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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Cwilichowskiej-Pusleckiej pt. ,,Dissecting the proteolytic
fingerprint in breast cancer using mass cytometry” zrealizowanej na Wydziale Chemicznym, w Katedrze

Chemii Biologicznej i Bioobrazowania Politechniki Wroctawskiej pod kierunkiem prof. Marcina Porgby
1. Ocena formalna:

Podstawa wykonania niniejszej recenzji jest uchwata nr 199/11/RDND10/2024-2028 Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki Wroctawskiej z dnia 09 lipca 2025 roku.
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska sktada si¢ z 270 numerowanych stron maszynopisu
poprzedzonych strong tytutowa, mottem przewodnim wzigtym z autobiografii Marii Sktodowskiej-Curie,
podzigkowaniami w jezyku angielskim, streszczeniem w jezykach angielskim i polskim, listg skrotow i
spisem tresci. W uktadzie rozprawy sporzadzonej w jezyku angielskim wyodrebniono 7 rozdziatow po
ktérych zamieszczono rozdziat ,,Publications” podsumowujacy dorobek publikacyjny Autorki rozprawy
oraz bibliografi¢ obejmujaca 195 pozycji literaturowych prawidtowo cytowanych w rozprawie. Uktad
rozprawy jest typowy dla monografii doktorskich, sktad tekstu, uzycie akapitéw, tabulatorow, tamanie
stron, nie budza zastrzezen. Mimo, ze Autorka swobodnie postuguje sie specjalistycznym stownictwem
naukowym w jezyku angielskim, tekst pracy zawiera bardzo liczne literéwki oraz btedy gramatyczne (np.
na stronie nr. 1 w samym akapicie 1.1. ztozonym z pigciu zdan doliczytem si¢ 5 literowek: ,,quatifing”,
Ltechnoque”, , diffrenet”, ,liithe”, ,,pottentially”, 2 bledéw gramatycznych: ,lies zamiast lie”, ,,cause
zamiast causes” i 1 btedu interpunkcyjnego: brak przecinka po stowie ,,However”), ktére mimo, ze nie
stanowig powaznej przeszkody w zrozumieniu tekstu, to jednak utrudniajg $ledzenie wywodu. Uktad
graficzny rycin jest czytelny i pomocny w zrozumieniu tekstu, jedynie rozdzielczo$¢ Ryciny 4.2 jest zbyt
niska. Legendy rycin i tabel na ogot klarownie przedstawiajg zawarta w nich tre$¢, chociaz niektore z nich
sa zbyt lapidarne i nieoczywiste bez znalezienia odpowiedniego opisu w tek$cie rozdziatu (np. 4.1201i 4.121
oraz 4.122 i 4.123), a legenda Ryciny 4.21 odnosi si¢ to bramek elektronicznych D, D’, ktorych nie ma na
rycinie. Autorka kazdorazowo prawidtowo zamieszcza odno$niki do prac oryginalnych na podstawie

ktorych stworzyta tre$ci graficzne. Podsumowujac strone formalna ocenianej pracy, cheiatbym podkresli¢
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ze mimo wykazanych powyzej uchybien/braku korekty edytorskiej manuskryptu, catoksztatt
zaprezentowanego tekstu, jego uktad, proporcje pomiedzy rozdziatami oraz styl §wiadczy o przyswojeniu
przez Autorke regut opisu badan naukowych w formie monografii oraz spetnia kryteria zwyczajowo

przyjete dla rozprawy doktorskie;j.
2. Ocena merytoryczna:

Przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej jest proba wykorzystania technik cytometrii masowej
i cytometrii masowej z obrazowaniem w powigzaniu z oznaczeniem cytokin, oznaczeniem ekspresji i
aktywnos$ci proteaz do kompleksowej oceny zmiennosci prob biologicznych takich jak komorki krwi,
izolowane komorki guzow nowotworowych i adipocyty towarzyszace nowotworowi i utrwalone skrawki
tkanek pozyskanych od pacjentek chorujacych na raki piersi. Praca ma charakter eksploracyjny, okresla
mozliwosci zastosowania powyzszej technologii do wieloparametrycznej charakterystyki fenotypowej
obejmujacej oznaczenie ekspresji antygenow roznicowania komorkowego i biatek cytoszkieletu w
powigzaniu z okreslaniem ekspresji i aktywno$ci enzymatycznej proteaz obecnych wewnatrz komorek jak
i zwigzanych z macierzg zewnatrzkomorkows. Uzyskane w toku pracy dane eksperymentalne o profilu
ekspresji proteaz postuzyty Autorce do poszukiwania wzorcéw molekularnych, potencjalnie uzytecznych
w przewidywaniu przebiegu choroby, wrazliwo$ci badZ opornosci na leczenie lub w ewentualnym wyborze

strategii leczenia spersonalizowanego.

Obecnie, diagnostyka kliniczna nowotworéw piersi poza badaniami obrazowymi obejmuje
oznaczenie ekspresji receptora estrogenowego (ER), receptora progesteronowego (PR), ludzkiego
naskérkowego receptora wzrostu 2 (HER2) i markera proliferacji Ki-67, a w stadiach zaawansowanej
choroby takze markeréw towarzyszacych komorkom nowotworowym CA 15-3, CA 27-29i CEA. Pomimo
czgsto zblizonej charakterystyki molekularnej komoérek nowotworowych, wystepuje wysoka zmienno$é
osobnicza przebiegu choroby i odpowiedzi na leczenie co sugeruje przemozny wptyw mikrosrodowiska
nowotworowego. Mikrosrodowisko guza nowotworowego tworzg zarowno same komorki (np. komorki
nowotworowe, naciekajace leukocyty, fibroblasty zwigzane z nowotworem, komorki $rodbltonkowe,
adipocyty), ale takze wytwarzane przez nie cytokiny i enzymy oraz elementy macierzy
zewnatrzkomorkowej. Oznaczenie sktadu mikrosrodowiska guza w powiazaniu z technikami
wysokoprzespustowej analizy danych stanowi niezbedny krok na drodze do lepszego poznania parametrow
wplywajacych na przebieg choroby i w perspektywie skuteczniejszej planowanie terapii. W zwigzku z

powyzszym uwazam, ze tematyka ocenianej rozprawy doktorskiej jest zasadna z punktu widzenia rozwoju
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nauk biomedycznych i wpisuje si¢ w aktualne trendy badan nad udoskonaleniem metod diagnostyki raka

piersi.

We wstepie rozprawy doktorskiej zatytutowanym ,, The need of multiparametrical analysis”
dokonano wyczerpujacego przegladu aktualnej literatury dotyczacej podstaw teoretycznych zastosowan
cytometrii masowej i cytometrii masowej z obrazowaniem w naukach biomedycznych wraz z krytyczna
analiza ich mozliwosci oraz ograniczen. Dla biologa przyzwyczajonego do organoleptycznej oceny
morfologii komorkowej, technika redukujaca finezyjnie utkang strukture komorki do chmury zjonizowanej
plazmy budzi niepokoj. Dopiero jednak mozliwosci jakie otwiera analiza wieloparametryczna pozwala
doceni¢ przewagi tej techniki nad cytofluorymetria przeptywowa oraz nad technikami
immunofluorescencji na skrawkach mrozeniowych. Autorka w bardzo przyst¢pny sposdb wprowadza
czytelnika w technike cytometrii masowej opisujac podstawy fizyczne i histori¢ jej rozwoju, objasnia takze
metody akwizycji danych, eliminacji btedow systematycznych wynikajacych z uzycia réznych partii
przeciwciat (ang. batch effects), dyskutuje tworzenie koniugatow przeciwciat z izotopami metali za pomoca
roéznych tacznikow, oraz zasady doboru paneli przeciwciat do konkretnych zastosowan, zwraca uwage na
ograniczenia metody (np. dotyczace liczby analizowanych komorek, czuto$ci pomiar6w). Osobne rozdziaty
poswieca takze wykorzystaniu cytometrii masowej do analizy cyklu komérkowego, zywotnosci komorek i
aktywnos$ci enzymatycznej proteaz za pomocg sond wigzacych si¢ z centrami aktywnymi enzymow (m.in.
znakowanych lantanowcami sond TOF). W kolejnych podrozdziatach zawarta przeglad proteaz, ich roli w
biologii nowotwordw, oraz perspektyw wykorzystania proteaz w onkologii. Na koniec omawia
epidemiologi¢ raka piersi na $wiecie i w Polsce, wymienia czynniki ryzyka, a takze przedstawia aktualng
immunohistochemiczng klasyfikacje rakow piersi. Wstep zamyka bardzo ciekawy rozdziat poswiecony
przyktadom klinicznego wykorzystania technik cytometrii masowej i cytometrii masowej z obrazowaniem.
Catos¢ wstepu stanowi bardzo dobre wprowadzenie do dalszych rozdziatow pracy. Autorka korzysta z
odnos$nikow do najnowszej literatury przedmiotu. Rzetelnie i krytycznie przedstawia informacje dotyczace

wykorzystania cytometrii masowej w diagnostyce raka piersi.

Glownym pytaniem badawczym wyrazonym w rozdziale ,,Research Aims and Objectives” na
stronie 57 jest czy cytometria masowa potaczona z profilowaniem enzymoéw proteolitycznych moze
wspomoc bardziej skuteczng stratyfikacje pacjentek [chorych na raka piersi_przypis recenzenta]. Moim
zdaniem, uzyskanie definitywnej odpowiedzi na tak postawione glowne pytanie badawcze jest bardzo
trudne w ramach trwajacej okoto 4 lat pracy doktorskiej. Wynika to z faktu, ze potwierdzeniem ,,lepszej

stratyfikacji pacjentek”, co Autorka zauwaza na stronie 228, w rozdziale ,,Conclusions and future works”,
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mogtaby by¢ analiza retrospektywna piecioletniego przezycia lub indywidulanego przebiegu choroby w
poszczegolnych grupach pacjentek, ktora z racji zbierania prob do badan w latach 2021-2023 bytaby
mozliwa dopiero w latach 2026-2028. Z kolei przy nieco mniej konserwatywnym sformutowaniu hipotezy
badawczej, realizacja niektorych tylko z 10 celow szczegotowych, opisanych na stronie 58 z nawigzka
spetniataby kryteria rozprawy doktorskiej.

W rozdziale ,,Methodology” scharakteryzowano kryteria wiaczenia pacjentek do badania i Sposob
pozyskania materiatu biologicznego ktore nie budza zastrzezen, podobnie jak szczegdétowy opis metod
koniugacji przeciwcial, opisy sposobu barwienia leukocytow krwi obwodowej, strategii bramkowania
gtownych populacji leukocytow krwi obwodowe;j i leukocytow naciekajacych guzy nowotworowe, izolacji
i barwienia komorek z guzéw nowotworowych oraz skrawkow utrwalonych tkanek. Wyjasnienia wymaga
metoda miareczkowania przeciwcial swoistych dla markeréw immunologicznych na leukocytach z krwi
zdrowych dawcow opisana na stronie 61. Dlaczego nie pokazano tych danych i czy dane te byty zgodne z
oczekiwanymi proporcjami gtownych populacji leukocytow (np. stosunkiem limfocytow CD4 do CD8?).
Pytanie to wydaje mi si¢ zasadne w kontekScie opisywanej przez Autorke utraty swoistos$ci niektorych
przeciwciat po ich sprzgganiu z izotopami metali. Poza tym analiza leukocytdw krwi zdrowych dawcow
rownolegle do leukocytow krwi pacjentek bytaby rowniez kontrolg pozwalajaca na dodatkowa weryfikacje
niektorych, bardzo cennych obserwacji dotyczacych, np. zwigkszonej liczby limfocytow B w 2 grupie
pacjentek (str.101). Opisane szczegblowo w podrozdziale 3.3 strategie normalizacji danych, analizy
statystycznej, szczegolnie algorytmu t-SNE nie jestem w stanie ocenié¢, gdyz metodyka ta wychodzi poza

moja ekspertyze.

Rozdziat ,,Results” zostat podzielony na cztery czesci dotyczace odpowiednio analizy krwi,
komorek nowotworowych, ekspresji i lokalizacji proteaz w tkance nowotworowej i adipocytach
zwigzanych z tg tkanka a takze analizy aktywno$ci enzymow proteolitycznych w skrawkach mrozeniowych
z tkanki nowotworowej. Poréwnywano materiat pobrany od pacjentek po chemioterapii neoadjowantowe;j,
przed chirurgiczng resekcjg guzow (pierwsza grupa pacjentek) oraz materiat od pacjentek nie poddanych
terapii neoadjowantowej, u ktorych leczenie rozpoczeto od resekcji guzow (druga grupa pacjentek). W
mojej ocenie wybdr powyzszego protokolu badawczego jest obarczony efektami chemioterapii
neoadjuwantowej, ktére moga dotyczy¢ struktury guzow nowotworowych, obnizenia zywotnosci komorek
nowotworowych oraz moga mie¢ wpltyw na zmniejszenie réznorodnosci populacji limfocytow, a takze
zmiany profilow cytokin wynikajace po czgsci z aktywacji uktadu odpornosci przez obumierajace komorki

NOWOtworowe oraz przez zastosowane terapeutyczne przeciwciala monoklonalne anty HER2. Moim
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zdaniem bardziej miarodajne bytoby poréwnanie pierwszej grupy pacjentek przed rozpoczeciem leczenia
neoadjuwantowego lub tez ograniczenie analiz do drugiej grupy pacjentek i odniesienie wynikow do
zdrowych kontroli, szczegodlnie w $wietle nadreprezentacji r6znych populacji limfocytow B wykazanej na
rycinie 4.5 i mogacej S$wiadczy¢ o aktywacji ukladu odpornosci humoralnej przez neoantygeny
nowotworowe. Powyzsze obserwacje bylyby spojne z doniesieniami prezentowanymi na przyklad przez
Tsuda, B. i wsp. [ Breast Cancer. 2017 Dec 4;25(3):284-291. doi: 10.1007/s12282-017-0824-6] . Niemnigj
jednak przedstawione analizy stanowig bardzo cenny materiat zrodtowy do dalszych badan, szczegdlnie
retrospektywnych, kiedy dostepne bedg dane o skuteczno$ci leczenia i czasie przezycia pacjentek
Chciatbym podkresli¢, ze przedstawione w tej czegsci pracy dane oraz ich analiza statystyczna nie budza
zastrzezen technicznych, pokazujg biegtos¢ Autorki w przeprowadzaniu wieloparametrycznych analiz z
zastosowaniem cytometrii masowej oraz zaawansowanej analizy statystycznej. Dodatkowo $wiadczg o
ogromie pracy zwigzanym ze zbieraniem danych od 67 pacjentek. Wykazane przez Autorkeg indywidualne
roznice w profilu proteaz nadreprezentowanych w niektorych guzach moga w przysztosci znalezé
zastosowanie w leczeniu spersonalizowanym lub stanowi¢ uzyteczng Klinicznie informacje o przebiegu

choroby.

W dyskusji Autorka konfrontuje uzyskane wilasne wyniki badan z wynikami dostepnymi w
literaturze. W sekcji 5.2.1 przedstawia szczegétows analize korelacji wynikow wilasnych z danymi
klinicznymi. Ten rozdziat moim zdaniem powinien zosta¢ przeniesiony do rozdziatu ,,Results”. Ciekawie
przeprowadzono dyskusje nielicznych rozbiezno$ci pomigdzy wynikami oznaczen receptorow HER, PR,
ER za pomoca cytometrii masowej, a tradycyjnie oznaczanymi klinicznie metodami immunohistochemii i
FISH. Autorka zwraca uwagg na heterogenny charakter guzow oraz na czutos¢ detekcji poszczegdlnych
antygenOw oraz potrzebg zastosowania komplementarnych metod (IHC, FISH) minimalizujacych kwestie
dostepnosci antygenu HER dla przeciwcial. Na uwage zwraca tez przeprowadzenie dyskusji dotyczacej
wstepnych oznaczen aktywomu (tj. aktywnych enzymatycznie proteaz) za pomoca pionierskiej metody
prof. Porgby z zastosowaniem znakowanych izotopami metali sond TOF i systemu Hyperion. Wykazana
kolokalizacja aktywnos$ci enzymatycznej oraz nadekspresji endogennych inhibitorow tychze enzymow

stanowi wazna przestanke do dalszego rozwoju tej technologii w kontekscie klinicznym.
3. Podsumowanie:

Podsumowujac, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska, stanowi oryginalne rozwigzanie

istotnego problemu naukowego, wykazuje ogélng wiedze Doktorantki oraz umiejetnos¢ samodzielnego
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prowadzenia przez Nia badan naukowych. Prezentowane badania stanowig zaréwno cenny zasob
biologiczny do dalszych analiz retrospektywnych, ale takze sa oryginalnym wktadem do diagnostyki
molekularnej raka piersi. Pokazuja mozliwosci technologiczne spektroskopii masowej oraz uzupetniaja
istniejacg wiedz¢ na temat roznorodnosci wzordéw ekspresji proteaz w rakach piersi, co w mojej opinii

przyczynia si¢ do postepu w dyscyplinie naukowej reprezentowanej przez Doktorantke.

4. Wniosek koncowy:

W mojej ocenie przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art.
187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. z 2024 r. poz.
1571). Dlatego przedktadam wysokiej Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki Chemiczne Politechniki

Wroctawskiej wniosek o dopuszczenie mgr inz. Natalii Cwilichowskiej-Pusleckiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Elektronicznie

Arkadiusz podpisany przez

. Arkadiusz
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