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Recenzja rozprawy doktorskiej pana mgr. Zbigniewa Bastera

Pan mgr inz. Zbigniew Baster wykonal pracg doktorska zatytutowang ., Interplay between talin
and Bl-integrin in cancer cells motility” w Zakladzie Biofizyki Molekularnej i Migdzyfazowe]
na Wydziale Fizyki. Astronomii i Informatyki Stosowanej Uniwersytetu Jagiellonskiego W
Krakowie pod kierunkiem dr. hab. Zenona Rajfura, prof. UJ. Badania, ktorych wyniki zostaly
zawarte W niniejszej rozprawie byly czgsciowo finansowane przez Narodowe Centrum Nauki
w ramach projektu Etiuda nr 2019/32/T/NZ3/00444 (tytut: Aktywnos¢ biatek zwigzanych z
migracja W komérkach eukariotycznych™) przyznancgo panu Zbigniewowi Basterowi oraz
przez the National Institute of General Medical Sciences (NIGMS), USA, w ramach projektu
badawczego No ROI GM 122994 (.. Talin2-mediated traction force drives MMP secretion and
cel invasion™), ktorego kierownikiem byt prof. Cai Huang z University of Kentucky. KY, USA.
Mgr inz. Zbigniew Baster byl beneficjentem Jagiellonskiego Programu Interdyscyplinarnych
Studiéw Doktoranckich realizowanego jako Dziatanie 5 projektu ZintegrUJ - Kompleksowy
Program Rozwoju Uniwersytetu Jagiellonskiego, W ramach Programu Operacyjnego Wiedza
Edukacja Rozwoj, wspolfinansowanego z¢e srodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego (nr
umowy POWR.03.05.00-00-2309/17-00).

Pan Z. Baster zajmowal si¢ Wysoce specyficznym dla taliny2 mechanizmem molekularnym
regulacji sekrecji i transportu wewngtrzkomorkowego metalopeptydazy macierzowej 9
(MMP9). Talina 2 jest jest izoformem biatka taliny. ktory wykazuje z jednej strony wiele
podobnych funkeji dos¢ dobrze poznanych dla talinyl, a z drugiej strony moze uczestniczy¢ W
procesach, ktore nie dubluja jej funkeji. Obie taliny wykazuja duza homologi¢ pierwotne]
struktury (az w 76%), ktora dotyczy glownie ich specyficznych miejsc oddzialywania.
Jednakze przed kilku laty pokazano, ze obecno$é seryny Ser339 w przypadku taliny2 w obrebie
domeny wigzacej P-integryng (F3) decyduje o wzrodcie jej wiazania z pl-integryna W
porownaniu z talingl. ktora w domenie F3 zawiera cysteing Cys330. Obserwacja ta ma
ogromne znaczenie dla lepszego srozumienia powigzania tworzenia si¢ inwadopoidow, ktore
degradujg macierz zewnatrzkomorkowy (ECM) poprzez migjscowe odkladanie proteaz i W
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efekcie bioracych udzial w inwazji komorek nowotworowych. Ponadto zauwazono, ¢ zalezne
od naprezenia zmiany konformacyjne bialek sa wazne dla zwigkszenia wytrzymatosci wigzan
adhezyjnych przy okreslonej przylozonej sile. Ponadto wplyw na to ma takze gestos¢ wigzan i
struktura molekul w nich uczestniczaca. Silniejsze wigzanic taliny 2 z Pl-integryng
wplywatoby na wzrost stabilizacji stanu otwartego heterodimeru integryn i wzmocnienie jego
oddziatywania z ECM poprzez dodatkowe wiazania wodorowe. Tak wiec, poznanie
mechanizméw zwigzanych z powstawaniem i dziataniem inwadopoidéw moze pomoc W
opracowaniu innowacyjnych metod poprawiajacych skutecznos¢ leczenia poprzez ostabienie
komorek nowotworowych i w zahamowaniu przerzutow. Do tego nurtu dziatan wpisuja si¢
przeprowadzone przez p. 7. Bastera badania wplywu cyjanidyno-S—O-glukozydu (C3G) na
interakcje talinyl i taliny2 z Bl-integryna w procesie nowotworzenia i adhezji komorek jelita
grubego. W literaturze mozna bylo znalez¢ nieliczne doniesienia 0 zwigzku C3G, znanym z¢
swych  wilasciwosci antyutleniajacych, sugerujace 0 jego  potencjalnym dziataniu
antynowotworowym.

Na rozprawg doktorskg mgr. inz. Zbigniewa Bastera skladaja si¢ trzy prace naukowe
opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskicj, w ktorych jest pierwszym autorem, a W
dwoch sposréd nich autorem korespondencyjnym (a.k.). Ponizej wymienione sg W kolejnosci,
w ktorej umiescit je Doktorant:

P1) Z.Baster and Z.Rajfur, _BatchDeconvolution: a Fiji plugin for increasing deconvolution
workflow™ (2020) Bio-Algorithms and Med. Systems 16(3): 20200027; (ZB — k.a.; 5-letni
IF=0.334)

P2) Z.Baster, L. Li, Z.Rajfur and Cai Huang, ., Talin2 mediates secretion and trafficking of
matrix metallopeptidase 9 during invadopodium formation” (2020) BBA- Molecular Cell
Research 1867: 118693; (ZB —k.a.; 5-letni IF=4.578):

P3) Z.Baster, L.Li, S.Kukkurainen, J.Chen, O.Pentikainen, B. Gyorffy, V.P.Hytonen, H.Zhu,
Z.Rajfur and C.Huang, “Cyanidin-3-glucoside binds to talin and modulates colon cancer
cell adhesions and 3D growth™ (2020) FASEB Journal 34: 2227-2237 (5-letni [F=4.368).

Praca p. Z.Bastera liczy lacznie 151 stron i zostala napisana w jgzyku angielskim. Jest

zredagowana z duza starannodcia. Na poczatku Doktorant zamiescit stosowne o$wiadczenie,

podzigkowania, spis tresci, listg uzytych akronimow i skrotow, abstrakt w jezyku angielskim i

w jezyku polskim, streszezenie. Dalsza cze$¢ pracy zostala podzielona na pig¢ rozdziatow

(Wprowadzenie, Zakres badan. Podsumowanie wynikow i komenlarze, Koncowe uwagi,

Referencje). Stanowia one zwiezle wprowadzenie do tematu bedgcego przedmiotem rozprawy

oraz techniki eksperymentalnej — mikroskopii fluorescencyjnej, ktorg miedzy innymi stosowal

w swoich badaniach. Pierwsze trzy zalaczniki sa publikacjami w/w wymienionymi. W dwoch

kolejnych zatacznikach zamiescil  o$wiadczenie o wlasnym wkladzie do publikacji

przedstawionych w ramach rozprawy doktorskiej oraz wkladzie pozostalych wspotautorow i

umowy licencyjne dotyczace praw autorskich.

7 oéwiadczenia p. Zbigniewa Bastera wynika, ze W przypadku publikacji:

(P1) samodzielnie sformulowal problem, rozwingl — program. przeprowadzit testy
poprawnosci dziatania algorytmow, interpretacji i dyskusji wynikow, sformutowat
konkluzje oraz przygotowal manuskrypt wraz z szatg graficzng,

(P2) zajmowal sig strong eksperymentalng, poczgwszy od przygotowania probek poprzez
zaplanowanie pomiarow mikroskopowych po ich przeprowadzenie, a nastepnie
opracowanie uzyskanych wynikow wykorzystujac oprogramowanie przedstawionego W
pracy (P1); zaproponowal model molekularny uwalniania metaloproteinazy macierzy
pozakomorkowej 9 (MMP 9) przy wspotudziale taliny2; przeprowadzit interpretacjg |



dyskusj¢ uzyskanych wynikow; sformutowat wnioski; przygotowal manuskrypt wraz z
rysunkami;

(P3) brat udzial w doborze metod eksperymentalnych. przeprowadzit badania aktywacji i
adhezji intergyn w komérkach raka piersi: zaproponowat model molekularny udzialu
C3G w regulacji oddziatywania talina-integryna; uczestniczyl w interpretacji i dyskusji
uzyskanych wynikow: brat udzial w przygo{owaniu manuskryptu; przygotowal przeglad
literatury.

7arowno o$wiadczenia p. 7. Bastera jak i pozostatych wspolautorow wskazuja na
jego znaczacy wkiad w wiw wymienionych pracach. Doktorant stworzyl oprogramowanie,
ktore pofaczyto istniejgce programy PSF Genrerator i DeconvolutionLab2, umozliwiajace
wydajne i szybkie procesowanie wielu plikow do uzyskiwania obrazow z dekonwolucja IDw
mikroskopii fluorescencyjnej przy minimalnym naktadzie pracy z€ strony uzytkownika (praca
P1). Dzigki temu snacznie zwigkszyla si¢ funkcjonalnosc istniejacego oprogramowania
pozwalajac na masowdq obrobke obrazow. Z powodzeniem narzedzie to wykorzystal do
obrobki obrazow fluorescencyjnych w swojej kolejnej pracy (P2). Pokazal w niej, iz
zablokowanie ekspresji talin2 w komorkach raka piersi nie pozwala na dokowanie
pecherzykow MMP 2 i MMP 9 do blony podstawowej, €O hamuje degradacj¢ ECM. Podobny
efekt zaobserwowal W przypadku mutacji punktowej Ser339Cys biatka talin2 powodujace)
obnizenie powinowactwa jego do Pl integryny 1 w efekcie rowniez zahamowanie sekrecji
MMP 9. Wskazuje to na koniecznos¢ wystgpowania silnego wigzania taliny2 z Pl integryna.
by uruchomi¢ sekrecj¢ MMP 9 i dojrzewanie inwadopoidow w poczatkowych stadiach inwazji
nowotworowej. W przypadku komorek pozbawionych taliny2 wzrost liczby przero$nigtych
pecherzykow Wewnqtrzkomérkowych mog! wynikac z ograniczenia wydajnosci procesu ich
degradacji w lizosomach. Wyniki badan nad molekularnym mechanizmem oddziatywania C3G
7z matryca komorkowa, ktore potencjalnie bylyby odpowiedzialne za jego antynowolworowe
wlasnogci zawart w pracy P3. Wskazal miejsce faczace talinl z B integryna jako miejsce
wigzania C3G, ktore  poprzez oddziatywania allosteryezne wplywa na zwiekszenie
powinowactwa taliny do integryny wplywajgc na zwickszong adhezj¢ komorek raka jelita
grubego. W przeprowadzonych badaniach in vitro nie saobserwowano  wplywu C3G na
poliferacjg komorek rakowych, ale zauwazono znaczace zahamowanie wzrostu mini-guzow
raka jelita grubego.

Bez watpienia wyniki uzyskane przez p. 7. Bastera znaczaco wplyngly na lepsze
srozumienie mechanizmow molekularnych zwiazanych z funkcjonowaniem biatek taliny! i
taliny2, ktore maja wplyw na procesy powstawania i rozprzestrzeniania sig NOWOLWOTOW. Sam
fakt, ze prace ukazaly sie¢ w bardzo dobrych ¢zasopismach naukowych o migdzynarodowym
zasiegu jest tego dowodem. Tak wigc osiagnigcia Doktoranta uzyskaty juz pozytywng recenzj¢
ekspertow w tej dziedzinie. Nic mam wigc zadnych uwag krytycznych. Jedynie kierujac si¢
ciekawoscia cheialabym sig dowiedzie¢:

- jakie inne czynniki jego zdaniem mogd uczestniczy¢ W mechanizmie, ktory opisal w swojej
pracy P2 (wedlug oznaczenia W niniejsze] recenzji) 0dnoszac si¢ do graficznego abstraktu
przedstawionego W rozprawie doktorskiej na stronie 79:

- jakie skutki moze wywolac nadmierna akumulacja pecherzykow z MMPY wewnatrz komorki.

W trakcie realizacji doktoratu p. 7. Baster zdobyl duze dogwiadcezenie i szeroko
zakrojona wiedzg, umiejetnosc wspotpracy z wieloma zespofami badawczymi, a efektem tego
jest jego wspotautorstwo w 23 publikacjach, nie wliczajac tych wchodzacych do rozprawy
doktorskiej. Potrafi samodzielnie stawiac i rozwigzywaé problemy badawcze, co udowodnit
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zdobywajac granty naukowe. Mozna wiec powiedzie¢, ze jest juz .dojrzalym” naukowcem,
ktéry wykazuje wszechstronne sainteresowania i przygotowanie do samodzielne] pracy
badawcze].

Wyniki uzyskane przez pana 7 Bastera w ramach pracy doktorskiej wnosza nie tylko
istotny wkiad do badan podstawowych nad rola talin w procesie przerzutowania NOWOIWOrow,
ale tez majg potencjalne zastosowanie praktyczne, gdyz dokonane obserwacje moga przyczyni¢
si¢ do wykorzystania nowych mechanizmow w terapii antynowotworowej.

Praca spetnia wszystkie kryteria rozprawy doktorskiej i dlatego wnioskuj¢ o
dopuszczenie pana mgr. inz. Zbigniewa Bastera do dalszych etapow obrony rozprawy
doktorskiej.

Jednoczesnie, ze wzgledu na bardzo wazny wklad Doktoranta w rozwdj zrozumienia mechanizmow
prowadzacych do przerzutow nowotworow przy udziale bialek talin oraz potencjalna terapeutyczng
aplikacyjnos¢ tych procesow, wnioskuje o wyroznienie rozprawy doktorskiej p. mgr. inz. Zbigniewa

Bastera.

Prof. dr hab. Kvétoslava Burda
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