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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Anny Marty Muchlinskiej
pod tytulem
mZnaczenie biologiczne i kliniczne fibroblastow zwigzanych z nowotworem oraz

krazacych fibroblastéw w progresji raka piersi”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Anny Marty Muchlinskiej
zostata wykonana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Anny Zaczek w Zaktadzie Onkologii
Translacyjne] Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego i Uniwersytetu Gdanskiego. Badania
prezentowane w rozprawie byly finansowane w ramach projektow badawczych Sonata Bis
6 numer 2016/22/E/NZ4/00664 Narodowego Centrum Nauki oraz polsko-chinskiego projektu
HESCAP numer WCP/33/HESCAP/2018 Narodowego Centrum Badan i Rozwoju, ktérych
kierownikiem byla Pani prof. dr hab. Anna Zaczek.

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy poznania procesow biologicznych majgcych
wplyw na mikrosrodowisko nowotworu piersi. W szczegdlnosci Doktorantka skupita sie na
okresleniu znaczenia fibroblastoéw zwigzanych z nowotworem piersi (ang. Cancer-Associated
Fibroblasts - CAFs) oraz krazacych fibroblastow zwigzanych z nowotworem piersi (ang.
circulating Cancer-Associated Fibroblasts - cCAFs) w progresji choroby oraz odpowiedzi na
leczenie pacjentow z nowotworem piersi.

Znanym jest fakt, ze fibroblasty zwigzane z nowotworami pelnig istotne role
w mikrosrodowisku guza i maja wplyw na sposob i skuteczno$é¢ migracji komorek
nowotworowych. Dlatego charakterystyka podtoza molekularnego tego procesu jest waznym
i aktualnym tematem, majagcym duze znaczenie nie tylko dla nauk podstawowych, ale przede
wszystkim dla praktyki klinicznej.

Zgodnie z danymi dostgpnymi na stronach WHO nowotwor piersi jest jednym
z najczescie] wystepujacych nowotworow na $wiecie. Nowotwor ten stanowi blisko 25-29%
ogolu wszystkich wykrytych przypadkéow wsrod nowotworéw ztosliwych u kobiet. Na
podstawie danych WHO szacuje sig, ze z powodu nowotworu piersi w 2020 umarlo 685 000
kobiet na 2,3 miliona zdiagnozowanych przypadkéw na calym swiecie.

Nalezy takze stwierdzi¢, ze pomimo niewatpliwego postepu medycyny w zakresie

leczenia nowotworu piersi wskaznik zachorowalnosci oraz $miertelnosci pozostaje nadal
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wysoki, dlatego konieczne jest prowadzenie dalszych badan zmierzajacych do okreslenia
markeréw predykcyjnych i prognostycznych, a takze potencjalnych molekularnych celow
terapii precyzyjnej oraz spersonalizowanej.

Co ciekawe, pomimo faktu istnienia w bazie PubMed > 190 prac naukowych
poswieconych fibroblastom zwigzanych z nowotworem piersi, wcigz istnieje potrzeba
udoskonalenia technik stuzacych izolacji takich komorek, detekcji ich markerow
powierzchniowych, a takze charakterystyki ich aktywnosci biologicznej wzgledem nowotworu
piersi.

Zgodnie z powyzszym nalezy stwierdzic, ze tematyka pracy doktorskiej jest aktualna,
1 majgca uzasadnienie w odniesieniu do wczesniejszych publikacji naukowych oraz dla
praktyki kliniczne;.

Rozprawa doktorska Pani mgr Anny Muchlinskiej ma charakter monografii i liczy 94
numerowanych stron. Uktad pracy doktorskiej jest typowy dla prac eksperymentalnych. Praca
doktorska zostala podzielona na nastgpujgce rozdzialy: streszczenie pracy przygotowane
wjezyku polskim oraz angielskim, wykaz skrotow, wstep, cel pracy, materiaty, metody,
wyniki, dyskusja, podsumowanie, literatura. Tekst pracy poprzedzony zostal spisem tresci.

Bibliografia obejmuje 94 odpowiednio dobrane zgodnie z tematem pracy pozycje
pismiennictwa. Praca doktorska zostata takze wzbogacona w 20 rycin oraz 15 tabel.

W pracy zauwazono kilka bledéw zwigzanych z brakiem interpunkcji oraz omylek
edytorskich czy niefortunnych sformutowan, co jednak zdaniem recenzenta moze zdarzyé sie
w kazdej pracy. Recenzent nie chce w tym miejscu ich wymieniaé, poniewaz nie maja one
wigkszego znaczenia dla zrozumienia tekstu oraz wynikow.

Na wyroznienie zastluguje fakt, ze wyniki zaprezentowane w pracy doktorskiej
czesciowo zostaly takze opublikowana w 2022 roku z pierwszym autorstwem Doktorantki
w czasopismie z listy JCR Cellular & Molecular Biology Letters (Muchliriska A, Nagel A,
Popeda M, Szade J, Niemira M, Zielinski J, Skokowski J, Bednarz-Knoll N, Zaczek AJ. Alpha-

smooth muscle actin-positive cancer-associated fibroblasts secreting osteopontin promote
growth of luminal breast cancer. Cell Mol Biol Lett. 2022 Jun 11:27(1):45. doi:
10.1186/s11658-022-00351-7.). Czg$¢ wynikow zostata takze zdeponowana w 2023 roku
w postaci manuskryptu tzw. preprintu rbwniez z pierwszym autorstwem Doktorantki w bazie

medrxiv (Muchliriska A, Wenta R, Scinska W, Markiewicz A, Suchodolska G, Senkus E, Zaczek

AJ, Bednarz-Knoll N, Improved characterization of circulating tumor cells and cancer-
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associated fibroblasts in breast cancer patients using imaging flow cylometry. medRxiv

2023.04.27.23289190; doi: hitps://doi.org/10.1101/2023.04.27.23289190).

W kwestiach formalnych Recenzent nie ma uwag krytycznych i stwierdza, ze dysertacja
spelnia standardy jakimi powinna odznacza¢ si¢ praca doktorska przygotowywana

w dyscyplinie nauki medyczne.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Wstep dysertacji zostal przygotowany w formie niezwykle syntetycznej, ale zawiera
wszystkie potrzebne informacje dla zrozumienia tresci omawianych w dalszej czesci pracy. We
wstepie, Doktorantka opisata: zagadnienia zwigzane z epidemiologia nowotworu piersi kobiet;
typy histologiczne nowotworu piersi kobiet wraz z charakterystyka markerow molekularnych
stosowanych w diagnostyce nowotworu piersi; zagadnienia zwigzane z mikrosrodowiskiem
nowotworu, stan wiedzy w zakresie aktywnosei biologicznej i roli fibroblastéw zwigzanych
znowotworem piersi oraz krazacych fibroblastow zwigzanych z nowotworem piersi;
scharakteryzowata takze procedury detekcji krazacych fibroblastow —zwigzanych
z nowotworem piersi oraz krazacych komorek nowotworowych. Wstep zostal opatrzony
dwoma dobrze opracowanymi autorskimi schematami. Oceniajac ten rozdzial pracy nalezy
zaznaczy¢, ze Doktorantka dobrze tez opisata luki dotychczasowego stanu wiedzy w zakresie
omawiane] tematyki, jednoczesnie uzasadniajac potrzeb¢ wykonania swojej pracy doktorskiej.
Do tego rozdzialu mam tylko jedng drobng uwage. Zdaniem Recenzenta pozadanym dla
czytelnika byloby takze zamieszczenia we wstgpie rozdziatu o modelach komérkowych
stosowanych w badaniach nad nowotworem piersi wraz z podaniem ich klasyfikacji, a takze
tabeli z charakterystyka markerow przydatnych w diagnostyce fibroblastow zwigzanych
z nowotworem piersi, jak rowniez tabeli lub schematu przedstawiajgcego glowne etapy
procedury izolacji i detekcji krazgcych fibroblastéw zwiazanych z nowotworem piersi.

Cel pracy zostal okreslony w sposéb jednoznaczny zgodnie z tematem rozprawy.
Dodatkowo Doktorantka sprecyzowata cztery cele szczegélowe. Do tej czes$ci rdwniez nie mam
uwag.

Podsumowujgc powyzsze stwierdzam, ze postawiony cel naukowy spelnia wymog

niezbedny dla uznania ocenianej pracy doktorskiej za odpowiadajacy poziomowi jakim

powinna odznaczaé si¢ praca doktorska. poniewaz realizacja tego celu istotnie prowadzi do
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poszerzenia dotychczasowe] wiedzy oraz stanowi przyczynek do oryginalnego rozwigzania

problemu naukowego.

Rozdzial materialy zawiera opisy wykorzystanych linii komérkowych reprezentujace
rozne podtypy histologiczne i molekularne nowotworu piersi oraz dodatkowo opis linii
fibroblastow BJ. W tym rozdziale zawarto takze wykaz pozywek hodowlanych, przeciwciat
oraz innych odczynnikéw wykorzystanych podczas pracy badawczej. Dodatkowo zawarto
informacj¢ o aparaturze laboratoryjnej oraz oprogramowaniu uzytym w trakcie badan i analiz.
Pomimo dosy¢ szczegdlowego wykazu, Doktorantka nie podata numerow katalogowych
niektérych odczynnikow stosowanych w badaniach, np. zestawow do oznaczen i przeciwciat.
Ma to istotne znaczenie, poniewaz na stronach firm moze by¢ dostepnych np. kilka przeciwciat
dedykowanych do okreslonego jednego typu biatka. Ma to znaczenie dla mozliwosci
odtworzenia eksperymentéw przez innych naukowcow. Zdaniem recenzenta w wykazie
oprogramowania zabraklo informacji o programie do analiz wynikéw uzyskanych za pomocg
skanera nCounter i technologii NanoString Tech., tj. nSolver 4.0 analysis software. W rozdziale
tym zabraklo takze informacji o uzytym materiale klinicznym oraz uzyskaniu zgod komisji
bioetycznej. Informacja ta znajduje si¢ dopiero w rozdziale metody.

Rozdzial metody zostal opracowany poprawnie. W rozdziale tym opisano wszystkie
procedury eksperymentalne wykorzystane do osiggniecia zdefiniowanych w pracy celow
badawczych. W rozdziale metody zawarto opis procedur, ktory w wigkszosci bezproblemowo
umozliwia odtworzenie wykonanych eksperymentdw.

W tym miejscu chcialbym podkresli¢, ze jakos¢ merytoryczna oraz ilo$é
zastosowanych technik oraz narzedzi eksperymentalnych swiadezy o bardzo dobrych
kwalifikacjach Doktorantki w zakresie pracy laboratoryjnej. W pracy wykorzystano szereg
kompleksowych i zaawansowanych technik biologii molekularnej takich jak: przeplywowa
cytometria obrazowa, sekwencjonowanie nowej generacji, czy profilowanie immunologiczne
komorek nowotworowych za pomocg technologii NanoString. Hipoteza badawcza byla
weryfikowana za pomocg dobrze dobranych modeli in vitro oraz analiz materiatu klinicznego.
Do tego rozdzialu nie mam uwag krytycznych.

Prezentacja wynikow zostata usystematyzowana w sposdb tworzacy logiczny cigg
zmierzajacy do udzielenia odpowiedzi na zdefiniowane w pracy doktorskiej cele. Wyniki
przedstawiono na 14 bardzo dobrze opracowanych rycinach oraz w 9 tabelach odpowiednio

opisanych oraz zacytowanych w tekscie. Rozdziat ten zostal opracowany prawidtowo zgodnie
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z ogllnie przyjetymi zasadami dla prac eksperymentalnych. Wyniki ilosciowe zostaly
przeanalizowane z uzyciem adekwatnych testow statystycznych. Przedstawione w tym
rozdziale pracy wyniki wskazujg na duzy naklad pracy wlozony w przygotowanie ocenianej
pracy doktorskiej, a jednoczesnie rowniez na dojrzalo$¢ Doktorantki jako naukowca. Za
szczegOlnie interesujace uwazam wyniki przedstawiajgce poréwnanie profilu ekspresji genow
w wyizolowanych fibroblastach zwigzanych z nowotworem piersi wykazujgce duzy poziom
biatka a-SMA oraz fibroblastow zwigzanych z nowotworem raka wykazujace niski poziom
biatka a-SMA. Dzigki wykonanemu immuno-profilowaniu udato si¢ Doktorantce wytypowaé
czynniki odpowiedzialne za promowanie wzrostu kolonii komoérek nowotworu piersi
zasocjowane z wysokim poziomem biatka a-SMA. Inne interesujace wyniki majgce duze
znaczenie dla onkologii to dane przedstawiajgce rozklad fenotypdéw krazacych fibroblastow
zwigzanych z nowotworem piersi oraz krazgcych komoérek nowotworowych w krwiobiegu
chorych z nowotworem piersi. Niezwykle ciekawymi wynikami sg takze te dotyczace
wykonanego przez Doktorantke poréwnania statusu krazacych fibroblastow zwigzanych
z nowotworem piersi oraz krazgcych komorek nowotworowych w krwiobiegu z cechami
kliniczno-patologicznymi, w tym z odpowiedzig na leczenie chorych z nowotworem piersi.
Wszystkie otrzymane wyniki zostaty poddane krytyce w oparciu o adekwatng do
problematyki literature w kolejnym rozdziale dysertacji. Nalezy jednocze$nie zaznaczy¢, ze
polemika Doktorantki z wezesniejszymi danymi zostata przeprowadzona w sposob wywazony
1 zgodnie z aktualnym stanem wiedzy. Doktorantka wykazala si¢ bardzo dobra znajomoscia
problematyki z zakresu nowotwordw piersi oraz fenotypowaniem komorek. Wnioski koncowe
zostaly rowniez opracowane adekwatnie do otrzymanych wynikoéw. Za pozytywny aspekt tego
rozdzialu uwazam przygotowanie przez Doktorantke graficznego podsumowania
zaprezentowanych w dysertacji wynikow.
Po przeczytaniu rozdziatu wyniki oraz dyskusji mam jednak kilka pytan dotyczacych
doprecyzowania niektorych aspektow pracy.
1) W jaki sposdb walidowano wyniki otrzymane za pomocg technologii NanoString?
2) Jaka wartos¢ zastosowano dla poziomu korekcji tta podczas normalizacji i analiz
z uzyciem oprogramowania nSolver 4.0?
3) Poniewaz Doktorantka wykorzystywala technike przeplywowej cytometrii obrazowej -

czy w analizowanych komorkach obserwowano autofluorescencje? Jezeli tak, jakie
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moze by¢ jej zrodto oraz czy jej pomiar moze mie¢ jakis dodatkowy walor
diagnostyczny wzbogacajgcy otrzymane wyniki zaprezentowane na rycinach 15-17?

4) Prosze o doprecyzowanie wynikow zaprezentowanych na rycinie 14E, na ktérych
Doktorantka zaobserwowata istotne statystycznie zmiany w odsetku komoérek Ki67
dodatnich u chorych z r6znym poziomem osteopontyny - za pomocg jakich przeciwciat
lub metod zaklasyfikowano komorki jako Ki67-dodatnie? W rozdziale materiaty
recenzent nie znalazt informacji o uzytych do tego celu odczynnikow.

5) Czy marker Ki67 jest wedtug Doktorantki dobrym markerem diagnostycznym dla
komorek nowotworu piersi? W jaki inny sposdb mozna okresli¢, zwalidowa¢ potencjal
proliferacyjny komdrek nowotworu piersi?

6) Dlaczego w obrebie analizowanej populacji fibroblastéw zwigzanych z nowotworem
piersi Doktorantka nie uwzglednila mozliwosci wystgpowania zjawiska cancer-
associated  fibroblast senescence czyli starzenia fibroblastow zwigzanych
z nowotworem i nie zdecydowala si¢ na wykonanie dodatkowych analiz markeréw

takich komorek?

Whiosek koncowy
W podsumowaniu recenzji stwierdzam, ze rozprawa doktorska przygotowana przez Pani mgr
Anng¢ Mart¢ Muchlinska spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 2021 poz. 478 ze zm.).

Doktorantka udowodnita, ze samodzielnie potrafi rozwigzywac¢ sformutowany problem
naukowy poprzez odpowiednio zaplanowane eksperymenty, ich interpretacj¢, krytyczng
dyskusje oraz wywazone wnioski. Stwierdzam takze, Ze oceniana przeze mnie praca doktorska
wnosi nowe informacje do dyscypliny nauki medyczne. W zwigzku z powyzszym wnosze do
Rady Nauk Medycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie Pani mgr
Anne¢ Marte Muchlinskg do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wysoka warto$¢ naukowg wynikéw dotyczacych opracowania nowej
metody do jednoczesnej detekcji krazacych fibroblastow zwigzanych z nowotworem piersi oraz
krazacych komoérek nowotworowych z zastosowaniem przepltywowego cytometru obrazowego,
a takze otrzymaniem szeregu nowych informacji poszerzajacych dotychczasowy stan wiedzy
w zakresie biologii komorek nowotworowych oraz fakt, ze wyniki czgsciowo zostaly juz

opublikowane z pierwszym autorstwem Doktorantki w czasopismie z listy JCR Cellular &
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Molecular Biology Letters wnioskuje do Rady Nauk Medycznych Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego o wyrdznienie ocenianej przeze mnie rozprawy doktorskie;j.
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