populacji inwazyjnych komoérki nowotworowych o wysokiej ekspresji a-
katuliny, ale takze umozliwit wykrycie udzialu a-katuliny w regulacji inwazyjnos$ci
komorek raka piersi. Z kolei powigzania migdzy obecnoscig o-katuliny a
zdolnoscia komoérek do wspoéltworzenia struktur przypominajacych naczynia
krwiono$ne znaczgco rozszerzajg wiedz¢ na temat biologicznego znaczenia tego
biatka. Z drugiej strony, lektura i publikacji tworzacych jej podstawg merytoryczng
nasuneta mi tez kilka pytan:

- jak juz wspomniatem fakt, iz dana komorka inicjuje rozwdj guza wtérnego nie
musi oznacza¢, ze w momencie inicjacji ma ona fenotyp komorki macierzystej. Co
wiegcej, stosunkowo wysokie poziomy CD44 dalo si¢ zaobserwowac¢ praktycznie
we wszystkich komorkach z biopsji guzow (Sci. Rep.; Ryc. 7). Czy nie ktoci sig to
z koncepcjg zakladajaca, ze CD44 jest markerem CSC w badanym ukladzie?

- na ile heterogenno$¢ komorek raka piersi pod wzglgdem ekspresji a-katuliny jest
wynikiem rozwoju dyskretnych sub-populacji, wykazujacych stabilne (cho¢ rézne)
fenotypy, a na ile moze by¢ efektem krotkotrwalych zmian, ktérym podlegaja
komorki (np. zwigzanych z fazami cyklu komérkowego)?
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- o ile przyczynowy zwigzek migdzy obecnoscig o-katuliny a inwazyjnoscig
komorek nowotworowych jest niezaprzeczalny, mechanizm molekularny aczacy te
dwie cechy fenotypowe pozostaje niejasny. W rozprawie brakuje bardziej
syntetycznego ujecia watku wynikajacych z uzyskanych wyniko6w nowych
kierunkéw badawczych. Artykuly stanowigce podstawe recenzowanej rozprawy, ze
wzgledu na niewatpliwg wage zamieszczonych w nich wynikéw i ich spdjnosé
tematyczng, bez watpienia na takg syntez¢ zashuguja. Na przyklad: czy obecnosc a-
katuliny moze wplywa¢ na transkryptom komoérek poprzez wplyw na
biomechanik¢ cytoszkieletu 1 jadra komérkowego?

Podsumowujagc, calo$¢ rozprawy udowadnia kompetencje Doktoranta
zar6wno na polu metodyki badan funkcji pojedynczych bialek, jak i interpretacji
wynikéw tych badan w $wietle dostgpnych danych literaturowych. Ocena ta jest
wspomagana faktem Jego uczestnictwa w innych publikacjach dotyczacych
poruszanej w rozprawie tematyki. Analizy, ktore stanowily wklad Doktoranta w
powstanie publikacji stanowigcych podstawe rozprawy, z pewnoscig byly zmudne i
czasochlonne. Wymagaja one umiej¢tnosci, doswiadczenia, jak réwniez intuicji
badawczej. W pelni zgadzam si¢ rowniez z ogolng teza Doktoranta, wskazujaca na
potencjal rozwojowy podj¢tej tematyki badawczej. Podsumowujac, rozprawa
spetnia wszelkie ustawowe wymogi rozprawy doktorskiej okreslone w art. 187
Ustawy z dn. 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z
2020 r., poz. 85 z p6zn. zm.). Przedktadam zatem Wysokiej Radzie Dyscypliny
Nauk Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o
dopuszczenie Pana mgr Mateusza Gielaty do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Biorac pod uwagg potencjat przedstawionych w rozprawie wynikéw
i jej bogactwo metodyczne, a takze dotychczasowy dorobek naukowy Autora,
Wwnoszg rowniez o wyrdznienie rozprawy stosowng nagroda.
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