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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Mieszkowskiej
pt. ,,Rola tetraspaniny CD151 w regulacji funkcji biatek z rodziny ErbB — znaczenie
w progresji raka gruczolu piersiowego”,
w zwigzku z powierzeniem obowigzku recenzenta
przez Rade Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG i GUMed.

1. Znaczenie podjetych badan

Praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Enzymologii Molekularnej Katedry
Biotechnologii Medycznej Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, a jej promotorem jest Pan dr hab. Rafat
Sade;.

Praca dotyczy proby zbadania roli tetraspaniny CD151 w procesach dimeryzacji biatek
rodziny ErbB. W szerszym kontek$cie praca miata na celu analiz¢ znaczenia tych procesow
dla przebiegu 1 skuteczno$ci terapii przeciwnowotworowej opartej o Herceptyng.
Tym samym, ambitnym celem Doktorantki byta identyfikacja nowych §ciezek molekularnych
o istotnym znaczeniu dla skutecznos$ci leczenia raka piersi. Przez wzglad na wieloczynnikowy
charakter patogenezy tego nowotworu i ztozono$¢ procesdéw molekularnych jemu
towarzyszacych, tego typu zalozenia zawsze stanowig powazne wyzwanie w pracy badacza.

Praca zostata napisana w sposéb spdjny, logiczny 1 przejrzysty. Warto zaznaczyc,
ze czeS¢ wynikow zaprezentowanych w pracy zostala juz opublikowana w czasopiSmie
o nieprzecietnej jakosci. Podjecie przez Doktorantke wspomnianej tematyki stanowi
kontynuacje owocnych prac badawczych prowadzonych przez promotora rozprawy,
a dotyczacych m.in. udzialu w patogenezie raka piersi takich czynnikow jak CD151 czy tez
sygnalizacji komorkowej lub identyfikacji markeréw diagnostycznych i1 prognostycznych jak
np. miRNA. Jak wiadomo, w obliczu rosnacych wskaznikow zachorowalno$ci na nowotwory,
w tym raka piersi, tego typu badania doskonale wpisujg si¢ w §wiatowy trend ale i w potrzeby

wspoélczesnej medycyny molekularne;.



2. Ocena pracy

A) Ocena merytoryczna

We wstepie, obejmujacym 22 strony, Doktorantka dokonuje zwiezlego opisu
aspektow zwigzanych z epidemiologig i klasyfikacjg raka piersi. Ta gruntowna analiza obrazu
klinicznego pozwala na zaprezentowanie uzasadnienia dla realizacji badan we wskazanym
kierunku. Doktorantka podejmuje udang prob¢ podsumowania wiedzy na temat znaczenia
receptorow ErbB zardwno jako elementu prognostycznego ale i wplywajacego na skutecznosé
terapii przeciwnowotworowej. Szczegélnie aspekt praktyczny, kliniczny prezentuje
najistotniejszag warto$¢ pracy. Tak przygotowany wstep stanowi istotne uzasadnienie dla
podjecia zaproponowanych dziatanh w ramach pracy. W stosownych miejscach znalazty si¢
ryciny, ktore jasno obrazujg przedmiotowy kontekst rozprawy i znaczaco wzbogacaja prace
oraz ulatwiaja podazanie za ideg Autorki.

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w zalozeniach i celu pracy Doktorantka bardzo
lakonicznie prezentuje koncepcj¢ poszczegdlnych jej etapow. W mojej ocenie
doprecyzowanie strategii dziatania na pewno znaczaco poprawitoby odbior ztozonej przeciez
pracy i pomoglo w §ledzeniu realizacji poszczegolnych jej etapow. Moze dobrym podejsciem
byloby stworzenie hipotezy badawczej i schematu kolejnych etapow jej weryfikacji.
Przedstawione cele pracy zostaly podane bardzo szczegdtowo ale zabraklo nieco kontekstu
I Szerszego omowienia znaczenia ich realizacji i wplywu na poszerzenie wiedzy
w przedmiotowym zakresie.

Materialy i metody przedstawiono na zaledwie 12 stronach ale w tym przypadku jest
to uzasadnione. Doktorantka szczegotowo charakteryzuje stosowane podioza, bufory,
odczynniki i przeciwciata wskazujac ich pochodzenie. Podstawa do uzyskania przelomowych
wynikow byto zastosowanie tak innowacyjnych metod biologii molekularnej jak transdukcja
wektorem lentiwirusowym, cytometria przeptywowa czy immunoidentyfikacja lub hodowle
3D. Zastosowanie tak szerokiego panelu bardzo nowoczesnych i miarodajnych metod
diagnostycznych zdecydowanie podnosi walory poznawcze pracy.

Wyniki przedstawione zostalty na 25 stronach, sa bogato ilustrowane rycinami
I fotografiami oraz opisujg kolejne etapy realizacji rozprawy.

Analiza dotyczy gtéwnie linii komorkowych nowotworowych (HB2, MCF7, SKBR3
1 BT474) oraz linii referencyjnej, nienowotworowej tj. MCF10A. Kazda z tych linii w sposob

naturalny i oczywisty rozni si¢ statusem ekspresji receptora ErbB2.



To cze$¢ najwazniejsza i najciekawsza z calej pracy. Autorka prezentuje udziat CD151
w aktywnosci metabolicznej mierzonej ich potencjatem proliferacyjnym. Jest to o tyle cenne,
ze analiza dotyczy hodowli w uktadzie 3D. Czg$¢ ta zostata poprawnie udokumentowana
i poddana szczegdtowej, adekwatnej analizie. Aczkolwiek wyniki okazaty si¢ by¢ na tyle
niejednoznaczne, ze autorka zasugerowata, prawdopodobnie stusznie, plejotropowy efekt
CD151.

Kolejny etap badan obejmowal oznaczenie parametréw proliferacyjnych badanych
komorek w kontekScie zastosowania Herceptyny i ocene udzialu w tym procesie CD151.
W tej cze$ci wykazano, ze odpowiedz raka piersi na terapi¢ Herceptyng moze by¢
warunkowana sygnalizacjg komdrkowa inicjowang przez heterodimer ErbB2/ErbB3. Wyniki
te wydajg si¢ potwierdza¢ kolejne dane pokazujace role hereguliny w stymulacji wzrostu
komoérek o wysokim poziomie receptora ErbB2 (komorki linii SKBR3 oraz BT474).
Co wiecej, w liniach tych Autorka wskazata na rolg CDI51 w odpowiedzi komorek
na Herceptyng. Analiza funkcjonalna potwierdzila zniesienie przez to biatko stymulujacego
wplywu hereguliny na proliferacje wskazanych komoérek oraz jego udzial w uwrazliwianiu
komorek nowotworowych na dziatanie Herceptyny. W dalszych etapach pracy Doktorantka
koncentruje si¢ na wykazaniu S$ciezki sygnalizacyjnej posredniczacej w mechanizmie
indukowanym CD151. Podobnie, Autorka wykazata role CD151 w procesie uwrazliwiania
komorek na dziatanie Pertuzumabu na drodze hamowania heterodimeryzacji kompleksu
ErbB2/ErbB3.

Podsumowujac, biatko CD151 zostato wskazane jako istotny element bioracy udziat
W mechanizmie uwrazliwiania komoérek nowotworowych na drodze regulacji dimeryzacji
receptorow ErbB2/ErbB3. Takie wnioski daja szanse¢ na rozwinigcie 1 postep badan
w zakresie terapii uzupetniajacej w leczeniu opornych nowotwordw.

W Dyskusji wynikoéw przedstawionej na 6 stronach Doktorantka dokonata rzeczowej
analizy uzyskanych wynikow w zestawieniu ze S$wiatowymi danymi literaturowymi.
Interpretacja uzyskanych wynikow jest logiczna ale 1 krytyczna. Autorka podkresla momenty,
w ktorych jej wyniki znajduja potwierdzenie w danych literaturowych ale i podkresla
nowatorski charakter odkry¢. Ta cze§¢ pracy wydaje si¢ szczegdlnie wartosciowa, ponownie
wielowatkowa ale 1 ostrozna.

Integralna czes$¢ pracy to 2 zwiezte (jak na ogrom materialu 1 uzyskanych wynikow)
streszczenia, odpowiednio w jezyku polskim i angielskim, a znajdujace si¢ na poczatku
pracy. W ocenie recenzenta pozostaje pewien niedosyt w $wietle braku podsumowania

w postaci konstruktywnych wnioskow.



B) Strona formalna

Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie z zastosowaniem standardowych
1 najnowoczesniejszych technik biologii molekularnej, umozliwiajac uzyskanie wigzacych
wynikow o kluczowym znaczeniu dla poznania mechanizmdéw towarzyszacych procesom
nowotworzenia ale i diagnostyki oraz ich leczenia.

Rozprawa doktorska napisana jest w ukladzie klasycznym, obejmuje 93 strony
z uwzglednieniem szczegdlowego spisu tresci, ktory utatwia poruszanie si¢ po dos¢ bogatej
pracy. Praca przygotowana jest bardzo starannie i jednoczesnie ciekawie. W pracy pojawilty
si¢ nieliczne bledy edytorskie i zapozyczenia z jezyka angielskiego.

Z drobnych ale istotnych uwag - wydaje si¢, ze trudno przygotowaé roztwor 4%
formaldehydu jesli dodaje si¢ go 2g na 100ml buforu. Zdaniem recenzenta, wartoSci
szybko$ci wirowania powinny by¢ podawane w jednostkach ,,g” a nie w RPM. Trudno
réwniez znalez¢ informacje odno$nie sposobu pomiaru wzrostu kultur 3D — czy byt to pomiar
oparty na objetosci, powierzchni czy $rednicy sferoid? Nalezy tez podkresli¢, ze liczenie
kolonii moze nie do konca odzwierciedla¢ wlasciwosci proliferacyjne komorek gdyz
potencjat klonogenno$ci moze wynika¢ z uwarunkowac¢ zwigzanych z wlasciwo$ciami chocby
adhezyjnymi czy komunikacyjnymi komorek. Trochg¢ niejasne pozostaje podejscie do samego
sposobu liczenia kolonii — w sekcji Metody podana jest informacja 0 mierzeniu co najmniej
50 kolonii podczas gdy w czegsci wynikowej podana jest informacja o liczeniu catkowitej
liczby kolonii. Reasumujac, informacje te sg rozbiezne, a moze raczej po prostu nieckompletne
w zakresie opisu metody. Zdjecia wkomponowane w rycing nr 21 wydajg si¢ by¢ uzyskane za
pomoca roznych obiektywow lub Autorka pomingta w opisie istotne zmiany morfologiczne
komorek hodowanych w roznych warunkach. Przy tej okazji powstaje pytanie - jak oceniaé
sygnal jesli pochodzi z innej liczby komorek, co jest wyraznie widoczne na zdjeciu. Ostatni
drobiazg jaki powtarza si¢ kilkukrotnie to okreslenie prycypitacja zamiast precypitacja (np.
str. 63).

Nasuwa si¢ tez jeszcze jedno pytanie aczkolwiek w duzo szerszym kontekscie — czy
model kultur 3D, zastosowany przez Doktorantke, moze by¢ rozpatrywany w badaniach
naukowych bezkrytycznie biorgc pod uwage zjawisko hipoksji oraz biodostgpnosci
lekoéw/substancji terapeutycznych?

Podsumowujac, nalezy zaznaczy¢, ze Autorka wykazata si¢ duzg doza do§wiadczenia
manualnego i merytorycznego oraz zaprezentowala krytyczne podejécie do uzyskanych,

bardzo warto$ciowych wynikow. Zanotowane obserwacje zostaly bardzo dobrze



udokumentowane. Zrédta literaturowe dobrano bardzo dobrze aczkolwiek zabrakto kilku

pozycji najnowszych.

4. Wniosek koncowy

Doktorantka porusza w rozprawie bardzo aktualny, cickawy i jednocze$nie trudny temat.
Sposob prezentacji uzyskanych wynikéw oraz cala praca robig bardzo pozytywne wrazenie,
co daje efekt nadazania formy za przebogatg i wartosciowa trescia.

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorskg stwierdzam, ze Autorka przygotowata bardzo
ciekawg rozprawe, zgodng z Ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.).
Powyzsze wnioski upowazniajg mnie do zwrocenia si¢ do Rady Miedzyuczelnianego
Wydzialu Biotechnologii UG i GUMed o0 dopuszczenie mgr Magdaleny Mieszkowskiej
do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wnikliwa analize uzyskanych wynikéw oraz w zwiazku z faktem ich
opublikowania w bardzo poczytnym czasopismie tj. Translational Research wnioskuj¢

0 wyrdznienie rozprawy.
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