SZKOLA GLOWNA GOSPODARSTWA WIEJISKIEGO W WARSZAWIE
INSTYTUT BIOLOGII
SAMODZIELNA PRACOWNIA BIOLOGII NOWOTWORU

Warszawa, 14.11.2019 r.

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Pani Moniki Prelowskiej
pt. ,,Ocena roli kinazy MLK4 w procesach nowotworzeni i progresji
potrojnie negatywnego raka piersi”

Praca doktorska pani Moniki Pretowskiej dotyczy bardzo waznego zagadnienia, jakim
jest potréjnie negatywny rak piersi (TNBC, ang. triple negative breast cancer). Rak piersi
nalezy do najczgstszych nowotworéw zlosliwych wystepujgcych wsrdéd kobiet w Polsce.
W roku 2016 wedlug Krajowego Rejestru Nowotwordow liczba zachorowan na ten nowotwor
wyniosla ok. 18,6 tys. (standaryzowany wspolczynnik zachorowalnosci stanowil ok. 73/100
000). W Polsce, wsrod kobiet rak piersi stanowi druga, po raku pluca, przyczynge zgonéw
spowodowanych przez nowotwory ztosliwe. W roku 2016 liczba zgonéw z powodu tej choroby
wyniosta ok. 6 500 (standaryzowany wspolczynnik umieralnosci stanowit ok. 21,6/100 000).
U ok. 15% chorych na raka piersi rozpoznaje si¢ tzw. potrdjnie ujemnego raka piersi co dla
populacji polskiej moze stanowi¢ ok. 2 500 zachorowan rocznie. TNBC pod wzgledem
histologicznym jest nowotworem nisko zréznicowanym i charakteryzuje sie brakiem ekspresji
receptorOW estrogenowych i progesteronowych oraz brakiem ekspresji receptora
naskoérkowego czynnika wzrostu typu 2. Jest nowotworem o wysokim stopniu agresywnosci,
mediana czasu przezycia wynosi zaledwie ok. 13 miesigcy. Glownie choroba ta dotyczy
miodych kobiet. Cechuje si¢ skionnoscia do powstawania w krotkim czasie odleglych
przerzutéw, zwlaszcza do narzadow migzszowych. Charakterystyka molekularna potrdjnie
negatywnego raka piersi wskazuje gléwnie na profil bazalnopodobny ekspresji genéw
(ok. 81%).

Pacjentki z potrojnie ujemnym rakiem piersi z uwagi na stwierdzany brak ekspresji
receptorow ER, PR oraz HER2 majg wskazan do leczenia ukierunkowanego przeciwko
receptorowi HER2 oraz hormonoterapii, ktore w innych grupach chorych z tym nowotworem

sg powszechnie wykorzystywane i korzystnie wplywajg na poprawe wynikéw leczenia.
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Profilowanie molekularne pokazuje, ze TNBC jest bardzo heterogenng podgrupa raka
piersi, a wybor terapii celowanej powinien zaleze¢ od zaburzen okreslonych szlakéw
przewodzenia w komorce. Dlatego tez badania nad poszukiwaniem czynnikéw TNBC
mogacych stanowic cel potencjalnych terapii sg bardzo wazne i potrzebne.

Pani Monika Prelowska podjeta si¢ wlasnie takiego zadania i w swojej pracy badata role
kinazy MLK4 w procesach rozwoju i progresji potrjnie negatywnego raka piersi. Kinaza
MLK4 jest najmniej zbadang kinazg z rodziny, a jej udzial w rozwoju nowotworéw nie jest
jednoznaczna. W zwigzku z powyzszym podjecie proby wyjasnienia jej roli w progresji
potrdjnie negatywnego raka piersi bylo jak najbardziej uzasadnione.

Wyniki pracy pani Moniki Prelowskiej zostaly opublikowane w biezacym roku
W uznanym czasopismie ,,Oncogene™: Marusiak AA, Prelowska MK, Mehlich D. i wsp.
Oncogene, 2019, 38(15): 2860-2875, a takze w ubieglym roku (2018) zostaly zaprezentowane
podczas konferencji San Antonio Breast Cancer Symposium w USA.

Poniewaz opublikowana praca jest wieloautorska i praktycznie pokrywa sie z trescia
niniejszej dysertacji, a Doktorantka jest jej drugim autorem, to zabraklo mi opisu udziatu
autorow w realizacji badan. Informacji takiej nie znalazlam takze na stronie internetowej
,Oncogene”.

Uklad przedstawionej do recenzji pracy i kolejno$¢ rozdzialow sa typowe dla prac
doktorskich, kolejno$¢ poruszanych zagadnieni logiczna i przejrzysta. Uklad graficzny pracy
jest elegancki. Moje zastrzezenia budzi jedynie przedstawianie rycin i ich opisow — czasami
rycina zaczyna i konczy si¢ na jednej stronie, a jej opis znajduje sie dopiero na drugiej stronie.
Zamieszczone ryciny i tabele sa przejrzyste i czytelne. Calo$é pracy jest napisana poprawnym
jezykiem. Zabraklo mi jednak informacji na temat wyksztalcenia lub przebiegu dotychczasowej
edukacji pani Prefowskiej. Nic nie wiadomo czy jest magistrem, lekarzem, w jakim kierunku
zdobyla wyksztalcenie.

We wstepie pracy Autorka opisuje problem, jakim jest rak piersi u kobiet,
wraz z podaniem klasyfikacji molekularnej. Nastepnie przedstawia przeglad aktualnego
pismiennictwa dotyczacy potrojnie negatywnego raka piersi i metod leczenia. Logicznie
przechodzi do omowienia kinazy MLK4 oraz jej roli w rozwoju nowotworow.

Kolejnym rozdziatem jest opis celu pracy — przedstawiony bardzo przejrzyscie
W postaci punktéw i dodatkowo rysunku. Autorka postawila sobie cel gléwny: Zbadanie roli
zwigkszonej ekspresji kinazy MLK4 w procesach nowotworzenia i progresji potrdjnie

negatywnego raka piersi oraz ewaluacja MLK4 jako celu terapeutycznego w tej chorobie.




W osiggnigciu tego celu mialy pomoc cztery logicznie postawione i sukcesywnie realizowane
kamienie milowe.

W nastepnej kolejnosei p. Prelowska opisuje materialy i metody. Robi to w sposéb
dokfadny, objasniajac na schematach logistycznie bardziej skomplikowane eksperymenty.
Swoboda w opisie stosowanych technik badawczych $wiadczy o bardzo dobrym ich
opanowaniu przez Doktorantkg. Jednak w opisie mysiego modelu ksenoprzeszczepienia
ludzkich komérek nowotworowych zabraklo mi kilku informacji, np. dlaczego w grupie
kontrolnej (komérki bez wyciszonej ekspresji) wzrost guza byl mierzony raz w tygodniu,
a w pozostatych grupach dwa razy w tygodniu. Do tego, skoro byly roznice w procedurze czy
czasie wykonywania pomiaréw pomiedzy grupa po wyciszeniu i bez wyciszenia to trudno
tu méwi¢ o pelnym zaslepieniu eksperymentu. Autorka podaje tez informacje, ze myszy
usmiercano kiedy objgtos¢ guza uzyskata maksymalna dopuszczalng objeto$é, ale nie podaje
jaka to byta objetosc.

Z kolei w opisie badan probek pozyskanych od pacjentek/z bazy danych zabrakto
mi informacji klinicznych tj. historii leczenia — czy pacjentki byly poddane terapii, jesli tak
to jakiej i jakie byly efekty tego leczenia. W mojej ocenie korelacja uzyskanych wynikéw
z takimi danymi z historii choroby znacznie wzbogacilaby prace i moze pozwolitaby
na wysnucie dodatkowych wnioskow.

Kolejno, Doktorantka opisuje uzyskane wyniki. Robi to bardzo starannie, logicznie
1 przedstawia je w elegancji sposob. Z drobnych uwag dotyczacych wynikéw to zabraklo
mi proby skorelowania historii leczenia pacjentek z wynikami analizy ekspresji mRNA
oraz obecno$ci mutacji w obrgbie genu MLK4. W mojej ocenie taka analiza wzbogacitaby
prace.

Z kolei w opisie wynikéw uzyskanych po wyciszeniu ekspresji MLK4 za pomoca
siRNA zabrakto mi opisu na jakiej podstawie przyjeto czas 5 dni od wyciszenia do wykonania
eksperymentéw. Czy dokonano wczesniej analizy czasu wyciszenia? Czy do analizy Western
blot przyjeto taki sam czas?

Nastepnie Autorka dokonuje dyskusji wlasnych wynikéw z informacjami z literatury.
Uwzglednia przy tym najnowsze publikacje innych autoréw, takze te ktére ukazaly sie podczas
realizacji tej pracy. Dyskusja jest krotka ale konkretna, dojrzata i profesjonalna. Uzupetnia
ja podsumowanie pracy w postaci wnioskow, ktore z pewnoscig stanowia odpowiedz
na postawione na poczgtku pytania i $wiadcza o osiagnieciu wyznaczonych kamieni milowych.

Autorka wykazala bowiem, ze amplifikacja genu i zwigkszona ekspresja mRNA kinazy

MLK4 wystepuje u wigkszosci chorych na TNBC, co koreluje z krétszym czasem przezycia



wolnego od wznowy. Wykazala takze w modelach in vitro, z2 MLK4 promuje wzrost,
proliferacje i potencjal klonogenny komoérek TNBC, kontroluje procesy migracji i inwazji
komorek w modelach 2D, 3D i modelach mysich. Dodatkowo, wysoka ekspresja koreluje
z wystgpieniem przerzutéw. 7 uwagi na fakt, ze inhibitory MLK4 wykazujg aktywnosé
przeciwnowotworowg wobec komorek TNBC to MLK4 moze byé¢ obiecujacym celem

terapeutycznym co oczywiscie wymaga dalszych badan.

Reasumujgc, praca charakteryzuje si¢ duzg iloscig ciekawych wynikéw, a sposéb ich
przedstawienia S$wiadczy o swobodzie poruszania si¢ w zagadnieniach naukowych
i umiejetnosci rozwigzywania problemow doswiadczalnych. Wnioski wynikajace z rozprawy
stanowig oryginalny wklad Autorki w rozwdj dyscypliny naukowe;.

W Swietle powyzszych stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska
pani Moniki Prelowskiej spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim (zgodnie z Ustawa
z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki; Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.) i stawiam wniosek o dopuszczenie
Doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnioskuje takze o wyréznienie pracy

stosowng nagroda, zgodnie z zasadami wewnetrznymi.
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