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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Smietanki zatytulowanej: ,,Wplyw
bialka Hax1 na migracj¢ kolektywna, adhezj¢ komérka-komérka oraz mechanizm
przerzutu nowotworowego w roznych podtypach raka piersi.”

Przedstawiona do recenzji praca wykonana zostala w Zakladzie Onkologii
Molekularnej i Translacyjnej Narodowego Instytutu Onkologii — Panstwowego Instytutu
Badawczego im. Marii Sklodowskicj-Curie w Warszawie. Promotorem pracy jest Pani dr hab.
Ewa Grzybowska. protesor Instytutu. Dysertacja dotyczy biatka Hax 1. ktore jest od kilkunastu
lat obicktem zainteresowania naukowego Pani Promotor. Poznanie funkcji tego bialka jest
istotne z powodow medycznych, gdyz mutacje w genie HAX/. kodujacym to biatko zostaly
opisane jako powodujace rzadka chorobg genetyczna - wrodzona neutropenic (chorobe
Kostmanna) oraz zaburzenia poznawcze. a zwigkszony poziom bialka Hax| opisano miedzy
imnymi w roznych typach nowotworow.,

Ten ostatni wymieniony aspekt jest podstawa prac prowadzonych w Zakladzie
Onkologii Molekularnej i Translacyjnej. a wykonane przez mgr Urszule Smictanke i
zaprezentowane w rozprawie doktorskiej doswiadezenia stanowia ich fragment. Dotycza one
wplywu wyciszenia ekspresji genu /4.X/ na wybrane fenotypy zwiazane z migracja komorek
w trzech roznych liniach komorkowych wyprowadzonych z komorek pobranych od pacjentek
z roznymi typami raka piersi.

Praca doktorska ma typowy uklad dla prac cksperymentalnych. Prace rozpoczynaja
streszezenia W jezyku polskim i angielskim oraz spis skrotow. Nastgpnie Doktorantka
zamiescila wstep dotyczacy tematyki pracy i obejmujacy dwa glowne elementy. Pierwsza czesé
dotyczy nowotworow. szezegdlnie zas nowotworéw piersi — charaktervstyki ich typow i
ogolnie mechanizmow powstawania przerzutow, migracji komorek i typow komorek
nowotworowych krazacych w organizmie. Druga czgs¢ wstepu to przedstawienie wiedzy na
temat bialka Haxl. jego lokalizacji wewnatrzkomorkowej. oddziatywan z innvmi bialkami.
wplywu na roznorodne procesy komorkowe oraz na temat jego udzialu w patogenezie chorob
genetycznych i w nowotworach. Wstep jest bardzo dobrze napisanym rozdziatem. Czyta sie 20
lekko 1 7 przyjemnoscia. Jednakze w tej czesci pracy zabraklo mi krotkiego przedsiawienia
bialck septyn i bardziej rozbudowanego opisu udzialu szkieletu aklynomiozynowego w
procesach generowania sity motorycznej. napigcia i transdukcji tego napiccia migdzy
komorkami.  Przykladowo opis  moglby bazowaé na  artykulach przegladowych
opublikowanych w Current Biology [Vol. 31. (10)] w 2021 roku. Brak ten odczuwa si¢ przy
przejsciu do analizy otrzymanych wynikow i dyskusji.



W drugim rozdziale Autorka przedstawila zalozenia i cel swojej pracy. Okreslita, ze
ogolnym celem Jej pracy jest .wyjasnienie niektorych aspektow wplywu braku biatka Hax1 na
progresje w raku piersi”. W celu realizacji tego zamierzenia Doktorantka postanowila:

I. przetestowac wplyw biatka Hax1 na adhezj¢ komérka-komorka i na migracj¢ komorek linii
komorkowych wyprowadzonych z roznych typow raka piersi,

poszukac jaki jest mechanizm dzialania biatka Hax1 na migracje kolektywna komorek.
opisac jaki jest wptyw wyciszenia HAX'! na proces entozy.

oszacowac poziom biatka Haxl w komoérkach nowotworowvch krazacych w krwi
obwodowej pacjentek z rakiem piersi i okresli¢ status zroznicowania epitelialno-
mezenchylalnego tveh komorek.

vy b2

.

Do realizacji celow doktorantka zastosowala réznorodne metody. ktore zostaly opisane
szezegolowo w kolejinym rozdziale Materialy i Metody. Dobor tych metod jest adekwatny do
zamicrzonych celow. Kolejny rozdzial zawicra opis wynikow wielowatkowych badan
przeprowadzonych przez Doktorantke ktore pozwolily na stwierdzenie. ze:

I. Wyciszenie ekspresji genu /AX7 ograniczylo migracje komorek o fenotypie epitelialnym.
ale nic mezenchymalnym w dwoch typach testow — w tescie zarastania i w tescie Tysy.

2. Wyciszenie ekspresji genu HAXI nie wplynelo natomiast na migracj¢ pojedynczych
komorek badana testem przechodzenia przez pory. zarowno w komérkach o fenotypie
epitelialnym jak i o fenotypie mezenchymalnym.

Wyniki te stanowily podstawe wywnioskowania. ze biatko Hax1 jest istotne dla
migracji kolektywnej komorek. W dalszej czesci pracy Doktorantka zajela si¢ poszukiwaniem
mechanizmu wplywu biatka Haxl na ten tvp migracjii. W zwiazku 7 tvm. 7e migracja
kolektywna komorek wymaga istnienia potaczen migdzykomaorkowych. regulacji przylegania
komorek do  podloza 1 jest zalezna od  procesow przebudowy  cvtoszkicletu
aktynomiozynowego. ktory odpowiada za tworzenie struktur istotnych dla przemieszczania sig
komorek. Doktorantka ocenila:

I. wyglad warstwy komorek linii o fenotypie epitelialnym z wyciszonym genem HAX],

2. okreslala lokalizacj¢ bialek charakierystyeznych dla polaczen migdzykomorkowych takich
Jak desmosomy. polaczenia przylegajace i polaczenia sciste. odpowiednio plakoglobiny. k-
kadheryny i klaudyn 2 1 5 uzywajac w tym celu techniki immunofluorescencji posredniej.

- Wybarwiata cytoszkielet aktynowy i obserwowala zmiany jego organizacii. Przeprowadzone
obserwacje mikroskopowe pokazaly: zmienione utozenie komorek z wyciszonym genem
HAXT w obrgbie warstwy oraz zmiany w organizacji cytoszkieletu aktynowego. 1. grubsze
wlokna spolimeryzowanej aktyny.

[V

Kolejnym  krokiem bylo sprawdzenie wplywu trzech zwiazkow chemicznych
wplywajacych na kurezliwos¢ cytoszkieletu aktynomiozynowego. Badania pokazaty, z¢ uzycie
inhibitora wiazania miozyny z aktyna lub inhibitora kinazy ROCK. aktywujace] polimeryzacje
aktyny. poprawia migracj¢ komorek, w testach rysy i zarastania oraz przywraca ¢z¢sciowo
regularnos¢ ulozenia komorek w warstwie. Natomiast zastosowanie inhibitora septyn w
komorkach kontrolnych tj. bez wyciszenia genu HAX] dawalo taki sam efekt jak wyciszenie
tego genu. Uzyskany wynik dotyczacy dzialania inhibitora miozyny na normalizacjg fenotypow
komorek z wyciszonym HAXI skionil Doktorantke do sprawdzenia poziomu fosforylacji
fancucha lekkicgo miozyny Il. formy aktywnej miozyny w procesie generowania sty
motoryezne).



Doktorantka w trakcie eksperymentow scharaktervzowata rowniez badane komorki pod
katem czgstotliwosci zajscia procesu entozy. ktory to proces warunkowany Jest dzialaniem
wiokien aktynomiozyny oraz sprawdzila wplyw wezesniej testowanych inhibitorow oraz
transformujacego czynnika wzrostu beta na ten proces. Czes¢ dotyczaca charakterystyki
komorek linii wyprowadzonych z raka piersi w ktorej wyciszano gen HAX] zawiera jeszeze
analiz¢ wplywu tego wyciszenia na tworzenie sfer w hodowlach 2D. przezywalnosé komorek
W warunkach braku przylegania do podloza oraz analize poziomu bialek markerowych
przejscia epitelialno-mezenchymalnego. Ostatnia zamierzona czgscia eksperymentalna pracy
byla analiza poziomu biatka Hax1 i markerow przejscia epitelialno-mezenchymalnego w linii
komorkowe] wyprowadzonej z komorki nowotworowej krazacej w krwi obwodowej pacjentki
oraz bezposrednio w komorkach nowotworowych wyizolowanych z krwi 36 pacjentek
leczonych w NIO-PIB. Doktorantce udalo sic wyizolowaé stosujac metode Screen Cell
pojedyncze krazace komorki nowotworowe i ich klastry z krwi tvlko 6 pacjentek. Dalsze
badania sugerowaly. Ze te komorki prawdopodobnie ulegly uszkodzeniu. Doktorantka w tej
czgsct borykala si¢ 2 problemami technicznymi pracy z materialem od pacjentek i brakiem
opracowanych procedur. Pomimo, Ze Autorce nie udalo si¢ zrealizowa¢ do konca zamierzen tej
€zgsci pracy lo uwazam. ze opisanie nicpowodzenia ma wysoki walor edukacyjny dla kolejnych
0s0b. ktore zajmowac beda si¢ dalszymi badaniami. Jest to tez podstawa do opracowywania
techniki. ktora pozwoli wydajnie izolowaé komorki nowotworowe z krwi pacjentow i nast¢pnie
je charaktery zowac.

Wigkszos¢ wynikow przedstawionych w rozprawie zostala otrzymana w trakcie
wiclokrotnic  powtérzonych — eksperymentow i opracowana statystveznie.  Ciag
przeprowadzonych eksperymentow nie budzi zastrzezen.

Do przedstawionyeh wynikow mam nastepujace uwagi i pytania:

Rycina 8 — jakie przeciwciala zostaly uzyte do uwidocznienia biatka Hax 1 i Hax | -Flag?
Czy znacznik Flag jest na N czy na C koncu biatka? Z opisu w tekscie wynika. ze na N koncu.
a na rycinie jest napisane. ze na C koncu. Czy zapis Flag Flag oznacza dwukrotnie powtorzona
sekwencj¢ kodujaca znacznik Flag? Nie jest to dla mnie jasne. Autorka nie skomentowala tez
faktu. ze nadprodukcja Hax1-Flag skutkuje zwiekszonym poziomem endogennie kodowanego
Hax1.

Czy wiadomo dlaczego ksztalt komorek MCF7 Kontrola#l i MCF7 Kontrola-sh
przedstawionych na Rycinach 20 i 21 rozni si¢. Komorki MCF7 Kontrola-sh na Rycinie 20 sa
wigksze, a na Rycinie 21 ulozone bardziej nieregulamie.

Nicjasne jest dla mnie stormulowanie: ..zaobserwowano zmiany w znakowaniu dla
plakoglobiny i E-kadheryny™ (str. 86). Tres¢ zdania sugeruje problem techniczny ze¢
znakowaniem. Jednakze przypuszezam, ze Autorka miala na mysli albo zmiany poziomu
intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego. albo zmiany w rozmieszcezeniu tego sygnalu na
obrazach. Prosz¢ o wyjasnienie.

Opisujac wynik przedstawiony na Rycinie 21 Doktorantka odniosta sie tylko do zmian
w wygladzie wiokien naprezeniowych panel B. Przedstawione w panelu A zdjecia pokazujace
wyglad wiokien aktyny kortykalnej w komorkach z wyciszonvm na dwa rozne sposoby (z
uzyciem siRNA i shRNA) genem FHAX/ roznia si¢ miedzy soba i w stosunku do kontroli bez
wyciszenia. Proszg o komentarz. Jezeli chodzi o wiokna naprezeniowe to Autorka pisze. ze po
wyciszeniu HAXT sg one dluzsze. Nie jest to fortunne okreslenie. Lepszym okresleniem Jest 1o
uzyte w publikacji w MBC. w ktorej Doktorantka jest wspotautorem. Sa one tam okreslane jako
lepiej uwidaczniajace si¢. Nalezy bowiem pamigtaé. z¢ w mikroskopie nie zaobserwujemy
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pojedynczych wlokien. a dopiero ich wiazki. Jezeli konce w 1azki stanowia pojedyncze wiokna
to ich nie widzimy. Natomiast jezeli skladaja si¢ one z wielu widkien. sa grubsze. to wiedy
uwidaczniajy si¢ i wiazka wydaje si¢ dluzsza. Ewidentnie na przedstawionvm zdjeciu wida¢
grubsze wiazki aktynowe w komérkach z wyeiszonym HAX] dlatego sugeruje sprawdzenie
stosunku poziomow G i F-aktyny w badanvch ukladach. np. przez wirowanie roznicowe.

W tytulach rozdzialow 5.5, 5.6 1 5.6.1 brak jest okreslenia jakich inhibitorow wplyw byl
badany.

Jak poprawnie po polsku nazywa sie inhibitor blebistatyna czy blebbistatyna? Po
angiclsku jest z podwojnym ..b”, w tekscie pracy Autorka sklania si¢ do pisowni z pojedynczym

b, jednak na Rycinie 30 umiescita napis blebbistatyna.

Na rycinie 35 Autorka analizuje metoda western blot poziom ufosforylowanej formy
miozyny 11. wyniku tego nie byl kwantyfikuje i wy cigga wniosek. ze po wyciszeniu genu HAX/
Jest wigeej formy ufosforylowanej. Zabraklo mi tu analizy nie poziomu samej ufosforylowanej
miozyny miedzy badanymi probkami. ale porownania stosunku poziomow miozyny
utostorylowanej do nieufostorylowanej w badanych probkach. Taka analiza dopiero pozwoli
powiedziec. czy jest wigeej aktywnej (ufosforylowanej) miozyny.

Na Rycinie 37B obraz warstwy komorek kontrolnych rozni si¢ od tego prezentowanego
na wezesniejszych rycinach. Zabraklo mi tu zdania wyjasnienia dlaczego tak jest.

Nie rozumiem sformulowania 4-6 obrazow na 100 komorek (strona 1 12) i 11-12
obrazow na 100 komorek (strona 113). 11 obrazow na 100 komérek (strona 1 14). lle komorek
policzono?

Strona 113 nie podano co to jest TGFp.

Ad Rycina 40A 1 40C - Jak ma si¢c wynik 7 czgscl A do tego co zaprezentowane w czesci
C? Dlaczego ilos¢ entoz dla mieszanej kultury kontrola’kontrola (37%) jest wyzsza niz dla
probki miHAX1/miHAX1 (24%). gdy w panelu A ilos¢ entoz dla kultury z wyciszonym HAX/
Jest wicksza niz dla kontroli?

Strona 116 niepotrzebnie wprowadzono nazwe typ 3. skoro potem jest wytlumaczenie.
Prosciej byloby od razu napisaé, ze chodzi o komorke z wyciszonym HAX! w komorce
kontrolnej. Wezesniej nie ma opisu zadnych typow.

Rycina 44 — nie wida¢ na membranie sygnatu od wimentyny. czy tak ma by¢. czy 1o jest
kwestia jakosci wydruku?

Rycina 46 - brak jest podziatu na czesc A i cz¢s¢ B, a taki podzial sugeruje podpis.

Kolejny rozdzial 1o Oméwienie wynikow i dyskusja. Ze wzgledu na wiele sposobow
dzialania bialka Hax 1 na komorki poprowadzenie Dyskusji bylo trudne. Autorka zdecydowata
si¢ na przedyskutowanie wplywu wyciszenia genu /AX] oddzielnie na poszezegolne badane
tenotypy odnoszac si¢ do wynikow badan juz opublikowanych. Takie poprowadzenie dyskusiji
spowodowalo. ze nie dowiedzialam sic. co Autorka uwaza, za najwazniejsze osiagnigeie swojej
pracy. Wszystkie opisane fenotypy wydaja si¢ byvé jednakowo cenne. Moja uwaga krvtyczna
do Dyskusji dotyczy schematu przedstawionego na Rycinie 52. Zabraklo na nim odniesienia
do faktu, ze septyny a dokladnie septyna9 il reguluje aktywnos¢ min. kinazy ROCK (Zeng et
al. Cell Death and Disease (2019) 10:720 hitps:“doi.org 10.1038 s41419-019-1947-9) co
wplywa na cytoszkielet aktynowy, Oprocz tej Jednej uwagi Dyskusja ni¢ budzi moich
zastrzezen.

W koncowej czgsci rozprawy znajduje sie rozdzial Wnioski. w ktorvym Autorka
wypunktowala osiagni¢cia swoje¢j pracy oraz spis bibliografii obejmujacy 332 pozycje.
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Dysertacj¢ konczy rozdzial 9 zawierajacy dodatkowe 3 ryciny na ktorych przedstawiono wynik
analizy western blot stanowigcy kontrolg poziomu wyciszenia HAX/ w testowanych liniach i
klonach. oraz barwienia metoda May Grunwald Giemsa i fluorescencyjnego preparatow
uzyskanych z materialu pobranego od pacjentek.

W warstwie edytorskiej praca zawiera pojedyncze bledy literowe oraz niefortunne
stormulowania 1 niescislosci. jak:

Str. 39 _zrzucac klastery CTC do krwioobiegu™

Str. 40 Dynabeads jest ogolnym okresleniem kulek magnetyeznych. a nie metoda

Str. 69 .wyprowadzono |...] odpowiednia lini¢ kontrolna w linii komorkowej MDA-
MRB-231."

Str. 70 .AraC dziala poprzez bezposrednia inkorporaci¢ do DNA. wykazujac
specy ficznosé wzgledem fazy S.

Str. 85 - niedokonczone zdanie na gorze strony

Str. 128 — wyrazenie .barwienia epitetelialno-mezenchymalnego™ jest skrotem
myslowym

Str. 138 Nie rozumiem fragmentu zdania ..znaczenie dla zrozumienia roznych procesow
fizjologicznych i komarkowych m.in. takich jak [...] inzynieria komorkowa.. ™

Str. 143 . GTPazy septynowe™

Str. 146 .gestsze |...| wlokna naprezeniowe™

Str.151 _status bialka Hax1™ — niejasne czy chodzi o poziom Haxl. jego lokalizacje,
oddziatywania

Wymienione niescistosci nie zmniejszaja wartosci rozprawy. Uwazam. ze Autorka
dokonata szercgu obserwacji. ktore poszerzaja nasza wiedze o dzialaniu bialka Hax] w
regulac)i migracji komorek przez wplyw na cytoszkielet aktynomiozynowy. Stanowia one
cenng bazg pod dalsze prace. juz czysto z zakresu biologii komorki. ktére pozwola
zdeterminowa¢ mechanizmy wplywu bialka Hax1 na organizacje cytoszkieletu aktvnowego. a
co za tym idzie na migracje komorek. O jakosci przeprowadzonych prac najlepiej swiadczy
fakt. ze otrzymane w ich trakcie wyniki weszly w sklad dwoch publikacji. pracy
eksperymentalnej opublikowanej w 2019 w renomowanym czasopismie Molecular Biology of
the Cell (MBC) oraz pracy metodologicznej z 2020 roku opublikowanej w Journal of
Visualized Experiments (JoVE). Dodatkowo warto zwroci¢ uwage. ze Doktorantka ma w
swoim dorobku jeszcze jedna prace. ktora ukazala sic w 2021 w Journal of Translational
Medicine.

Podsumowujac moja ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Urszuli Smietanki Jest
pozytywna. Stwicrdzam. ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. 7 2017 r. poz.1789 z¢ zm.). Sktadam wiec wniosek Radzie Naukowej
Narodowego Instytutu Onkologii im. M. Sklodowskiej-Curie — Panstwowego Instytutu
Badawczego o dopuszezenic Pani mgr Urszuli Smietanki do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

;hab. Joanna Kaminska



