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RECENZIJA

rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Smietanki p.t. "Wplyw bialka HAX1 na migracje
kolektywna, adhezj¢ typu komérka-komérka oraz mechanizm przerzutu
nowotworowego w réznych podtypach raka piersi" wykonanej pod kierunkiem dr. hab. n.
med. Ewy A. Grzybowskiej. prof. Instytutu NIO-PIB.

1. Gléwne zaloZenia i cel rozprawy

Rak piersi jest najczgstszg choroba nowotworowa, ktora co roku jest diagnozowana u
milionéw kobiet na catym $wiecie i jest przyczyna $mierci wielu dotknietych ta choroba 0sob
w r6znym wieku. Badania nad nowotworami piersi umozliwily scharakteryzowanie swoistych
markerow nowotworowych, co z kolei pozwolilo na wyrdzmienie czterech podtypow raka
piersi réznigcych si¢ wrazliwoscig na rozne formy terapii, czgstoscia nawrotow i zdolnoscia
do tworzenia przerzutéw. Pomimo ogromnego postepu wiedzy w tej dziedzinie, przyczyny
rozwoju raka piersi nie sa dobrze poznane, a metody leczenia nie s3 w pelni skuteczne. Na
catym swiecie sa prowadzone intensywne badania, ktorych celem jest poznanie zlozonosci
molekularnych mechanizméw transformacji nowotworowej i metastazy oraz znalezienie
swoistych markerow roznych stadiow raka. Mozliwo$é wezesnego wykrywania i
precyzyjnego diagnozowania nowotworow umozliwi zastosowanie ukierunkowanej terapii
ratujacej Zycie wielu pacjentek.

Analizy przeprowadzone przez zespot Pani Profesor Ewy Grzybowskiej wykazaly
nadekspresj¢ biatka HAX1 w nowotworach piersi, co moze by¢ wykorzystane w
prognozowaniu przerzutow (Trebinska-Stryjewska i wsp., Oncol. 2019; 2019: 6375025).
Biatko HAX nalezy do rodziny bialek wewnetrznie nieuporzadkowanych, ktére posiadaja
zdolnos¢ do oddziatywania z wieloma partnerami. Wsrod czasteczek oddziatujacych z HAX |
znajdujg si¢ biatka zaangazowane w regulacj¢ ruchliwosci komérkowej. Zmiany w poziomie

HAX1 mogg zatem prowadzi¢ do zaburzen wielu podstawowych procesow.



Zrozumienie roli biatka HAX1 w mechanizmach rozwoju réznych podtypow raka
piersi byl glownym celem rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Smietanki. Doktorantka
postanowila zrealizowac to zadanie analizujac wpltyw HAX1 na funkcje komérkowe
odgrywajace zasadnicza rol¢ w migracji komérek modelowych reprezentujacych rézne typy
nowotworow piersi oraz kragzacych komorek nowotworowych (CTC). Szczegotowe cele to:

- zbadanie udziatu biatka HAX1 w regulacji adhezji komorka-komorka,

- powiazanie HAX z kurczliwoscia aktomiozynowa i $ciezkami sygnalowymi
wplywajacymi na zalezng od miozyny Il migracje komorek,

- przeanalizowanie wplywu HAX1 na proces entozy i anoikis,

- wyizolowanie od pacjentek ze zdiagnozowanych rakiem piersi CTC i sprawdzenie
poziomu HAXI oraz statusu epitelialno-mezenchymalnego tych komorek.

Tak postawione cele rozprawy pozwolity Doktorantce na rozszerzenie wiedzy na
temat udziatu biatka HAX1 w migracji komorkowej oraz na zrozumienie mechanizmow
rozwoju patologicznych cech w nowotworach zwiazanych z nadekspresja HAX1. Podjeta
problematyka badawcza jest aktualna i bezposrednio wynika z wczesniejszych badan nad
biatkiem HAXI, zatem jest istotna dla rozwoju wiedzy.

2. Zastosowane podejscie eksperymentalne i otrzymane wyniki

Badania zostaly przeprowadzone na trzech komercyjnych liniach wyprowadzonych z
roznych podtypow nowotworow piersi, na linii koméorkowej wyprowadzonej z pojedynczej
komorki krazacej oraz komorkach HelLa. Doktorantka wykorzystata rowniez znajdujace si¢ w
kolekeji Zaktadu Onkologii Molekularnej i1 Translacyjnej linie komoérkowe z wyciszong
ekspresja HAX 1 oraz jedng lini¢ z nadekspresja HAX1. Pani Smietanka podjeta tez probe
wyizolowania i przeanalizowania CTC z krwi obwodowej pacjentek ze zdiagnozowanym
nowotworem piersi w fazie rozsiewu.

Hodowle komorkowe byly poddawane réznorodnym testom migracji, dzigki ktorym
Doktorantka mogta okresli¢ wptyw HAX1 na migracj¢ kolektywna oraz migracj¢
pojedynczych komérek. Porownanie predkosci migracji réznych typéw komérek z
niezmienionym, obnizonym i podwyzszonym poziomem ekspresji HEX1 jednoznacznie
wykazalo, ze biatko HAX1 ma duze znaczenie dla migracji komorek o fenotypie epitelialnym,
ktore dzigki obecnosci polaczen migdzykomorkowych migrujg kolektywnie. Wyciszenie
biatka HAX1 w komérkach o fenotypie mezenchymalnym, u ktorych polaczenia
mi¢dzykomorkowe ulegaja rozluznieniu, nie wptywalo na szybkos¢ ich migracji. Podobny
wynik Doktorantka otrzymata analizujac wplyw wyciszenia ekspresji HAX 1 na wzrost



komorek w przestrzeni trGjwymiarowej. czyli tworzenie sfer. Ciekawym wynikiem
zakonczyly si¢ badania migracji komoérek mezenchymalnych MDA-MB-231 z nadekspresja
HAXI1. Okazalo si¢, ze pomimo iz obnizony poziom HAX]1 nie byl przez te komorki
odczuwany, to zwigkszenie poziomu ekspresji HAX1 znaczaco przyspieszato ich migracjg.
Sugeruje to, ze HAX1 moze regulowa¢ ruchliwos$¢ komorkowa na drodze kilku niezaleznych
mechanizméw. Nalezy podkresli¢, ze badania nad migracja komérkowa byty bardzo
skrupulatnie zaplanowane i przeprowadzone, a kontrole byly dobrze dobrane. Dzigki temu
uzyskane wyniki sg zinterpretowane prawidlowo.

Kolejny etap badan byl konsekwencja wynikow otrzymanych w testach ruchliwosci
komorkowej. Aby zrozumie¢ mechanizm wykorzystywany przez biatko HAX1 w regulacji
procesow ruchliwosci, Autorka zastosowala metody immunocytochemiczne i mikroskopie
konfokalng do przeanalizowania struktury warstwy komdrkowej, aktynowej kory
komorkowej i wiokien naprezeniowych oraz potaczen migdzykomoérkowych. Badania
przeprowadzone byly na komérkach stacjonarnych i kolektywnie migrujacych,
niezmienionych i z wyciszona ekspresja HAX 1. Obnizenie ekspresji HAX1 powodowato
zmiany w lokalizacji bialkowych skladnikéw polaczen miedzykomérkowych oraz zmiany w
aktynowej korze komorki i wioknach naprezeniowych. Uzyskane wyniki wskazaty na udzial
HAXI1 w organizacji cytoszkieletu aktynowego i potagczen migdzykomorkowych. W tym
kontekscie zastanawiam si¢ z jakich powodow Autorka ograniczyla swoje analizy zmian
strukturalnych do komorek MCF7 z wyciszona ekspresja HAX i nie przeanalizowalta
wplywu nadekspresji HAX1 w komorkach MDA-MB-231. Jakich efektow strukturalnych
mozna by oczekiwa¢ w komoérkach z podwyzszonym poziomem ekspresji HAX1?

W poszukiwaniu molekularnych mechanizméw wykorzystywanych przez HAX1 do
regulacji ruchliwosci komorkowe). Doktorantka zastosowala trzy rézne drobnoczasteczkowe
inhibitory hamujace aktywnos$¢ miozyny II, kinazy ROCK i septyn. Wybor tych inhibitoréw
Swiadczy to o dobrej orientacji Doktorantki w mechanizmach determinujacych migracje, gdyz
ruchliwos¢ komorkowa jest w duzej czgsci uwarunkowana przez aktywnos$¢ niemigsniowe)
miozyny Il obecnej zar6wno we widknach naprezeniowych jak i w aktynowej korze. Wplyw
inhibitorow Doktorantka przesledzita w komérkach MCF7 wykonujac testy ruchliwosci i
analizy immunocytochemiczne. Dodanie do pozywki inhibitora miozyny Il lub inhibitora
ROCK zwigkszato szybkos¢ migracji komorek z wyciszonym HAX1, natomiast uzycie
inhibitora septyn wywieralo odwrotny efekt. Zatem Doktorantka stusznie podejrzewala iz
HAX reguluje aktywnos¢ miozyny Il a przez to wplywa na kurczliwos¢ wiokien
aktomiozynowych. Analizujac obrazy linii komérkowej MCF7 miHAX dostrzeglam, ze w
obecnosci blebistatyny komorki staty si¢ bardziej regularne, ale zdecydowanie poszerzyta sig

3



podblonowa warstwa kortykalnej aktyny (Rycina 30, dolny srodkowy i prawy panel).
Poniewaz w rozprawie faktu ten nie zostal skomentowany, chciatabym prosi¢ by w swojej
odpowiedzi na recenzj¢ zaproponowala Pani przypuszczalny mechanizm takiej odpowiedzi
komorki na zahamowanie aktywnosci miozyny.

Dazac do wyjasnienia kwestii czy HAX1 wplywa na miozyng bezposrednio czy tez
posrednio, Doktorantka przeanalizowata poziom ufosforylowania lekkiego tancucha miozyny.
Stosujgc metod¢ Western Blot i przeciwciala skierowane przeciwko ufosforylowanemu
MYL9, Pani Smietanka wykazata, ze w dwoch liniach komorek MCF7 z wyciszong ekspresja
HAX1 poziom ufosforylowania MYL9 jest nieco wyzszy. Z uwagi na fakt, ze inhibitore
ROCK, kinazy fosforylujacej lekkie tancuchy miozyny, znosit czgéciowo efekt wyciszenia
ekspresji HAX, badania te potwierdzity wplyw HAX| na biatka regulujgce aktywnosé
miozyny.

Doktorantka stwierdzita rowniez, ze zmiany w komérkach MCF7 wywolane
wyciszeniem ekspresji biatka HAX 1 zwigkszajg liczbe entoz i wydhuzaja czas przezywalnosci
komorek hodowanych na podiozach nieadherentnych, ale nie maja znaczacego wptywu na
przejscie epitelialno-mezenchymalne.

Na ostatnim etapie pracy Doktorantka podjela si¢ ambitnego zadania wyizolowania i
zbadania krgzacych komoérek nowotworowych i ich klasteréw z krwi pacjentek, jednakze
problemy techniczne jakie napotkala uniemozliwity uzyskanie odpowiedniej liczby komérek,
ktore moglaby poddac analizom opracowanym dla linii komérkowych.

Czgs¢ wynikoéw badan, ktére Doktorantka wlaczyla do swojej rozprawy zostata
opublikowana w dobrym pismie Molecular Biology of the Cell, a niektére metody analiz
zostaly zaprezentowane w Journal of Visualized Experiments, nowoczesnym pismie
demonstrujacym wyniki w formie filméw video. Opublikowanie wynikow badan w
mig¢dzynarodowych czasopismach $wiadczy o tym. ze wyniki badan spotkaty si¢ z uznaniem
miedzynarodowego srodowiska naukowego.

3. Struktura pracy

Rozprawa doktorska Pani Smietanki zostala przedstawiona w klasycznej formie
monografii liczacej 178 stron. Uklad pracy jest typowy dla tego typu opracowan i zawiera
nast¢pujace rozdzialy: teoretyczny wstep, zalozenia i cel pracy, materialy, metody, wyniki
oraz ich dyskusj¢. W osobnym rozdziale znajduja si¢ wnioski. Na poczatku pracy
umieszczone zostaly streszczenia w j. polskim i angielskim. Po spisie tresci Autorka zalgczyla
wykaz najczgsciej stosowanych skrotow. Spis literatury liczy 332 pozycje i obejmuje

najnowsze publikacje na temat przedmiotu pracy. Na konicu opracowania Autorka umiescila



Suplement. w ktérym udokumentowata poziom ekspresji HAX1 otrzymany przez kolegéw z
Zaktadu Onkologii Molekularnej i Translacyjnej oraz cz¢$¢ wlasnych wynikow.
Przedstawione w rozprawie wyniki zostaty bogato zilustrowane. W pracy Autorka zawarla az
54 ryciny, wsrod ktorych 6 ilustruje tresci opisane we Wstepie.

Wstep jest interesujagcym wprowadzeniem do przeprowadzonych badan. Na poczatku
Autorka wyjasnila wspolczesng klasyfikacj¢ nowotwordw piersi i opisala mechanizmy
powstawania przerzutow. W kolejnym podrozdziale opisata mechanizm przejscia epitelialno-
mezenchymalnego i jego rolg w rozwoju nowotworéw. Bardzo dobrze zostaly opisane typy
migracji komorkowej, krazace komorki nowotworowe i metody ich analizy. Ostatni
podrozdzial Wstgpu zostal poswigcony biatku HAXI, jego budowie i biologicznym funkcjom.
W tej czgsci rozprawy zabraklo jedynie opisu budowy miozyny, lokalizacji miozyny 11 w
komorkach niemig¢$niowych oraz molekularnego mechanizmu oddziatywan
aktomiozynowych i ich regulacji. Poniewaz wyniki otrzymane z uzyciem inhibitoréw dotycza
regulacji aktywnosci miozyny, takie wprowadzenie pomogioby w zrozumieniu powiazan
funkcji komérkowych z mechanizmem dziatania i regulacji niemig$niowej miozyny.

Cele pracy sa jasno okreslone, a wybér przedmiotu badan Autorka uzasadnila
koniecznoscig zbadania roli HAX1 w procesach prowadzacych do przerzutow w
nowotworach piersi wynikajacg ze wstepnych badan. Brakuje tu jednak klarownie
sformutowanej hipotezy, ktéra Doktorantka zweryfikowataby podczas swoich badan.

Materialy i metody zostaly opisane w sposob wyczerpujacy, a zawarcie w tabelach
informacji na temat uzywanych buforéow i przeciwcial nadaje tej czesci rozprawy zwarty
charakter. Opis stosowanych procedur dobrze koresponduje z opisem wynikéw, chociaz
przydaloby si¢ wyjasnienie na jakiej podstawie zostaly dobrane st¢Zenia inhibitorow.
Zabraklo mi rowniez uzasadnienia powodow, dla ktorych test przechodzenia przez pory byl
przeprowadzony w gradiencie i bez gradientu surowicy. Autorka nie ustrzegla si¢ rowniez
przed bledami podajac, na stronie 54 i 60, ze blebistatyna jest inhibitorem RhoA.

Jak wczesniej wspomnialam, wyniki sa bogato zilustrowane i dobrze opisane. Kazdy
podrozdzial zawiera krotkie uzasadnienie przeprowadzenia opisywanych dos§wiadczen oraz
podsumowanie otrzymanych rezultatow, co podkresla logiczne powigzania pomigdzy
przeprowadzonymi eksperymentami.

Dyskusja jest zwarta i zostala poprowadzona w interesujacy sposob. Doktorantka
krytycznie podeszia do rezultatow swojej pracy omawiajac je w kontekscie wynikow
otrzymanych przez innych autoréw, ktore nie zawsze sa zgodne z wynikami otrzymanymi
przez Autorke rozprawy. Swiadezy to o otwartym podejéciu Pani mgr Smietanki do wlasnych
danych. Szczegolng wartos¢ ma zaproponowany przez Doktorantk¢ mechanizm dzialania



biatka HAX1 w komérkach MCF7, ktory laczy uzyskang wezesniej wiedze ze zdobytymi
przez nig danymi przedstawionymi w rozprawie. Natomiast ogarniajg mnie watpliwosci co do
stusznosci ,,wartosciowania™ uzyskanych wynikéw. Na przyktad na stronie 141 Autorka pisze:
~Zahamowanie aktywnosci miozyny Il przy pomocy blebistatyny niweluje negatywny wplyw
wyciszenia genu HAX] na tempo migracji kolektywnej...” . Komérki kontrolne sa
wyprowadzone z nowotworéw, zatem charakterystyczna dla nich duza ruchliwos¢ jest cecha
nickorzystng. Wydaje sig. ze wyciszenie ekspresji genu HAX/, ktore obniza zdolnosé

komorek do migracji, powinni$my uzna¢ raczej za wplyw pozytywny.

Praca jest napisana zrozumiatym i poprawnym j¢zykiem, cho¢ Autorka nie ustrzegla
si¢ przed paroma niezrecznosciami, blgdami gramatycznymi i interpunkcyjnymi. Na przyklad
Zle brzmi znajdujace sig na stronie 13 sformutowanie: ,,Pacjentki z tym zdiagnozowanym
podtypem maja dluzsze przezycie wolne od choroby™. Natomiast zdanie ze strony 32:
~Zapewnia to wytrzymalo$¢ przemieszczajgeych sig struktur oraz umozliwia na powstanie w
wylonieniu si¢ wielu form migrujacych zbiorowo komérek epitelialnych...”, zapewne
wymknglo si¢ korektom tekstu pracy. Ponadto podczas lektury rozprawy odniostam wrazenie,
ze Doktorantka ma tendencj¢ do naduzywania przyimka “dla’. Dla przykladu, na stronie 89 w
Jednym zdanie przyimek ten zostal uzyty czterokrotnie: ,,...wykonano preparaty
fluorescencyjne dla testu rysy dla punktow czasowych: Oh, 4h, 14h, 24h dla linii z wyciszona
ekspresja genu HAX] i dla linii kontrolnej”, Chociaz zdanie to jest zrozumiale, to moze
drobna korekta poprawitaby tekst pod wzglegdem jezykowym.

4. Podsumowanie

Przediozona do oceny rozprawa jest interesujgcym studium nad mechanizmami
regulacji procesow migracji komorek raka piersi przez biatko HAX 1. Doktorantka wykazata
si¢ umiejgtnoscig stawiania pytan i rozwiazywania naukowych probleméw oraz prowadzenia
eksperymentoéw z uzyciem hodowli komérkowych i technik mikroskopowych.

Stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pani mgr Urszuli Smietanki spetnia warunki
okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym z dnia 14 marca 2003 . i
wnoszg¢ o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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