Krakow, dn. 01.11.2019

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Moniki Pretowskiej pt ”Ocena roli kinazy

MLK4 w procesach nowotworzenia i progresji potrojnie negatywnego raka piersi”

Terapia potrdjnie negatywnego raka piersi (TNBC) jest szczegdlnie trudna i
perspektywy wyleczenia chorych z tym nowotworem sg dalece niezadowalajace.
Mimo stosowanych chemioterapii rokowanie chorych na TNBC jest najgorsze ze
wszystkich rakow piersi, a problem ten dotyczy bardzo duzej liczby pacjentek,
bowiem TNBC stanowi 15-20% wszystkich rakéw piersi.

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Moniki Pretowskiej
przygotowana zostata pod kierunkiem prof. dr hab. Dominiki Nowis oraz promotora
pomocniczego dr Anny Marusiak w Centrum Nowych Technologii Uniwersytetu
Warszawskiego oraz w Centrum Biostruktury Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego w ramach studidw doktoranckich w Studium Medycyny Molekularnej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.

Celem badan mgr Moniki Pretowskiej byto lepsze poznanie roli kinazy MLK4 w
procesach nowotworzenia i progresji TNBC. Do tego problemu Doktorantka podeszta
bardzo wszechstronnie i przygotowana rozprawa moze by uznana za bardzo dobrg
pod wzgledem zaproponowania hipotezy badawczej i zadann badawczych, wyboru
narzedzi badawczych, jakosci uzyskanych wynikdw, ich dyskusji, oraz sposobu
prezentacji. Praca doktorska mgr Moniki Pretowskiej zwraca uwage starannoscig
przeprowadzenia doswiadczeni, obejmujgcych zaréwno analizy dostepnych
genetycznych baz danych, szerokie badania in vitro, badania in vivo oraz analize
materiatu klinicznego.

Wybor kinazy MLK4 jako najmniej zbadanej kinazy z rodziny kinaz MLK okazat
sie stuszny. Podyktowany on byt takie faktem niejednoznacznej dotychczas roli tej
kinazy opisywanej w literaturze a dotyczacej rozwoju i progresji nowotwordw, a
zarazem wynikow wskazujgcych, ze rola ta moze by¢ istotna.

Praca doktorska mgr Moniki Pretowskiej ma klasyczny uktad i przygotowana

jest bardzo poprawnie pod wzgledem jezykowym i edytorskim. Lektura tekstu
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rozprawy sprawia duizg przyjemno$¢ — Doktorantka najwyrazniej posiadta
umiejetnosé jasnego i precyzyjnego, a zarazem zwieztego przekazywana informacji
oraz zdolnosé krytycznej analizy wynikdw. Poniewaz w zasadzie nie mam zastrzezen
do Zadnej z czeSci rozprawy, wiec nie bede szczegétowo omawiat zawartosci Wstepu,
Materiatow i Metod, Wynikdw oraz Dyskusji. Ogranicze sie przede wszystkim do
omowienia celdw, jakie postawita sobie Doktorantka, zastosowanych metod oraz
uzyskanych wynikow.

Opierajac sie na niejednoznacznych dotychczas wynikach, a takie zwracajac
uwage, ze duza czestos¢ mutacji genu MLK4 wystepuje w przerzutach u chorych na
raka piersi Doktorantka postawita sobie nastepujgce cele:

1) Zbadanie wptywu selektywnego wyciszenia MLK4 na procesy wzrostu,

proliferacji, migracji oraz inwazji komdrek TNBC;

2) Zbadanie wptywu selektywnego wyciszenia MLK4 na wzrost ludzkich

nowotworéw TNBC w modelu in vivo (ksenoprzeszczepy u myszy);

3) Ocena skutecznosci drobnoczasteczkowych inhibitorow MLK4;

4) Okreslenie ekspresji MLK4 w materiale klinicznym (bioptatach) od chorych

z rakiem piersi).
Tak zarysowane cele postuzyty do weryfikacji hipotezy o roli zwigkszonej ekspresji
kinazy MLK4 w procesach nowotworzenia i progresji TNBC.

Metodyka zastosowana przez Doktorantke jest bardzo bogata. Prezentacje
wynikdw rozpoczyna od analizy danych genomowych i transkryptomowych
dostepnych w bazie TCGA, obejmujgcych guzy od 818 chorych na inwazyjnego raka
piersi oraz 82 chorych na TNBC. Analizy (wykonane czesciowo przez inng osobe), co
Doktorantka wyraZnie zaznacza w pracy, pozwolity na wykazanie, ze inwazyjny rak
piersi charakteryzuje sie amplifikacja genu oraz zwiekszong ekspresja mRNA dla
kinazy MLK4. U chorych na potrdjnie negatywnego raka piersi odsetek tych chorych
jest jeszcze wiekszy i siega 54%. Wyniki te wydaja sie by¢ znaczgce, bowiem pozostate
kinazy z rodziny MLK wykazujg mniejszg w poréwnaniu z MLK4 czestoéé¢ amplifikacji
u chorych z inwazyjnym rakiem piersi oraz TNBC. Jak wskazaty dalsze analizy
zwiekszona ekspresja MLK4 jest zwigzana z krétszym czasem catkowitego przezycia
oraz czasem przezycia wolnego od nawrotu chorych na raka piersi.

Przeprowadzone badania in vitro oraz in vivo na modelu zwierzencym
przeszczepu ludzkich komadrek raka piersi potwierdzity znaczenie MLK4 w TNBC.
Doktorantka wykorzystata do tych badan liczne narzedzia badawcze, ktdre zostaty

bardzo dobrze opisane w rozdziale Materiaty i Metody. Do zbadania kilkunastu linii
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komorkowych raka piersi wykorzystata klasyczne techniki in vitro badania proliferaciji,
migracji i zdolnosci przerzutowania nowotworéw. Na uwage zastuguje
wszechstronna analiza wptywu ekspresji MLK4 — Doktorantka wykorzystata w tym
celu hamowanie ekspresji za pomocg siRNA, stworzyta linie komérkowe, w ktérych
uzyskiwata wyciszenie ekspresji MLK4 poprzez indukcje za pomocg doksycykliny
ekspresji shRNA kodowanego w wektorze regulowanym przez ten antybiotyk,
uzyskata komdrki z catkowicie wytaczong ekspresjg genu MLK4 poprzez zastosowanie
edycji CRISPR/Cas9 i wreszcie uzyskata linie komdrkowe z nadekspresjg MLK4.
Badania przeprowadzata w klasycznych hodowlach 2D a nastepnie czesciowo
zweryfikowata w hodowlach sferoidowych. Dzieki tak wszechstronnie
przeprowadzonym analizom uzyskata wyniki, ktore wzajemnie sie uzupetniajg i
potwierdzajg. Z tych powoddw, analizujac przedstawione przez Doktorantke dane,
wykresy i fotografie mozna sie w petni zgodzic z jej stwierdzeniami, ze MLK4 zwieksza
proliferacje i potencjat klonogenny komorek TNBC, nasila ich zdolnosci migracyjne
oraz inwazyjne, potwierdzone zaréwno w hodowlach komdrkowych 2D jak i w
modelu 3D (sferoidow).

Rola MLK4 zostata nastepnie zweryfikowana w badaniach in vivo.
Wykorzystujgc uzyskane linie komdrkowe z shRNA dla MLK4 indukowanym przez
doksycykline Doktorantka wykazata, ze wyciszenie ekspresji genu MLK4 prowadzi do
znacznego zahamowania wzrost guzéw TNBC u myszy. Zwraca uwage wykonanie
prawidtowych doswiadczenn kontrolnych, w ktdrych Doktorantka zbadata wptyw
samej doksycykliny na komorki raka HCC1806, wykluczajac dziatanie tego zwigzku.

Kolejna  czes¢ pracy wskazuje na  mozliwos¢  zastosowania
drobnoczasteczkowych inhibitorow MLK4, ktore jak Doktorantka wykazata we
wstepnych doswiadczeniach, hamujg wzrost i tworzenie kolonii komdrek TNBC oraz
hamujg wzrost sferoidow w modelu 3D.

Potwierdzeniem analiz genomowych i transkryptomowych, badan in vitro
oraz in vivo sg przedstawione na koricu wyniki oceny ekspresji MLK4 w bioptatach
chorych na TNBC. Analizy immunohistochemiczne wykonane na skrawkach
parafinowych pochodzacych od 129 chorych, w tym 49 chorych z TNBC wykazaty, ze
komorki TNBC wykazujg zwiekszong ilos¢ biatka MLK4, a obecnoscé tej kinazy koreluje
z wystapieniem przerzutéw do weztéw chtonnych. Uzasadnia to konkluzje Autorki, ze
kinaza MLK4 moze by¢ zwigzana z agresywnym fenotypem TNBC i moze regulowac

proces tworzenia jego przerzutow.



Uzyskane wyniki Doktorantka krytycznie omawia w rozdziale »Dyskusja” i ten
fragment pracy po raz kolejny dowodzi umiejetnosci i wiedzy Autorki, w petni
potwierdzajgcych jej kwalifikacje do uzyskania stopnia doktora. Autorka nie tylko
omawia uzyskane wyniki, ale wyjasnia, dlaczego nie wszystkie doswiadczenia udato
sie przeprowadzi¢. Dotyczy to planowanych doswiadczen z zastosowaniem w modelu
in vivo komorek z ekspresja MLK4 wytgczong za pomoca edycji CRISPR/Cas9. Taki
model bytby wtasciwg weryfikacja omdwionego powyiej modelu wyciszenia ekspresji
za pomocy shRNA, jednak jak zauwaza Doktorantka, nie byto mozliwe jego
wykonanie, bowiem klony komérek po edycji CRSIPR/Cas9 mimo poczatkowego
spowolnienia proliferacji po pewnym czasie w hodowli nabieraty odwrotnych
wiasciwosci. Zdaniem Doktorantki mogfo to by¢ wynikiem kompensacyjnego
przejecia roli MLK4 przez inng kinaze. W swojej krytycznej dyskusji Doktorantka
zwraca takie uwage na wstepny charakter badan nad wykorzystaniem
drobnoczasteczkowych inhibitoréw kinazy MLK4, ktérych ograniczeniem jest mata
specyficznosé.

Uzyskane wyniki oraz ich analiza w petni potwierdzajg konkluzje Doktorantki,
stwierdzajgca, Zze MLK4 odgrywa znaczaca role w rozwoju TNBC i moze tym samym
stanowic obiecujgcy cel terapeutyczny. Zwraca takze uwage, w ktorym kierunku
powinny zmierzac te badania, podkreslajgc znaczenie zaprojektowania specyficznego
inhibitora tej kinazy.

Jak jui zaznaczytem kilkakrotnie, rozprawa doktorska Pani mgr Moniki
Pretowskie] zastuguje na uznanie. Jest ona przyktadem bardzo dobrze zaplanowanych
i przeprowadzonych doswiadczen, dowodzi umiejetnosci Doktorantki zardwno w
zakresie prezentacji wynikdw oraz ich krytycznej analizy. Wskazuje, ze Doktorantka
posiadfa wszystkie cechy badacza, jakich oczekuje sie od kandydatéw do stopnia
doktora.

Z nielicznych krytycznych uwag czy tez sugestii chciatbym wskaza¢ na wstepny
charakter badai in vivo na modelu zwierzecym. Oprdcz probleméw z linig
modyfikowang CRISPR/Cas9, oméwionych przez Doktorantke, brakuje np. wynikéw z
analiz histologicznych guzéw. Ciekaw jestem, czy Doktorantka takie posiada, czy tez
badania te s3 zaplanowane na przysztoé¢. Mam takze watpliwosci co do uzywania
przez Doktorantke okreslenia , wzrost” komdrek nowotworowych w badaniaci: in
vitro. Termin te wydaje sie bowiem obejmowa¢ proliferacje bad? zdolnoéé do
tworzenia kolonii, a uzywany w sposéb przez Doktorantke zdaje sie sugerowac jakas

odrebng wiasciwos¢ komérek nowotworowych. Nie jest bowiem tym samym, czym
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wzrost sferoidéw w modelu 3D czy guzow in vivo, bowiem w tym dwdch przypadkach
Doktorantka stosuje okreslong miare wzrostu.

W przedstawionych wynikach analiz Western blot oraz na Ryc. 15 brak
informacji o liczbie wykonanych powtdrzen. Badania na zwierzetach sg w gestii
komisji etycznej, a nie bioetycznej, jak Doktorantka napisata na stronie 54. Na tej
samej stronie znalazto sie takie stwierdzenie, na ktdre chce zwrdci¢ uwage, gdyz
rozumiejgc koniecznos¢ wzbogacania zasobu polskich stéw i ich znaczenia, , literacka”
czes¢ mojej osobowosci burzy sie na uzywanie okreslania ,dedykowany” zamiast
.przeznaczony”. Zastosowane w takim znaczeniu stowo (,hodowle myszy
prowadzono w dedykowanym do tego pomieszczeniu”) jest nietadng kalka z jezyka
angielskiego i nalezy tego unikac (zainteresowanych odsytam do publikacji
popularno-specjalistycznych, np. prof. Markowskiego czy wreszcie Stownika Jezyka
Polskiego PWN). ,Dedykowac” znaczy bowiem cos zupetnie innego..

Te nieliczne uwagi nie majg oczywiscie wptywu na mojg bardzo pozytywna
oceng pracy, a przede wszystkim jakosci zawartych w niej badan, co nie ulega
watpliwosci jest zastugg Doktorantki, ale takze jej opiekunek, prof. dr hab. Dominiki
Nowis oraz dr Anny Marusiak. Oceniona rozprawa doktorska Pani mgr Moniki
Pretowskiej jest takie kolejnym dowodem na wysokg jakos¢ badari naukowych

realizowanych w zespole prof. Dominiki Nowis.

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonej analizy uwazam, ze rozprawa doktorska
autorstwa Pani mgr Moniki Pretowskiej spetnia pod kazdym wzgledem wymagania
zwyczajowe i ustawowe. Lektura pracy przekonuje, ze Doktorantka posiada
niezbgdne kwalifikacje praktyczne oraz wiedze oczekiwang od kandydatéw do
stopnia doktora. W rozprawie Doktorantka dowiodta przekonywujgco umiejetnosci
prezentacji wynikdw badan oraz ich interpretacji.

Podsumowujac stwierdzam, iz rozprawa doktorska oraz dorobek naukowy
Pani mgr Moniki Pretowskiej spetniajg wszystkie warunki okreélone w art. 186 i 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku (Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce Dz. U. RP
Poz. 1668, dnia 30 sierpnia 2018 r.). Na tej podstawie zgtaszam wniosek do Rady
Dyscypliny Naukowej Medycyna Warszawskiego Uniwersytetu Medycznega o}
dopuszczenie pani mgr Moniki Pretowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Ponadto, biorgc pod uwage jako$¢ przygotowane] rozprawy

doktorskiej oraz fakt, iz Doktorantka jest wspotautorem pracy prezentujacej wyniki



zawarte w rozprawie, a praca ta ukazata sie bardzo dobrym czasopismie ,,Oncogene”,

uwazam, Zze rozprawa zastuguje na stosowne wyrodznienie.
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