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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Pauliny Pietras pt.: ,,Analiza udzialu krypt komérkowych i granuli stresu w procesach
zwigkszajacych zdolnosci przezyciowe komodrek nowotworowych po ich ekspozycji na leki
przeciwnowotworowe”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem prof. UMP, dr
hab. n. med. Witolda Szaflarskiego, a zrealizowana w Zaktadzie Histologii i Embriologii,
Instytutu Biostrukturalnych Podstaw Nauk Medycznych, Uniwersytetu Medycznego im.
Karlona Marcinkowskiego w Poznaniu.

Praca doktorska stanowi cykl trzech prac naukowych, z ktorych dwie zostaty
opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej, mianowicie:

1. Pietras P., Lesniczak M., Sowinski M., Szaflarski W. Molecular structure of stress granules
and their role in the eukaryotic cell. Med J Cell Biol, 2021; 9(1):33-41.

2. Pietras P., Lesniczak-Staszak M., Kasprzak A., Andrzejewska M., Jopek K., Sowinski M.,
Rucinski M., Lyons S.M., lvanov P., Szaflarski W. MVP expression facilitates tumor cell
proliferation and migration supporting the metastasis of colorectal cancer cells. Int J Mol
Sci, 2021, 22(22):12121.

3. Pietras P., Aulas A., Fay M.M., Les$niczak-Staszak M., Sowinski M., Lyons S.M.,,
Szaflarski W., Ivanov P. Translation inhibition and suppression of stress granules
formation by cisplatin. Biomed Pharmacother, 2022, 145:112382.

Tematyka badan koncentruje si¢ wokot hipotezy zaktadajacej udziat krypt komorkowych
oraz cial stresowych w uruchamianiu mechanizméw promujacych przezycie komorek
nowotworowych po ich ekspozycji na leki. Aby potwierdzi¢ udziat obu struktur w utrzymaniu
zywotnosci komorek nowotworowych, doktorantka i) przeprowadzita analizy ekspresji i
funkcji gtéwnego biatka krypt komorkowych, MVP, wykazujac, ze indukuje ono migracje,
inwazje i powstawanie przerzutow nowotworowych; ii) opisata mechanizm cytotoksycznos$ci
cisplatyny oparty na hamowaniu tworzenia kanonicznych ciat stresowych i indukcji apoptozy
komoérek nowotworowych, tym samym przedstawiajac nowa role tego leku. Badania
doktorantki majg wysoka warto$¢ naukows i niewatpliwie dostarczajg nowej wiedzy na temat
mechanizmow prowadzacych do progresji choroby nowotworowej i wskazuja nowe cele dla
terapii przeciwnowotworowych.

Publikacja 1, w ktorej mgr Paulina Pietras jest pierwszym autorem to praca przegladowa,
podsumowujgca ogdlnie doniesienia literaturowe z ostatni ok. 20 lat, dotyczace struktury,
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powstawania i funkcji ciat stresowych SG oraz udziat tych struktur w nowotworzeniu i
chorobach neurodegeneracyjnych. Praca jest dobrym wprowadzeniem do tematyki badawczej
realizowanej w ramach publikacji 3

Wyniki badan eksperymentalnych, opisane w pracach 2 i 3, zostaly opublikowane w
czasopismach z listy filadelfijskiej: International Journal of Molecular Sciences i Biomedicine
and Pharmacotherapy, o wartosciach wspotczynnika wptywu IF, odpowiednio, 6,208 i 7,419.
Sa to czasopisma recenzowane, w zwigzku z tym opublikowane w nich prace, w tym réwniez
prace mgr Pauliny Pietras, sa wysokiej jakoS$ci.

Publikacja 2 to praca z pierwszym wspotdzielonym autorstwem mgr Pauliny Pietras.
Naukowecy opisali w niej udziat biatka MVP w procesach zwigzanych z przezyciem komorek
w odpowiedzi na traktowanie lekami przeciwnowotworowymi. Po pierwsze, zaobserwowali
wzrost poziomu biatka MVP w komorkach przerzutowych weztéw chtonnych co powigzali z
funkcja biatka MVP badz nawet catych krypt w migracji i inwazji komorek nowotworowych,
prowadzacych do przerzutow. Nastepnie, wykonali wysokoprzepustowe analizy ekspresji
genow z uzyciem mikromacierzy w komoérkach z wyciszeniem genu biatka MVP z uzyciem
technologii CRISPR-Cas9, w poréownaniu do komorek kontrolnych. W badaniach tych
wytypowali cztery procesy potencjalnie regulowane przez MVP, tj.; adhezja komoérkowa,
adhezja biologiczna, proliferacja komoérek oraz migracja komorek. W kolejnych badaniach
eksperymentalnych potwierdzili aktywatorowe dziatanie biatka MVP na migracje, proliferacje,
wzrost i przezycie komorek. Mimo wysokiej warto$ci uzyskanych wynikow, nie jest dla mnie
do konca jasne, dlaczego czegs¢ analiz byla wykonana na komorkach U20S, a inne na
komorkach HAP1. Wydaje mi sig¢ tez, ze analizy transkryptomiczne powinny zosta¢ wykonane
takze materiale z komorek HAP1. Ponadto, odnos$nie do tej pracy nasungly mi si¢ takze inne
pytania, mianowicie:

1. Pokazano, ze W komorkach HAP1-PAR, w odréznieniu od komoérek USOS-PAR, poziom
biatka MVP pozostaje ponizej poziomu detekcji z uzyciem techniki Western blot (Fig. 2A).
Czy badacze podjeli probe detekcji z uzyciem innych metod, np.: RT-qPCR lub
immunofluorescencji? Jesli nie, skad pewnos¢, ze w tych komorkach biatko w ogodle ulega
ekspresji? Jesli nie ma takiej pewnosci, uzywanie do analiz mutanta typu knockout dla
genu, ktorego ekspresja nie zostata potwierdzona, wydaje mi si¢ troch¢ bezsadane. Co
prawda, zaobserwowano pewne zmiany fenotypowe w komoérkach HAP1-AMVP vs
komorki HAP1-PAR, ale jaka jest pewnos$¢, ze wynikaja one bezposrednio z braku
ekspresji biatka MVP? Dlaczego analiz przedstawionych na Fig. 2C-E nie wykonano z
uzyciem linii USOS-PAR i USOS-AMVP, gdzie réznica w poziomie ekspresji MVP byta
wyrazna?

2. Jak wynika z Fig. 1B, w komorkach tkanek zdrowych i nowotworowych obserwuje si¢
zarowno spadek jak i wzrost poziomu ekspresji MVP, sa wyrazne r6znice obserwowanie
miedzy pacjentami. Jak wyjasni¢ tak r6zne zmiany?

3. Czy znany jest molekularny mechanizm regulacji ekspresji genu MVP? Co bezposrednio
wplywa na wzrost poziomu biatka w komoérkach przerzutowych?

4. Jaki, zdaniem doktorantki, jest molekularny mechanizm regulacji ekspresji innych gendéw
(co sugerujg dane z wynikéw mikromacierzy) przez biatko MVP?
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5. Efekt wyciszenia MVP badano w komoérkach nowotworowych, ma to wowczas pozytywne
znaczenie terapeutycznie — obniza przezywalno$¢ komoérek nowotworowych. Ciekawi
mnie, czy te same szlaki bedg uruchamiane i ten sam efekt bedzie obserwowany w
komorkach tkanek zdrowych z obnizona ekspresja MVP — czy tez beda sie
charakteryzowaly nizszg proliferacja, zwickszong apoptoza i $miertelnoscig? Czy moze w
komorkach nowotworowych szlaki regulowane przez MVP sg nieco inne?

Publikacja 3 to praca opisujaca powstawanie ognisk cytoplazmatycznych
przypominajgcych ciata stresowe SG, indukowanych obecnoscia leku przeciwnowotworowego
cisplatyny (CisPt). Badacze pokazali alternatywng droge dziatania CisPt, ktora moze
indukowac efekt cytotoksyczno$ci poprzez regulacje ekspresji genéw na etapie translacji.
Mianowicie, w wyniku hamowania biosyntezy biatka, indukcji rozpadu polisoméw oraz
agregacji podjednostek rybosomoéw, CisPt hamuje tworzenie kanonicznych ciat stresowych
(ciat SG), ktore naturalne sg wytwarzane w komorce jako jeden z mechanizmow obronnych na
stres, zwigkszajacy przezywalno$¢ komoérek. Zamiast tego, powstaja ogniska
cytoplazmatyczne, o nieco innych sktadzie, biogenezie i wigkszej stabilnosci. Praca jest
ciekawa i wnosi istotny wktad w tematyke badan nad formowaniem si¢ anormalnych
cytoplazmatycznych struktur, cytotoksycznosci niektérych substancji, np. zwigzkow
pochodzenia platynowego 1 zwickszenia efektywno$ci terapii przeciwnowotworowych
opartych na tych lekach. Niemniej, cho¢ praca jest opublikowana w czasopi$mie
recenzowanym, to znalaztam w niej kilka niedociagnie¢: bledy edytorskie, cytowanie figur nie
w kolejnosci ich powstawania (jako pierwsza cytowana Fig. S6, potem Fig. 1A, 3A, 3C, 3B,
2B itp). Z istotniejszych bledow: brak natozenia obrazow (tzw. ,,merge”) w Fig.2A i 3B czy
niepoprawne, nie skorelowane w czasie wskazanym na pojedynczych analizach natozenie
obrazu frakcji polisomow z réznych warunkow na Fig. 6A. W trakcie czytania tej pracy
nasunely mi si¢ ponadto pytania dotyczace sktadu i biogenezy ognisk cytoplazmatycznych
CisPt, o ktorych cheiatabym podyskutowaé z doktorantka podczas obrony, mianowicie:

1. Czy znany jest sktad proteomiczny ognisk cytoplazmatycznych CisPt? Czy podobnie jak
ciata SG zawieraja wiele biatek wigzacych RNA? Jesli nie, jakie techniki zaproponowataby
doktorantka do ich zbadania?

2. Jesli ogniska cytoplazmatyczne indukowane cisplatyng sg inne od ciat SG, co indukuje tak
naprawde powstawanie tych ciat, co jest pierwszym etapem? Wydaje sie, ze w przypadku
ciat stresowych to akumulacja biatek RBP o wlasciwosciach separacji faz ciecz-ciecz jest
czynnikiem inicjujagcym powstawanie tych nieoblonionych a jednak odrgbnych struktur.
Czy tak tez moze by¢ w przypadku ciat CisPt? W kontekscie choréb neurodegeneracyjnych
(np. ALS), czy zdaniem doktorantki, w komoérkach z ekspresja mutanta biatka TDP-43 lub
FUS skorelowanych z ALS traktowanych cisplatyna, mutanty TDP-43 i FUS gromadzityby
si¢ w ogniskach cytoplazmatycznych CisPt, tak jak gromadza si¢ w ciatach stresowych?

Rozprawa doktorska zostata wykonana w ramach Szkoty Doktorskiej UMP. Z zyciorysu
naukowego dowiadujemy sig, ze mgr Paulina Pietras jest wspotautorka w sumie 7 publikacji
naukowych o tacznej wartosci wspotczynnika oddziatywania IF 36,508, a jej index Hirscha
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wynosi 3, co stanowi naprawde¢ imponujgcy dorobek dla tak mtodego naukowca. Obecnie
realizuje studia podyplomowe ,,Badania kliniczne i biomedyczne badania naukowe” na UMP.
Wyniki swoich badan przedstawiata na zebraniu naukowym Poznanskiego Oddziatu Polskiego
Towarzystwa Histochemikéw i Cytochemikow, ktorego jest cztonkiem. Recenzowata juz prace
naukowe dla czasopisma Adv. Clin. Exp. Med. Do$wiadczenie badawcze zdobywata odbywajac
praktyki i staze naukowe na UMP, UAM i IChB PAN. Przez dwa lata udzielata si¢ takze w
Uczelnianym Laboratorium Koronawirusa, utworzonym na UMP w czasie pandemii.

Pod katem formalnym uktad pracy odzwierciedla typowy uktad prac doktorskich, ktérych
osiggnigcia opisane sg w publikacjach naukowych. Oprécz spisu publikacji stanowigcych
osiggniecie naukowe doktorantki znajdujemy ,,Wprowadzenie” do tematyki pracy doktorskiej,
w ktorej doktorantka zwiezle, ale wystarczajaco wprowadza czytelnika w tematyke prac
wchodzacych w skiad dysertacji, czyli struktury i funkcji krypt komoérkowych i ciat stresowych
oraz ich udziat w $ciezkach promujacych przezycie komorek w niekorzystnych warunkach.
Niemniej, razacy jest tu brak figur. Przydalby si¢ chociazby model krypty komorkowej czy
schemat szlakow inhibicji biosyntezy biatek prowadzacych do powstawania ciat SG. Figury nie
tylko ubarwityby te czg$¢ pracy, ale tez ulatwityby §ledzenie przyswajanych informacji. W
kolejnych rozdziatach mgr Paulina Pietras wyczerpujaco przedstawia cykl prac naukowych
wchodzacych w sktad rozprawy, ktore podsumowuje W poprawnie sformutowanych
wnioskach. W dysertacji znajdujemy takze informacje o aktywnos$ci naukowej doktorantki,
wykaz skrétow, streszczenia oraz o§wiadczenia wspotautorow.

Wyniki badan eksperymentalnych zostaty opublikowane w czasopismach z listy
filadelfijskiej: International Journal of Molecular Sciences 1 Biomedicine and
Pharmacotherapy, o wartosciach wspotczynnika wptywu IF, odpowiednio, 6,208 i 7,419. Sa to
czasopisma recenzowane, w zwigzku z tym opublikowane w nich prace, w tym réwniez prace
mgr Pauliny Pietras, sa wysokiej jakosci. Warto jednak wspomnie¢, ze pozostata czes$é
rozprawy, rozdzialy ,,Wprowadzenie”, ,,Omoéwienie osiggni¢¢ badawczych”, ,,Podsumowanie
i wnioski” oraz ,Streszczenie” sg rowniez rzetelnie przygotowane, napisane poprawng
polszczyzng, z wlasciwym doborem stow 1 znajomoscig terminologii w zakresie dyscypliny.
Autorka unika Zargonu laboratoryjnego, zdania sa jasne, wnioski sformutowane poprawnie.
Zdarzaja si¢ naprawde nieliczne btedy, np.: ,,czynnik eIF4E ma zdolno$¢ wigzania struktury
czapeczki mRNA, bedacej charakterystycznym elementem wigkszosci genow” — Kiedy
struktura czapeczki jest charakterystycznym elementem czasteczek mRNA, czy niewlasciwe
sformutowania typu ,,vtRNA - niekodujagce RNA krypt komérkowych” zamiast ,,niekodujacy
RNA krypt”, ktore jednak nie umniejszajg duzej wartosci naukowej niniejszej pracy.

Warto podkresli¢, ze wyniki opublikowane w pracach wchodzacych w sktad cyklu
publikacji powstaly z wykorzystaniem bogatego repertuaru technik molekularnych, cho¢
niestety, trudno wskazac, ktore z nich zostaty w catosci wykonane przez doktorantke. Trudno
tez ogolnie oceni¢ wktad autorki w powstanie prac, bo cho¢ dysertacja zawiera oswiadczenia
wspotautoréw, nie sg one wystarczajaco precyzyjne, tak ze nie do konca wiadomo jaki jest
prawdziwy wktad mgr Pauliny Pietras w kazdg z nich.

Podsumowujac, rozprawe doktorskg Pani mgr Pauliny Pietras uwazam za warto§ciowa
naukowo i przeczytalam jg z duzym zainteresowaniem. Badania naukowe wykonane wraz z
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zespotem potwierdzilty udziat biatka MVVP w procesach zwigzanych z przezyciem komorek
nowotworowych w odpowiedzi na traktowanie lekami. Ponadto, pokazano nowy mechanizm
dziatania cisplatyny, poza potwierdzong wcze$niej rolg w indukcji uszkodzen DNA, zwigzany
z zahamowaniem translacji i supresja cial SG, odpowiedzialny za wysoki stopien
cytotoksycznosci tego leku. Tematyka, ktorg zajeta si¢ doktorantka jest nadal stabo poznana,
zrozumienie mechanizmoéow odpowiedzialnych za utrzymanie przezycia komorek w odpowiedzi
na traktowanie lekami przeciwnowotworowymi nadal stanowi wyzwanie w obszarze
opracowywania skutecznych terapii. W tym aspekcie, uzyskane wyniki sa niezwykle cenne.

W mojej opinii, przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okre$lone
w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” 0raz w sposobie
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora na Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu (uchwata Senatu UMP nr 33/2021) i wnioskuje¢ do Kapituly
Kolegium Nauk UMP o dopuszczenie mgr Pauliny Pietras do dalszych etapéw postgpowania o
nadanie stopnia doktora.

Katarzyna Dorota Raczynska
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