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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Natalii Cwilichowskiej-Pusleckiej
pt. ,Dissecting the proteolytic fingerprint in breast cancer using mass cytometry”
Rozprawa doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem dr hab. inz. Marcina Poreby, prof.
uczelni w Katedrze Chemii Biologicznej i Bioobrazowania Wydziatu Chemicznego Politechniki
Wroctawskiej

Rak piersi jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotwordw u kobiet na catym swiecie,
stanowigc powazne wyzwanie dla systemu opieki zdrowotnej. Pomimo znacznego postepu w
diagnostyce i terapii, wiele pacjentek wcigz zmaga sie z trudnosciami w odpowiedzi na leczenie, co
prowadzi do wysokiego wskaznika nawrotéw oraz ograniczonej jakosci zycia po zakoniczeniu terapii.
W zwigzku z tym, istnieje pilna potrzeba zrozumienia mechanizmoéw lezacych u podstaw tych
niekorzystnych wynikdow, co moze przyczyni¢ sie do opracowania bardziej skutecznych strategii
diagnostycznych i terapeutycznych. W kontekscie badan nad rakiem piersi, enzymy proteolityczne
odgrywaja kluczowg role, zarébwno w procesach biologicznych zwigzanych z nowotworem, jak i w
potencjalnych zastosowaniach diagnostycznych.

Proteazy, czyli enzymy odpowiedzialne za rozktad biatek, sg zaangazowane w wiele proceséw
biologicznych, w tym w regulacje cyklu komdérkowego, migracje komodrek, a takie w procesy
zwigzane z inwazjg i metastazg. W przypadku raka piersi, proteazy mogg wptywac na zdolnos¢
komadrek nowotworowych do rozprzestrzeniania sie w organizmie, co czyni je istotnymi markerami
prognostycznymi. Badania wykazaty, ze aktywnos¢ proteaz moze byé zwigzana z agresywnoscia
nowotworu oraz odpowiedzig na terapie, co podkresla ich potencjat jako narzedzi diagnostycznych.

W ostatnich latach wzrosto zainteresowanie badaniami nad proteolitycznym odciskiem palca
(proteolytic fingerprinting) w kontekscie nowotworéw. Ta technika, faczaca analizy proteaz z
nowoczesnymi metodami obrazowania, takimi jak cytometria masowa, moze dostarczy¢ cennych
informacji na temat mikrosrodowiska guza oraz jego interakcji z uktadem odpornosciowym.
Cytometria masowa, jako technika umozliwiajgca jednoczesne badanie wielu parametrycznych cech
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komédrek, stwarza mozliwosci doktadnej analizy kompozycji komodrkowej i aktywnosci
enzymatycznej w prdobkach krwi i tkankach nowotworowych.

W obliczu rosnacej liczby zachorowan na raka piersi oraz wyzwan zwigzanych z jego leczeniem,
coraz bardziej istotne staje sie poszukiwanie innowacyjnych rozwigzan, ktére mogg wspierac lekarzy
w podejmowaniu decyzji terapeutycznych. Zrozumienie roli enzymoéw proteolitycznych w
kontekscie nowotwordw piersi oraz ich potencjalne zastosowanie w diagnostyce stanowi obiecujgcy
kierunek badan, ktéry moze prowadzi¢ do lepszego dostosowania terapii do indywidualnych potrzeb
pacjentek. W kontekécie powyizszych zagadnien, praca doktorska Pani Cwilichowskiej-Pusleckiej
wpisuje sie w aktualny nurt badan nad zastosowaniem cytometrow masowych i profilowania
proteolitycznego w celu skuteczniejszej stratyfikacji pacjentek. Recenzowana praca miata na celu
nie tylko wypetnienie luki w wiedzy na temat proteaz w raku piersi, ale rowniez dostarczenie
praktycznych narzedzi, ktére mogg by¢ wykorzystane w codziennej praktyce klinicznej (cho¢
cytometrow masowych niestety nie ma za duzo).

Doktorantka otworzyta swojg prace doktorskg cytatem Marii Sktodowskiej-Curie: , Jestem
wsrod tych, ktorzy uwazajqg, ze nauka ma wielkie piekno. Naukowiec w swoim laboratorium nie jest
tylko technikiem, jest takze dzieckiem stojgcym przed zjawiskami natury, ktére wywierajq na nim
wrazenie niczym basn”. Cytat ten doskonale oddaje ducha badan prowadzonych przez Doktorantke,
ktore potaczyty fascynacje nauka i dgzenie do zrozumienia zjawisk biologicznych, ktére mogg miec
realne przetozenie na zycie pacjentéw. Warto wspomnieé, ze Maria Sktodowska-Curie byta pionierka
w leczeniu nowotwordw, inicjujgc metode zwang curioterapia. Dzisiejsze badania Pani mgr inz.
Cwilichowskiej-Pusleckiej kontynuuja misje naszej noblistki, siegajagc po nowoczesne technologie.
Obie Panie potfaczyt ten sam cel: poprawa jakosci zycia pacjentéw poprzez nauke opartg na wnikliwej
obserwacji natury i nowatorskich metodach terapeutycznych na miare swoich czaséw.

Recenzowana rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim i liczy tgcznie 270
stron, z czego okoto 20 stron stanowi bogata bibliografia. Tak rozbudowany dziat literaturowy
obejmuje 195 pozycji piSmiennictwa, co zastuguje na szczegblne uznanie. Zdecydowana wiekszo$é
cytowan dotyczy wspotczesnych publikacji naukowych odnoszacych sie do czesci teoretycznej pracy,
co swiadczy o tym, ze Doktorantka przeprowadzita wnikliwy i niezwykle aktualny przeglad literatury,
uwzgledniajac najnowsze doniesienia.

Pod wzgledem edytorskim praca nie budzi zastrzezen. llustracje, schematy, zdjecia i wykresy
zostaty przygotowane z duzg dbatoscig o szczegdty. Szczegdlnie pozytywnie nalezy ocenic¢ liczne
mapy t-SNE, ktoére sg czytelne, dobrze opisane i wnoszg istotng wartosc interpretacyjng, pozwalajac
na intuicyjne zrozumienie ztozonych zaleznosci przestrzennych oraz fenotypowych w badanych
populacjach komérkowych. Zauwazam jednak, ze w kilku rycinach podpisy oraz niektére elementy
graficzne zostaty przedstawione czcionkg o bardzo matej wielkosci, co niekiedy utrudniato mi ich
komfortowe odczytanie. W pracy Doktorantka przedstawita jedynie skrécony spis tresci obejmujacy
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wyfacznie gtéwne rozdziaty, bez wyszczegdlnienia podrozdziatéw i elementéw gtebszej struktury
rozdziatow. Przy tak ztozonej i wielowymiarowej tematyce brak petnego spisu tresci znaczgco
utrudnia orientacje w ukfadzie pracy, a nie jest dla mnie jasne, czemu miato stuzy¢ takie
ograniczenie. Ponadto Doktorantka zastosowata bardzo duzg liczbe skrétéw, zwtaszcza odnoszacych
sie do populacji komérek immunologicznych, ktére nie zostaty zebrane i zestawione w formie tabeli
lub listy skrétéw. W przypadku pracy interdyscyplinarnej, adresowanej do szerokiego grona
odbiorcow naukowych, takie zestawienie bytoby niezwykle pomocne i znaczgco poprawitoby
czytelnos¢ tekstu.

Nalezy réwniez podkresli¢, ze praca doktorska byta realizowana w ramach projektu SONATA
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (grant nr 2018/31/D/NZ5/02406), ktdrego
kierownikiem jest promotor dysertacji dr hab. Marcin Poreba, prof. uczelni PWr.

Pierwszy rozdziat pracy (,The need of multiparametrical analysis”) stanowi rozbudowane i
dobrze udokumentowane wprowadzenie w problematyke badan. Doktorantka zaprezentowata
szerokg wiedze z zakresu immunologii nowotworéw oraz metod analitycznych. Z duzg swoboda
potaczyta zagadnienia z réznych dziedzin, pokazujgc wielowymiarowo, ze zrozumienie biologii
nowotworéw wymaga integracji roznych danych klinicznych. Szczegdlnie cenne jest wskazanie przez
Kandydatke luki badawczej czyli braku systemowych analiz tgczacych aktywnos¢ proteaz z ich
ekspresjg i kontekstem tkankowym. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscia krytycznego przegladu
literatury. Trafnie wskazata ograniczenia metod konwencjonalnych, takich jak immunohistochemia
czy cytometria przeptywowa, ktdére nie pozwalajag na analize kilkudziesieciu parametrow
jednoczesnie. Wprowadzenie koniczy sie wyraznie sformutowang potrzebg zastosowania podejscia
wieloparametrycznego i wysokowymiarowego, co w petni uzasadnia wyboér tematu pracy. Na
szczegblne podkreslenie zastuguje nowatorskie podejscie do proteaz. Doktorantka nie traktuje ich
jedynie jako biernych biomarkeréw, lecz jako aktywnych uczestnikdw proceséw biologicznych czyli
regulatorow odpowiedzi immunologicznej, inwazji nowotworowej i remodelingu macierzy
zewnatrzkomorkowej. Tego typu ujecie ma wymiar nie tylko naukowy, ale i translacyjny. Jako
recenzentka zwracam jedynie uwage, ze warto bytoby jednoznacznie okresli¢, czy klasyfikacja
proteaz, przyjeta w tej czesci pracy, opiera sie gtéwnie na ich funkcji biologicznej czy na dostepnosci
specyficznych sond ABP (activity-based probes), gdyz w tekscie przedstawiono oba podejscia
rownolegle.

W drugim rozdziale (,,Research Aims and Objectives”) zostat sformutowany cel pracy ktérym
byto opracowanie i ocena nowatorskich metod analizy proteaz oraz zastosowanie cytometrii
masowej w charakterystyce biologicznej raka piersi. Cele szczegdétowe jakie postawita sobie
Doktorantka obejmowaty m.in. identyfikacje , proteolitycznego odcisku palca” w krwi obwodowej i
tkankach guza BC, zastosowanie cytometrii masowe] do analizy aktywnosci i koekspresji proteaz
oraz ocene korelacji pomiedzy profilami proteazowymi a markerami klinicznymi w nastepujgcych
nowotworach: HER2, ER i Ki-67. Mgr inz. Cwilichowska-Pu$lecka przyjeta podejécie catosciowe tj.
potgczyta dane pochodzace z réznych poziomdw organizacji biologicznej, co pozwolito jej lepiej
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zrozumiec role proteaz w patogenezie raka piersi. Cele badawcze jakie sobie postawita Doktorantka
byly niewzykle ambitne ale realistyczne, a ich realizacja zostata uzasadniona w kontekscie
mozliwosci technicznych laboratorium i dostepie do odpowiedniej aparatury.

W rozdziale trzecim (,,Methodology”) Doktorantka opisata procedury obejmujace izolacje
komodrek krwi obwodowej i tkanek guza, przygotowanie prébek FFPE i OCT, profilowanie proteaz
przy uzyciu sond ABP oraz przeciwciat znakowanych metalami, a takze analizy cytokin metoda
Luminex i analize danych z wykorzystaniem metod PCA, t-SNE, UMAP. Autorka samodzielnie
opracowata i zoptymalizowata panele przeciwciat oraz protokoty przygotowania probek, co Swiadczy
o jej duzym doswiadczeniu eksperymentalnym i umiejetnosci pracy w zaawansowanym srodowisku
badawczym. Zastosowane metody sg opisane przejrzyscie, a ich dobér jest trafny i uzasadniony. W
czesci metodologicznej zabrakto mi jedynie doprecyzowania, dlaczego w niektdérych przypadkach
probki OCT nie byty taczone z barwieniem przeciwciatami klinicznymi (np. HER2), mimo ze w tekscie
Doktorantka wspomniata o braku kompatybilnych klondw co warto wyjasnic¢ i czy prébowata obejs¢
ten problem metodologicznie.

Rozdziat czwarty (,Results”) stanowi zasadniczg cze$¢ pracy. Wyniki badan zostaty
przedstawione w sposob logiczny, klarowny i przemyslany. W czesci dotyczgcej krwi obwodowej
Autorka przeprowadzita kompleksowg analize ekspresji i aktywnos$ci proteaz w komorkach
odpornosciowych oraz profilowania cytokin w osoczu. Analiza PCA pozwolita Doktorantce na
wyodrebnienie dwéch odmiennych fenotypdéw immunologiczno-proteolitycznych pacjentek, co
miato potencjalne znaczenie diagnostyczne i prognostyczne. W analizie PCA krwi nalezatoby jedynie
wskazac, w jaki sposéb uwzgledniono wptyw terapii neoadiuwantowe;j.

Wyniki uzyskane przez Doktorantke w analizie tkanek nowotworowych dowiodty wysokiej
heterogenicznosci proteolitycznej guzéw. Autorka zidentyfikowata profile specyficzne dla podtypow
raka piersi oraz powigzata aktywnos¢ katepsyn B, D, S i L z markerami proliferacyjnymi i klinicznymi,
takimi jak HER2 czy Ki-67. To nowatorskie podejscie pozwolito na bardziej szczegétowe zrozumienie
zaleznosci miedzy aktywnoscig enzymatyczng a agresywnoscig nowotworu.

Zastosowanie obrazujgcej cytometrii masowej (IMC) umozliwito przestrzenne mapowanie
proteaz w obrebie tkanek FFPE. Doktorantka wykazata, ze katepsyna B lokalizuje sie gtéwnie na
granicach guza, natomiast katepsyna D wystepuje takze w adipocytach zwigzanych z nowotworem
(CAA). Takie obserwacje majg znaczenie dla rozwoju terapii celowanych, zwtaszcza koniugatéw lek—
przeciwciatlo (ADC) 1z odpowiednio dobrang sekwencjg aminokwasowg dedykowang
odpowiedniemu enzymowi.

Wreszcie, w badaniach na tkankach OCT z uzyciem sond aktywnosci, Doktorantka
zademonstrowata mozliwos¢ wykrywania aktywnych form proteaz bezposrednio w kontekscie
tkankowym. Jest to rezultat wyjgtkowo cenny, poniewaz przesunat analize z poziomu proteomu na
poziom aktywomu, czyli funkcjonalnej aktywnosci enzyméw. Wyniki te majg wysokg wartosé
naukowa i praktyczng. Swiadcza o dojrzatosci eksperymentalnej i umiejetnosci krytycznej
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interpretacji danych. Prosze jedynie o wyjasnienie, czy obserwowane réznice w ekspresji katepsyn
pomiedzy komdrkami guza a CAA korelujg ze stadium klinicznym nowotworu.

Rozdziat pigty (,,Discussion”) jest napisany bardzo dojrzale. Doktorantka nie ograniczyta sie
do poréwnania swoich wynikéw z literatura, lecz przeprowadzita gteboka analize biologiczng i
kliniczng uzyskanych danych. Wykazata, ze aktywnos¢ proteaz w komérkach krwi moze stanowic
biomarker systemowej odpowiedzi immunologicznej, natomiast analiza tkanek guza ujawnia ich
zréznicowanag role w mikrosrodowisku nowotworowym. Autorka trafnie zauwazyta, ze brak korelacji
pomiedzy klastrami uzyskanymi w krwi i w guzach potwierdza wielopoziomowg organizacje biologii
nowotworu i koniecznosc integracji danych pochodzacych z réznych zrédet.

W dalszej czesci pracy Doktorantka wskazata na potencjalne kierunki praktycznego
zastosowania wynikow czyli wykorzystanie proteaz jako biomarkeréw predykcyjnych, rozwdéj sond
kompatybilnych z IMC i OCT oraz projektowanie lekéw aktywowanych proteolitycznie. Dyskusja
zawiera réwniez krytyczng refleksje nad ograniczeniami metody jakimi sg wptyw mikrosrodowiska
guza na aktywnos¢ enzymatyczng oraz brak standaryzacji cytometrii masowej w zastosowaniach
klinicznych. Uwazam jednak, ze sg to kwestie, ktére z czasem zostang przezwyciezone wraz z
rozwojem technologii laboratoryjnych i odpowiednim przygotowaniem kadry naukowe;j.

W széstym rozdziale (,,Conclusions and Future Perspectives”) Doktorantka podsumowata
osiggniecia pracy w sposéb przejrzysty i zgodny z zatozonymi celami. Do najwazniejszych osiggniec
naukowych naleza:

(1) opracowanie wieloparametrycznego panelu taczacego analize proteaz, markerow
immunologicznych i klinicznych,

(2) identyfikacja , proteolitycznych odciskdw palca” w krwi i tkankach guza,

(3) wykazanie, ze aktywnos¢ proteaz ma wieksze znaczenie informacyjne niz ich sama
ekspresja,

(4) pionierskie zastosowanie sond aktywnosci w analizach tkanek OCT,

(5) wskazanie potencjalnego zastosowania proteaz jako biomarkeréw predykcyjnych w
raku piersi.

Wyniki badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej mgr inz. Natalii Cwilichowskiej-
Pusleckiej znalazty odzwierciedlenie w dwdéch publikacjach naukowych bezposrednio zwigzanych z
tematykag dysertacji, z ktérych jedna zostata juz opublikowana w renomowanym czasopismie
Molecular Aspects of Medicine (IF: 10,6; 140 pkt MEiN), a druga znajduje sie w fazie przygotowania
do druku. Wysoki IF czasopisma, w ktérym ukazata sie publikacja, swiadczy o miedzynarodowym
zasiegu prowadzonych badan oraz ich znaczeniu dla srodowiska naukowego zajmujacego sie
diagnostyka nowotwordw i farmakologia proteaz.

Katedra Chemii tel. +48 58 523 50 37 ul. Wita Stwosza 63 www.chemia.ug.edu.pl
Biomedycznej e-mail: s.rodziewicz-motowidlo@ug.edu.pl 80-308 Gdansk



G Uniwersytet
G Gdanski

Ponadto Doktorantka jest wspodtautorka co najmniej siedmiu dodatkowych publikacji w
czasopismach z listy JCR, o tgcznym IF przekraczajagcym 45 (m.in. Frontiers in Immunology IF: 5,9;
British Journal of Haematology IF: 5,1; Cell Chemical Biology I|F: 7,2; International Journal of
Gynecological Cancer IF: 5,1). Czes¢ z tych prac zostata juz opublikowana, a kolejne znajdujg sie w
recenzji. Mgr inz. Cwilichowska-Puslecka zaprezentowata wyniki swoich badai na co najmniej 17
konferencjach naukowych, w tym na prestizowych wydarzeniach miedzynarodowych, takich jak
Gordon Research Conference czy General Meeting of the International Proteolysis Society.
Szczegélnie nalezy podkresli¢ liczne wystgpienia ustne oraz udziat w sesjach typu flash talk, co jest
wyroznieniem przyznawanym jedynie najlepszym zgtoszeniom konferencyjnym. Za swoja
dziatalnoé¢ naukowa mgr inz. Cwilichowska-Pu$lecka zostata uhonorowana nagrodami i
stypendiami, m.in. stypendium za wybitne osiggniecia naukowe (Uniwersytet Wroctawski, 2022)
oraz dwoma prestizowymi nagrodami konferencyjnymi za najlepszy poster i wystgpienie ustne.
Uzyskanie Travel Award na konferencje Gordon Research Seminar oraz nagrody FEBS Proteolysis
2024 swiadczy o wysokim poziomie prezentowanych badan oraz aktywnym uczestnictwie w
miedzynarodowym srodowisku.

Podsumowujac, recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Natalii Cwilikowskiej-Pusleckiej
spetnia w petni wszystkie ustawowe kryteria przewidziane dla rozpraw doktorskich, a jej wysoka
warto$¢ merytoryczna, nowatorskie podejscie badawcze, interdyscyplinarny charakter oraz
znakomity poziom wykonania eksperymentalnego pozwalajg na jednoznaczne stwierdzenie, ze
Autorka zastuguje na nadanie jej stopnia doktora nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie
chemia. Dysertacja stanowi przyktad dojrzatego, kompleksowego i niezwykle Swiadomego naukowo
ujecia problematyki proteolitycznych mechanizmdw regulujgcych mikrosrodowisko nowotwordw, a
w szczegdblnosci raka piersi, z wykorzystaniem najnowoczesniejszych technik cytometrii masowe;j i
obrazujgcej. Doktorantka wykazata sie umiejetnoscig samodzielnego projektowania oraz realizacji
ztozonych badan o charakterze translacyjnym, integrujgcych wiedze z zakresu chemii
bioorganicznej, biologii komadrki, immunologii, onkologii molekularnej i bioinformatyki.

Biorgc pod uwage powyisze, stwierdzam, ze rozprawa mgr inz. Natalii Cwilikowskiej-Pusleckiej
spetnia warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2024 r. poz. 1571), i wnosze do Rady Naukowe] Dyscypliny Chemia
Politechniki Wroctawskiej o dopuszczenie jej do dalszych etapdw postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie chemia.
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Uzasadnienie wniosku o wyrdinienie rozprawy doktorskiej

Rozprawa mgr inz. Natalii Cwilikowskiej-Pusleckiej wyréznia sie wyjatkowo wysokim poziomem
merytorycznym, nowatorskim podejsciem badawczym oraz przetlomowym znaczeniem uzyskanych
wynikoéw dla rozwoju medycyny spersonalizowanej. Autorka jako jedna z pierwszych na Swiecie
przeprowadzita kompleksowgq analize proteolitycznego ,,odcisku palca” raka piersi z wykorzystaniem
cytometrii masowej i obrazujacej, taczac badania krwi obwodowej i tkanek guza w spdjny,
funkcjonalny model biologiczny. Praca ma wyrazny potencjat translacyjny i wdrozeniowy, a jej wyniki
mogaq realnie przyczynic sie do rozwoju nowych narzedzi diagnostycznych i predykcyjnych. Ponadto
imponujacy dorobek publikacyjny Doktorantki, obejmujacy prace w czasopismach o wysokim IF, oraz
jej aktywnos¢ naukowa na arenie miedzynarodowej wyraznie przekraczaja standardowe wymagania
stawiane pracom doktorskim. Z tych wzgledéw wnosze o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz.
Natalii Cwilikowskiej-Pusleckie] jako pracy o szczegdlnej wartosci naukowej i znaczacym znaczeniu dla
rozwoju nowoczesnej chemii, biotechnologii i onkologii.
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