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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ

mgr Pauliny Marona pt. ,,Rola biatka MCPIP1 w procesach wzrostu, unaczynienia i progresji
nowotworowej jasnokomorkowego raka nerki” wykonanej w Zaktadzie Biochemii Ogdlnej,
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagielloriskiego pod kierunkiem dr
hab. Katarzyny Miekus

Wykonane w ramach pracy doktorskiej badania byly wspétfinansowane ze
$Srodkéw Narodowego Centrum Nauki, w ramach projektu Preludium 13: ,,Rola biatka MCPIP1
w procesach wzrostu, unaczynienia i progresji nowotworowej jasnokomérkowego raka nerki”
— UMO0-2017/25/N/NZ5/03014 przyznanego Doktorantce oraz projektow: Sonata 5: ,Analiza
molekularna progresji jasnokomdrkowego raka nerki w aspekcie poszukiwania czynnikéw
predykcyjnych przed planowanym leczeniem” — UMO-2013/09/D/NZ5/00249 i Opus 10: ,Rola
biatka MCPIP1 w procesach wzrostu, progresji i unaczynienia jasnokomérkowego raka nerki”
— UMO0-2015/19/B/NZ5/01405 przyznanych dr hab. Katarzynie Miekus. Rozprawa stanowi
kontynuacje prowadzonych z powodzeniem od kilku lat badain nad lepszym rozumieniem
rozwoju i progresji nowotworow, a zwtaszcza roli biatka MCPIP1 w tych procesach. Co warte
podkreslenia Autorka rozprawy doktorskiej jest laureatka prestizowych stypendidéw takich jak:
stypendium START 2018 przyznane przez Fundacje na rzecz Nauki Polskiej czy stypendium
L’Oreal- UNESCO, Dla Kobiet i Nauki 2019.

Przedstawiona do recenzji praca dotyczy analizy roli biatka MCPIP1 w procesach wzrostu,
unaczynienia i progresji jasnokomoérkowego raka nerki. Rak nerki znajduje sie w pierwszej
dziesigtce najczesciej diagnozowanych nowotwordéw ztosliwych, a rak jasnokomérkowy
stanowi okoto 85% wszystkich nowotwordw nerki. Rak nerki ze wzgledy na bezobjawowy
przebieg we wczesnych stadiach, niestety diagnozowany jest zbyt pdino. Rokowania w
przypadku zaawansowanego stadium choroby pozostajg niepomysine. Nadzieje na poprawe
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wynikéw leczenia w tej grupie chorych daje zastosowanie terapii ukierunkowanej na cele
molekularne oraz nowoczesnej immunoterapii. Niestety, nawet terapie ukierunkowane
molekularnie wydtuzajg czas przezycia chorych jedynie o kilka miesiecy. Co wiecej, nowotwor
bardzo szybko wyksztatca opornosc na stosowane leki. Biorgc pod uwage powyzsze informacje
stwierdzi¢ nalezy, ze zagadnienia realizowane w pracy doktorskiej mgr Pauliny Marona
nakierowane na lepsze zrozumienie roli biatka MCPIP1 w procesach wzrostu, unaczynienia i
progresji jasnokomérkowego raka nerki sg aktualne i istotne z punktu widzenia poznawczego.
Poznanie funkcji biatek biorgcych udziat w procesach zachodzacych w obrebie guza jest
niezbedne do opracowania nowych terapii, badania posiadajg wiec tez potencjalny wymiar
aplikacyjny, zwtaszcza w kontekscie nowych strategii terapeutycznych i przetamania opornosci
na inhibitory kinaz tyrozynowych.

Rozprawe stanowi przygotowane w jezyku polskim opracowanie liczace 125 stron. Uktad pracy
jest typowy dla dysertacji doktorskich w zakresie nauk eksperymentalnych. Posiada
nastepujace rozdziaty: Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Cel Pracy, Materiaty
i Metody, Wyniki, Dyskusja i Wnioski. Cato$s¢ poprzedzona jest Spisem Tresci i Wykazem
Skrétéw. Bibliografia obejmuje 264 pozycje, przedstawione w kolejnosci cytowania. Zaréwno
kompozycja pracy, jak i zawartos¢ poszczegdlnych czesci jest prawidtowa, a spis tresci dobrze
przygotowany. Praca napisana jest przejrzyscie i zwiezle, co uwazam za jej duzy atut. Z
technicznego punktu widzenia rozprawa przygotowana jest bardzo starannie; tekst jest
napisany poprawng polszczyzna, bteddéw i literéwek znalaztam stosunkowo niewiele. Praca
posiada czytelng oprawe graficzng i dobrze opracowane ryciny. Na szczegdlng uwage zastuguja
bardzo starannie przygotowane schematy sygnalizacji komérkowej. Uktad pracy jest logiczny
inie budzi zastrzezen, co dowodzi umiejetnosci Doktorantki do wtasciwego
przedstawienia problemu naukowego i sposobu jego rozwigzania. Taka starannos$¢ dodatkowo
utwierdza czytelnika w przekonaniu, iz same badania i analizy laboratoryjne przeprowadzone
byty w sposdb zachowujgcy najwyzsze standardy.

Liczacy 27 stron Wstep jest napisany ciekawie i dobrze wprowadza w tematyke badan,
uzasadniajgc celowos$é ich podjecia. Autorka przedstawia kolejno ogdlng charakterystyke
jasnokomérkowego raka nerki, role angiogenezy w procesie rozwoju nowotworu, a nastepnie
role receptora c-Met w progresji badanego nowotworu i bedgce przedmiotem rozprawy biatko
MCPIP1 jako regulator proceséw zapalnych i nowotworzenia. Catos¢ jest zilustrowana starannie
przygotowanymi, czytelnymi schematami. Uwazam, Ze pomocne dla czytelnika bytoby
umieszczenie pod nimi krétkiej legendy, utatwiajacej ich analize. Rozdziat ten $wiadczy o tym,
ze Doktorantka wykazata sie dobrg znajomoscig tematu i jest zorientowana w biezgcym
pi$miennictwie naukowym. Jedyne czego mi zabrakfo to odwotania sie do najnowszych zalecen
ESMO dotyczacych leczenia raka nerki, a mianowicie stosowania podwadjnej immunoterapii
(niwolumab + ipilimumab) w pierwszej linii postepowania terapeutycznego.

Cel pracy okreslony jest jednoznacznie i wystarczajgco. Gtéwnym zamierzeniem badawczym
byto wyjasnienie roli biatka MCPIP1 w progresji i rozwoju jasnokomdrkowego raka nerki oraz
jego wptywu na rozwdj przez komodrki nowotworowe opornosci na inhibitory kinaz

2



tyrozynowych: sunitinib i sorafenib. Cel pracy zostat podzielony na 4 zadania badawcze
dotyczace kolejno:

1. Zbadania zwigzku miedzy poziomem badZ aktywnoscig biatka MCPIP1 a proliferacjg
komdrek nowotworowych in vitro oraz in vivo;

2. Woyjasnienia wptywu biatka MCPIP1 na angiogeneze (zbadanie poziomu wydzielanych
czynnikdw proangiogennych, zachowania komérek srédbtonka i procesu angiogenezy in
vivo);

3. Analizy materiatu klinicznego od chorych na jasnokomérkowego raka nerki pod katem
zmian w poziomie biatka MCPIP1 i jego korelacji z poziomem receptora c-Met;

4. Zbadania mechanizmu odpowiedzialnego za nabywanie opornosci na stosowane
w terapii jasnokomadrkowego raka nerki leki: sunitinib i sorafenib oraz oceny roli biatka
MCPIP1 w tym procesie.

Rozdziat Materiaty i Metody zostat przygotowany starannie i szczegdétowo, cho¢ w moim
odczuciu w pewnych miejscach zabrakto szczegdtéw technicznych. Badania zostaty
przeprowadzone na bardzo réznorodnym materiale, z wykorzystaniem ustalonych ludzkich linii
komorkowych jasnokomdrkowego raka nerki, materiatu klinicznego od pacjentéw oraz mysich
modeli in vivo. W tym miejscu chciatam sie zapytac, jakie byty kryteria doboru linii
komérkowych. Zabrakto mi réwniez danych dotyczacych kryteridw wigczenia i wytgczenia
chorych do/z badania. Na jakiej zasadzie ustalono liczebno$¢ grupy? Jaka byta charakterystyka
grupy badanej, z uwzglednieniem takich cech jak wiek, pte¢, klasyfikacja TNM? Czy znany byta
status mutacji VHL? Czy badana grupa byta reprezentatywna dla ogdétu chorych na
jasnokomorkowego raka nerki? Czy w pobranym materiale klinicznym wykorzystywanym do
analizy western blot zostat okreslony odsetek komérek nowotworowych?

Analiza wybranych zagadnien wymagata zastosowania szerokiego zakresu technik z zakresu
biologii komodrki i biologii molekularnej. Stosowane metody obejmowaty metody hodowli
komodrkowej, przejsciowej i stabilnej modyfikacji komodrek, analizy ekspresji gendw na poziomie
transkryptu (wykonanej metodami RT-qPCR oraz mikromacierzy) i biatka (wykonanej metodami
Western blot, ELISA, barwienia immunofluorescencyjnego i immunohistochemicznego,
macierzy biatkowych) oraz szereg testdw funkcjonalnych takich jak: test proliferacji, migracji,
tworzenia rozgatezien w hodowli komédrek srddbtonka czy test fibrynowy. Dodatkowo
w modelach mysich badano wzrost guzéw, rozwdj przerzutéow odlegtych czy liczbe krgzacych
komodrek nowotworowych przy pomocy cytometrii przeptywowe;j.

Nawigzujac do opisu tej czesci pracy, chciatam zapytac sie na jakiej podstawie dokonano
wyboru genu referencyjnego do analizy gPCR. Wedtug wytycznych dotyczacych opracowywania
metody qPCR (np. Bustin SA, Benes V, Garson JA, Hellemans J, Huggett J, Kubista M, Mueller R,
Nolan T, Pfaffl MW, Shipley GL, Vandesompele J, Wittwer CT. The MIQE guidelines: minimum
information for publication of quantitative real-time PCR experiments. Clin Chem. 2009 55:611-
22; http://mige.gene-quantification.info/) zaleca sie uzycie minimum 2 gendéw referencyjnych
do analizy poziomu transkryptéw i starannej walidacji ich stabilnosci w analizowanym
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materiale. Poprosze Doktorantke o ustosunkowanie sie do tych wytycznych w Swietle
zastosowanego uktadu doswiadczalnego. Czy jeden gen referencyjny byt wystarczajgcy? Jaka
byta stabilnos¢ wybranego genu referencyjnego — E2F? Czy pordwnywano go z innymi
kandydatami? Jaka byfa wydajnos¢ amplifikacji dla poszczegdlnych par starterow i czy
rzeczywiscie umozliwiata uzycie metody delta delta CT zaktadajacej praktycznie 100%
wydajnosé reakgc;ji?

Kolejng kwestia o ktérg chciatam sie dopytaé, jest sposdb oceny barwienia
immunohistochemicznego preparatéw tkankowych (pkt 6.2.23). Czy okreslano % komodrek
CD31-pozytywnych? Czy uwzgledniano intensywno$é barwienia? Co stanowito kontrole
negatywng i pozytywna, przy optymalizacji samej procedury barwienia? Mysle, ze warto by
pokazac przyktadowe barwienia w lepszej rozdzielczosci niz zaprezentowane na rycinie 7.8.

Pewien niedosyt pozostawia opis czesci dotyczacej analizy statystycznej. Nie wszystkie
stosowne w pracy testy zostaty tu wymienione. Chciatam sie zapytaé, na jakiej podstawie
stosowano testy parametryczne takie jak test t-Studenta. Czy rozktad analizowanych danych
byt rzeczywiscie normalny?

Podsumowaujac tg czes¢ pracy, metodyka byta réznorodna i dobrana w sposéb pozwalajgcy na
realizacje wyznaczonych zadan. Opis metod zostat w wiekszosci zostat przygotowany starannie,
pozwala zrozumiec i powtdrzy¢ wykonane eksperymenty. Szerokie spektrum stosowanych
metod badawczych potwierdza dobre przygotowanie Doktorantki do samodzielnej pracy
naukowe;.

Wyniki pracy Doktorantka przedstawia na 31 stronach w 3 punktach dotyczgcych kolejno: 1)
roli biatka MCPIP1 w procesach wzrostu, unaczynienia i progresji nowotworowej
jasnokomdrkowego raka nerki; 2) poziomu biatka MCPIP1 w prdébkach klinicznych oraz 3)
wptywu biatka MCPIP1 na opornos¢ na terapie celowane w jasnokomdérkowym raku nerki.
Wydaje mi sie, ze bardziej przejrzyste bytoby zaprezentowanie zadan badawczych
korespondujgcych z przedstawianymi potem wynikami lub wynikéw w sposéb odpowiadajgcy
zaprezentowanym wczesniej zadaniom badawczym. Obecnie przedstawiono 4 zadania
badawcze a 3 sekcje dotyczgce wynikdw, niemniej to szczegdt nie umniejszajgcy wartosci
samych wynikéw.

Bardzo wysoko oceniam czes¢ wynikdw dotyczacg roli biatka MCPIP1 w procesach wzrostu,
unaczynienia i progresji nowotworowej, ktdra przedstawia szereg nowych, bardzo
interesujgcych danych. Wykazano, ze niski poziom biatka MCPIP1 (lub zahamowanie jego
aktywnosci RNazy) prowadzi do zwiekszenia potencjatu proliferacyjnego komodrek
nowotworowych in vitro oraz przyspieszenia wzrostu guzéw in vivo, jak réwniez zwiekszonej
angiogenezy. Dodatkowo, obnizony poziom biatka MCPIP1 wigzat sie z aktywacjg procesu EMT,
wiekszg liczbg CTC w krwiobiegu oraz wiekszg liczba przerzutéw do ptuc w modelu mysim.

Najstabszg wedtug mnie czescig pracy jest cze$é dotyczacg oceny wartosci klinicznej MCPIP1.
Przeanalizowano 60 tkanek nowotworowych od pacjentéw z jasnokomorkowym rakiem nerki.
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Wykazano, ze poziom MCPIP1 spada wraz z progresjg jasnokomorkowego raka nerki wyrazong
skalg Furmana i negatywnie koreluje z poziomem catkowitego i fosforylowanego receptora c-
Met. Szczegdlnie interesowatoby mnie, czy poziom biatka MCPIP1 korelowat z jakimikolwiek
innymi cechami klinicznymi poza klasyfikacjg histologiczng, gdzie ocenie poddawane sg jadra
komorkowe, np. klasyfikacjg TNM? Czy mozliwym bytoby wykonanie analiz korelacji poziomu
MCPIP1 z przezyciem chorych, jesli nie na materiale klinicznym wtgczonym do pracy, to moze
chociaz na danych zawartych w bazie TCGA? W tym miejscu chciatabym sie spyta¢ Doktorantke,
czemu wybrano metode western blot do oceny poziomu biatka w materiale klinicznym zamiast
klasycznie stosowanej w takich przypadkach immunohistochemii? Wedtug mnie ograniczenia
zwigzane z tym podejsciem nalezatoby przedyskutowac¢ w pracy. W tej czesdci zabrakto mi
rowniez informacji, jaki test statystyczny stosowano w przypadku zaleznosci liniowych
pomiedzy poziomem biatka MCPIP1 a cMet (Ryc. 7.22.B czes¢ B rycyny) i jakie byty wartosci p.
Czemu nie wykonano analizy statystycznej danych w przypadku Ryc 7.22.D?

Szczegdlnie interesujgca jest czesé trzecia pracy dotyczgca badania wptywu biatka MCPIP1 na
opornos¢ na terapie celowane stosowane w jasnokomdrkowym raku nerki. Uzyskane wyniki
dostarczajg waznych danych na temat mechanizmu nabywania opornosci na sorafenib
i sunitinib przez komoérki ccRCC. Nowoscig, wedtug mojej wiedzy, byto wykazanie spadku
poziomu MCPIP1 w komodrkach opornych in vitro, jak i in vivo. Szczegdlnie obiecujgca
w kontekscie przetamywania opornosci, wydaje mi sie strategia tgczenia wspomnianych
inhibitorow z inhibitorem cMet, SU11274. Te badania na pewno warto kontynuowadé.

Na koniec w Dyskusji Autorka w sposob dojrzaty i krytyczny dyskutuje wyniki wtasne na tle
danych literaturowych. Te czes¢ pracy czyta sie bardzo dobrze. Pokazuje ona dobrg znajomos¢
i ptynne poruszanie sie przez Doktorantki w tematyce zwigzanej z prowadzonymi badaniami.
Na stronie 108 Dyskusji Autorka stwierdza: , Wieksza ilo$¢ przerzutdw oraz tgczenie sie komadrek
w grupy sugeruje, ze komodrki oporne na sunitinib migrujg kolektywnie w klastrach
posiadajgcych wysoki poziom e-kadheryny i fosforylacje receptora c-Met, ktory zwieksza
inwazyjnosé grupy.” W tym miejscu chciatabym sie dopytaé, czy w pracy wykazano obecnos¢
klastrow? Bardzo interesujgce bytoby przeanalizowanie fenotypdw krazacych komdrek
nowotworowych. Czy takie analizy byly podejmowane? Jesli nie prositabym Doktorantke
o przedstawienie mozliwego planu takich doswiadczen.

Polemizowatabym ze stwierdzeniem, ze ,, Wyniki przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej
sugerujg, ze biatko MCPIP1 moze stanowi¢ potencjalny czynnik prognostyczny
jasnokomoérkowego raka nerki”. Nie znalaztam w pracy wynikéw, ktdre by potwierdzaty
znaczenie prognostyczne MCPIP1 u chorych na raka nerki. Poprositabym Doktorantke o
komentarz w tej sprawie.

Prace koriczg dobrze napisane Wnioski koricowe oraz podsumowanie graficzne pracy w postaci
bardzo przejrzystego schematu. Krétka legenda pod schematem, opisujgca co jest na obrazku
sprawifaby, ze modgtby on stanowi¢ samodzielne, niezalezne bardzo trafne podsumowanie
catosci pracy.



Oceniajgc strone redakcyjng pracy, mam kilka drobnych uwag. Praca ogdlnie napisana jest
bardzo starannie, pojawiajg sie nieliczne btedy interpunkcyjne. Chciatabym natomiast zwrdcic
uwage na pewnego rodzaju niezreczno$¢ jezykowa, moze na miejscu przy popularyzacji
wynikdw badan naukowych, jednak w doktoracie nie znajdujacg uzasadnienia. Chodzi mi o
sposob prowadzenia narracji w stylu ,Komorki oporne na sorafenib takze niechetnie sie faczyty
preferujgc indywidualng migracje”. Wydaje mi sie, ze na podstawie przeprowadzonych
doswiadczen trudno wnioskowaé na temat checi taczenia sie czy preferencji migracyjnych
komorek nowotworowych i warto by przedstawia¢ dane, stosujgc bardziej naukowe, typowe
dla tego typu prac podejscie.

Przestawione wyzej uchybienia nie obnizajg wartosci naukowej pracy. Cele pracy zostaty
z powodzeniem zrealizowane. Nalezy podkreslic, ze tematyka badan podjeta w pracy
doktorskiej jest jak najbardziej istotna i aktualna, a uzyskane wyniki w sposéb znaczacy
poszerzyty wiedze o roli biatka MCPIP1 w procesach wzrostu, unaczynienia i progresji
jasnokomorkowego raka nerki, wskazujgc na jego role supresorowg. Przedstawione
i przedyskutowane przez Doktorantke wyniki uwazam za bardzo interesujace. Sg juz podstawg
bardzo dobrych publikacji. Zabrakto mi tylko wskazania w pracy doktorskiej, ktére z wynikow
znalazty sie w ktdrej z opublikowanych prac Doktorantki. Warto$s¢ merytoryczng pracy
i uzyskanych wynikdw oceniam bardzo wysoko.

Podsumowujac, stwierdzam, ze uzyskane wyniki stanowig wazne naukowo osiggniecie,
a Autorka rozwigzata postawiony problem badawczy i potrafita poprawnie przedstawi¢ efekty
swojej pracy w rozprawie doktorskiej. Wykazata sie wnikliwoscia badawczg, umiejetnym
wykorzystaniem szerokiego spektrum technik biologii komérki i biologii molekularnej oraz
umiejetnoscig prezentacji i interpretacji wynikow.

Z petnym przekonaniem stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art.13 Ustawy 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 pézn. zm.). Dlatego tez
wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszczenie
Pani mgr Pauliny Marona do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora
W dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne. Rdwnoczesnie,
bioragc pod uwage wysoka wartos¢ merytoryczng rozprawy, zwracam sie do Wysokiej Rady
0 wyrdznienie ocenianej pracy.
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