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rozprawy doktorskiej mgr inz. Zbigniewa Bastera pt.:
"Interplay between talin and B1-integrin in cancer cells motility"
(Oddziatywanie pomiedzy taling i integryng 81 w ruchliwosci komorek nowotworowych)

wykonanej w Zaktadzie Biofizyki Molekularnej i Miedzyfazowej,
Wydziat Fizyki, Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagielloriskiego
pod kierunkiem dr. hab. Zbigniewa Rajfura

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Zbigniewa Bastera dotyczy okreslenia charakteru
wzajemnego oddziatywania dwdch biatek - taliny i integryny B1 - kluczowych w adhezji komdrkowej, a wiec i
migracji komdrek. Poznanie mechanizmu(dw) interakcji pomiedzy sktadowymi struktur bioracych udziat w
adhezji i warunkujacych zdolnos¢ komadrek do migracji, a wiec i do przerzutowania komorek nowotworowych,
jest niezbedne do zrozumienia biologii nowotwordw i opracowania strategii celowanej, skutecznej i
specyficznej, terapii przeciwnowotworowch. Badania przeprowadzone przez Doktoranta doskonale wpisujg
sie w ten nurt badan, tak przeciez potrzebnych dla skutecznej walki z nowotworami.

Formalny opis rozprawy

Doktorant skorzystat z mozliwosci, jaka dawat Art. 13 pkt. 2 ustawy o stopniach i tytutach naukowych i
przygotowat rozprawe doktorskg w formie ,(...) spdjnego tematycznie zbioru artykutow opublikowanych lub
przyjetych do druku w czasopismach naukowych (...)”. Na rozprawe sktadajg sie trzy artykuty spetniajgce
ustawowy wymog spdjnosci tematycznej, w tym jeden z nich ma charakter metodyczny, a dwa -
eksperymentalny. Zostaty one opublikowane w 2020 r. w czasopismach z listy filadelfijskiej; we wszystkich
Doktorant jest pierwszym autorem. Nalezy réwniez podkreslié¢, ze do rozprawy, przygotowanej w jezyku
angielskim, zostaty dotgczone os$wiadczenia Doktoranta oraz wiekszosci wspétautoréw, z ktdrych
jednoznacznie wynika, ze mgr inz. Baster miat wiodgcy udziat w powstaniu tych publikacji.

Poza kopiami rzeczonych artykutéw (w formie zatgcznikéw) oraz ww. oSwiadczeniami rozprawa zawiera
liczace po pottorej strony streszczenia w jezyku polskim i angielskim, autoreferat (cho¢ ta nazwa nie pada w
rozprawie) oraz zgody redakcji na wykorzystanie w autoreferacie rycin pochodzacych z innych publikacji i
jednej z publikacji (nr Ill) wchodzacych w sktad rozprawy. Autoreferat liczy 58 stron, sktada sie ze
wstepu/Introduction (28 stron), celu rozprawy/Scope of the study (1 strona), podsumowania i
komentarzy/Summary of the results and comments (6 stron), uwag (wnioskéw) koricowych/Final remarks
(1,5 strony) oraz spisu literatury/References cytowanej w autoreferacie (356 pozycji, 19 stron). Ponadto,
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przed streszczeniami Doktorant umiescit liste skréotéw i akroniméw (skrétowcdw) oraz liste wiasnych

publikacji (poza tymi, ktére weszty w sktad rozprawy to 20 pozycji) oraz informacje o uzyskanym finansowaniu

swoich badan i zgtoszeniu patentowym. Te czesci rozprawy, ktére nie sg zatgczonymi publikacjami, sg dobrze

i zrozumiale napisane, poprawnym jezykiem angielskim, acz zauwazytam drobne potkniecia gramatyczne.

Dotyczyto to gtdwnie stosowania liczby pojedynczej w miejsce liczby mnogiej (i odwrotnie), a w szczegélnosci

dotyczyto to trzeciej osoby liczby pojedynczej w czasie Simple present oraz tzw. false friends — np. underlay

zamiast underlie. Ale zwazywszy, ze jezyk angielski nie jest ojczystym jezykiem Doktoranta sg to naprawde

bardzo niewielkie uchybienia jezykowe.

Ocena merytoryczna

W sytuacji, gdy na rozprawe sktadajg sie opublikowane artykuty recenzent ma teoretycznie utatwione
zadanie, gdyz zawarte w publikacjach wyniki zostaty juz poddane wnikliwej ocenie recenzentéw,
wyznaczonych przez redakcje czasopism, ktdrzy z reguty nie majg obiekcji do ostrej krytyki i wskazywania
koniecznosci wykonania dodatkowych doswiadczen, zwtaszcza iz dziatajag anonimowo. W praktyce, bywa
réznie, gdyz czasem trudno jest okresli¢, ktére wyniki przedstawione w danym artykule sg autorstwa
Doktoranta, zwtaszcza w przypadku publikacji wieloautorskich. Idealng sytuacjg bytoby zatem, gdy autorami
artykutéw byliby jedynie Doktorant i jego promotor/promotorzy (opiekunowie naukowi) i ewentualnie osoba
wspierajgca strone metodyczno-techniczng, co - z uwagi na wymagania redakcji dobrych czasopism
dbajacych o poziom naukowy nadsytanych manuskryptéw - w dzisiejszych czasach zdarza sie niestychanie
rzadko. W przypadku niniejszej rozprawy taka sytuacja wystepuje w artykule o charakterze metodycznym
(Doktorant i promotor) oraz w jednym z artykutéw doswiadczalnych (Doktorant, promotor, wsparcie
techniczne — techniki biologii molekularnej -i kierownik zagranicznego laboratorium, w ktérym doktorant
wykonywat cze$¢ doswiadczen). Troche bardziej skomplikowana sytuacja jest w przypadku trzeciej publikacji,
autorstwa 10 oséb, ale tu Doktorant wyraZznie wskazuje, ktdre ryciny zawierajg wykonane przez niego
doswiadczenia i analizy. Przed kazdg z publikacji zamieszczono abstrakt graficzny i podsumowanie
najwazniejszych wynikéw (highlights), mysle ze i tu mozna byto zamiesci¢ informacje o udziale Doktoranta,
pozostawiajac oswiadczenia pozostatych autoréw na koncu rozprawy; utatwitoby to niewatpliwie lekture.

Lista skrétéw i akroniméw jest wyczerpujaca, ale moze warto bytoby pomysle¢ o dodaniu polskich znaczen.
Mam tez watpliwos¢ co do polskojezycznego streszczenia - nie wiem, czy ablacja jest najlepszym terminem
na okreslenie nokautu genu.

Wstep to doskonate wprowadzenie w tematyke rozprawy, znajdujg sie tu informacje o epidemiologii
nowotwordéw, ich charakterystycznych cechach, procesie tworzenia guzéw i przerzutowania oraz
mechanizmach inwazji komdérek nowotworowych. Kolejna cze$¢ opisuje biatka adhezyjne i ich udziat w
ruchliwosci komérkowej; tu sporo miejsca Doktorant poswiecit integrynom i obu izoformom taliny, ktére
cho¢ wykazujg bardzo duze podobieristwo nie do korica petnig podobne funkcje, przy czym rola taliny 2,
odkrytej blisko dwie dekady pdzZniej, nie jest tak dobrze poznana jak taliny 1. Najobszerniejsza cze$¢ wstepu
poswiecona jest zastosowaniom mikroskopii fluorescencyjnej w badaniach biologicznych; tu znajdziemy
podstawowe informacje o zasadzie dziatania mikroskopii swietlnej i akwizycji uzyskanych obrazéw, zjawisku
fluorescencji i rozdzielczosci mikroskopdéw, funkcji rozmycia obiektu punktowego, technice mikroskopii
superrozdzielczej, a takze oprogramowania stuzgcego do ulepszenia uzyskanych obrazéw. Wstep jest bogato
ilustrowany, Doktorant positkuje sie tu 15. rycinami i czterema réwnaniami; zamiescit tez istotne informacje
0 macierzy zewnatrzkomérkowej i budowie struktur adhezyjnych w postaci dwdch tzw. box (wstawek), co
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jest praktykowane w niektérych czasopismach. Wysoko oceniam te czes¢ rozprawy, utatwia bowiem lekture
publikacji stanowigcych trzon rozprawy. Jako cel rozprawy Doktorant wyznaczyt (i) okreslenie roli interakgji
izoform taliny z integryng B1 i udziatu tej interakcji w inwazyjnosci komérek nowotworowych zwigzanych z
degradacjg biatek macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM) poprzez regulacje sekrecji, wewnatrzkomoérkowego
transportu i recyklingu pecherzykéw zawierajgcych metaloproteinaze macierzy zewnatrzkomorkowej 9
(MMP9) w komérkach raka piersi oraz (ii) opracowanie molekularnego modelu opisujacego wptyw
naturalnego barwnika cyjanidyno-3-glukozydu (C3G) na interakcje izoform taliny zintegryng B1 oraz regulacje
adhezji i procesu tworzenia guzéw przez komérki raka jelita grubego.

Analiza sktadajgcych sie na rozprawe artykutdéw wskazuje, ze Doktorant zrealizowat swoje ambitne
zamierzenia. Wykorzystat do tego celu narzedzia bioinformatyczne, w tym stworzong przez siebie wtyczke
Fiji oraz dokowanie molekularne, techniki nowoczesnej biologii komérki, w tym obrazowania komérek i
immunolokalizacji z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej i zaawansowanej analizy uzyskanych obrazéw
oraz techniki biologii molekularnej.

Zanim Doktorant przystgpit do realizacji celu, opracowat oprogramowanie - wtyczke Fiji, co umozliwito mu
bardziej precyzyjng analize obrazéw uzyskanych w mikroskopie fluorescencyjnym. Rdzni sie ono od juz
istniejgcych tym, ze pozwala na sekwencyjne i zautomatyzowane wyostrzenie plikéw graficznych w trybie
wsadowym. Opis i funkcjonalnos¢ oprogramowania zostaty przedstawione w pierwszej publikacji cyklu, ktdra
ukazata sie we wrzesniu 2020 r. w czasopismie Bio-Algorithms and Med-Systems (figurujgce w bazie Web of
Science-Emerging Sources Citation Index). Majgc w reku narzedzie bioinformatyczne przystgpit do pracy
doswiadczalnej, a wyniki jego dokonan zostaty opublikowane w dwdch artykutach, ktdre réwniez ukazaty sie
w 2020 r. w Biochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research (IF 4,105) oraz w FASEB Journal (IF 4,966),
wiodacych czasopismach w tematyce badan prowadzonych przez Doktoranta. Zostaty one przedstawione w
rozprawie w postaci zafacznikdw, a podsumowanie uzyskanych wynikdw zostato zamieszczone w
autoreferacie. Cze$¢ doswiadczalna rozprawy zostata wykonana w laboratorium kierowanym przez Cai
Huanga na University of Kentucky w Lexington, gdzie byt finansowany z grantu RO1 NIGMS NIH prof. Huanga.

W pierwszym z artykutdw doswiadczalnych Doktorant zainteresowat sie taling 2, jedng z dwdch izoform
taliny, ktdra jest obecna w inwadopodiach i bierze udziat w ich dojrzewaniu, natomiast nie wiadomo, w jaki
sposob biatko to uczestniczy w tym procesie. Doktorant wykazat, ze w komédrkach raka piersi talina 2 jest
zaangazowana w sekrecje i transport wewnatrzkomdrkowy MMP9, a niefunkcjonalny mutant taliny 2 stabiej
oddziatuje z integryng B1. Brak taliny 2 powoduje zahamowanie sekrecji MMP9 (i MMP2), co skutkuje
inhibicjg degradacji ECM, a w konsekwencji obnizeniem potencjatu inwazyjnego badanych komoérek. W
komérkach, w ktérych nie produkowana jest talina 2 dochodzi do akumulacji metaloproteinazy w
powiekszonych endosomach i amfisomach, co wskazuje na zaburzenia w ich dokowaniu do btony
komdrkowej. Sg to bardzo wartosciowe badania, oceniam je bardzo wysoko, ale zastanawiam sie, dlaczego
nie sprawdzono (albo nie pokazano), czy w tak traktowanych komadrkach nie dochodzi do zmian w poziomie
taliny 1, co mogtoby mie¢ wptyw na uzyskane dane.

W kolejnym artykule wykazano, ze podczas gdy wzrost poziomu taliny 1 i integryny 1 negatywnie wptywa
na przezywalnos¢ pacjentéw z rakiem jelita grubego, to obnizenie poziomu taliny powoduje zahamowanie
wzrostu sferoidow w zelu zawierajgcym fibryne, tworzonych przez komérki raka jelita grubego. Podobny
wplyw zaobserwowanego dla naturalnie wystepujgcego barwnika C3G z grupy antocyjandw, ktéry — jak
wczesniej opisano — posiada dziatanie antyoksydacyjne i wptywa takze na adhezje komdrek do podtoza.
Zwigzek ten — co tu wykazano - wigze sie bowiem z taling, promujac jej interakcje z integryna 1, co powoduje
zwiekszenie adhezji komorek raka jelita grubego do podtoza pokrytego fibronektyng (a wiec i obnizenie
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potencjatu inwazyjnego komodrek) i zahamowanie wzrostu sferoidéw. Badacze, tu duza rola Doktoranta,
zaproponowali model molekularny opisujgcy wigzanie C3G w kieszeni powstatej podczas oddziatywania taliny
2 z integryng PB1, przy czym zwigzanie tego zwigzku stabilizuje kompleks obu biatek. Stusznos$¢
zaproponowanego modelu wykazano stosujgc mutanty fragmentu taliny 1, w ktérych zmutowano reszty
aminokwasowe biorgce udziat w wigzaniu C3G. Autorzy postulujg, ze C3G moze byé potencjalnie
zastosowany w prewencji lub terapii raka jelita grubego. Czy zdaniem Doktoranta zwigzek ten mdgtby mieé
zastosowanie réwniez w terapii innych nowotwordéw. Zastanawia mnie tez kwestia, na ile specyficzne jest
oddziatywanie C3G z kompleksem talina-integryna, tzn. czy zwigzek ten moze takze wigzac sie z innymi
biatkami, kwasami nukleinowymi i/lub lipidami.

Przedstawienie rozprawy w postaci publikacji skutkuje brakiem tradycyjnej dyskusji. W tym przypadku
Doktorant przedstawit w Autoreferacie jej dyskusji — Final remarks, acz czuje niedosyt, gdyz w
prezentowanych w rozprawie artykutach (a w szczegdlnosci dotyczy to artykutu Ill) sg takze zamieszczone
(oraz dyskutowane) wyniki uzyskane przez innych wspdtautorow. Tym niemniej, lektura dyskusji w
publikacjach dotyczacych zakresu rozprawy, jak i samego autoreferatu, wskazuje na duza dojrzatos¢ naukowa
Doktoranta i doskonata znajomos¢ zagadnien, ktorymi sie zajmuje. Wykazat sie on zdolnoscig do
zdefiniowania istotnego problemu badawczego i opracowania sposobu odpowiedzi na postawione zatozenia,
a takze umiejetnosciag krytycznego spojrzenia na uzyskane przez siebie wyniki i positkowaniem sie obszerng
bibliografia.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgr inz. Zbigniewa Bastera ma niewatpliwie bardzo duzg wartosé¢ poznawczg i
znacznie wzbogaca naszg wiedze o udziale biatek zaangazowanych w tworzenie struktur adhezyjnych w
procesie nowotworzenia i inwazyjnosci nowotwordw, w tym przypadku raka piersi i raka jelita grubego.
Wyniki jego badan, uzyskane z zastosowaniem szerokiego wachlarza metod i technik badawczych z obszaru
biofizyki, bioinformatyki i biologii komaérki dostarczyty istotnej wiedzy o mechanizmach zaangazowania obu
izoform taliny z integryng B1 w obnizeniu potencjatu inwazyjnego komdrek nowotworowych i wskazaty na
potencjalny czynnik terapeutyczny - cyjanidyno-3-glukozyd, ktéry wigzac sie do kompleksu obu biatek
powoduje zwiekszenie adhezji komdrek raka jelita grubego do podtoza, uniemozliwiajgc ich efektywne
przemieszczanie sie. Doktorant stworzyt tez — juz ogdlnie dostepne - narzedzie bioinformatyczne utatwiajgce
analize danych uzyskanych w wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej. A wiec jego badania majg nie tylko
charakter poznawczy, metodyczny, ale i potencjalnie aplikacyjny.

Na uwage zastuguje fakt, ze Doktorant jest rdwniez wspdtautorem az dwudziestu innych artykutéw
doswiadczalnych opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej, ktére dotychczas byty cytowane 170
razy (bez autocytowan, stan na 9 maja), a indeks Hirscha Doktoranta wynosi 8. We wszystkich tych
publikacjach wykorzystano jego doskonatg znajomos¢ technik mikroskopowych i analizy obrazu. Doktorant
kierowat dwoma grantami finansowanymi przez NCN - -Preludium i Etiuda. To wyrdzniajacy dorobek jak na
ten etap kariery naukowej, wskazujgcy na doskonate przygotowanie Doktoranta do samodzielnej pracy
naukowej.

W mojej ocenie rozprawa doktorska mgr inz. Zbigniewa Bastera 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. 595z pdin.zm.). Biorgc pod uwage powyzisze, przedktadam Radzie Dyscypliny Nauki
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Fizyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego wniosek o dopuszczenie mgr inz. Bastera do dalszych etapdéw
przewodu doktorskiego w celu uzyskania przez niego stopnia doktora nauk Scistych i przyrodniczych w
zakresie nauk fizycznych.

Ponadto, zwazywszy na wysoka warto$¢ poznawczg i potencjalnie aplikacyjng recenzowanej rozprawy
doktorskiej oraz wyrdzniajgcy sie dorobek naukowy Doktoranta z catym przekonaniem wnioskuje o jej
wyrdznienie stosowng dla szacownej Rady nagroda.

Maria Jolanta Redowicz
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