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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytutowanej: ,,Charakterystyka molekularna i
funkcjonalna biatek transbtonowych 72 i 207 oraz ich deregulacja w raku
jasnokomorkowym nerki” autorstwa Pani mgr inz. Natalii Pstrag

Praca doktorska autorstwa Pani mgr Natalii Pstrag zostata wykonana pod kierunkiem prof.
dr hab. Joanny Wesoty oraz prof. dr hab. Valentiny Boeva. Rozprawa zostata przygotowanaw jezyku
angielskim i jest afiliowana do Laboratorium Technologii Wysokoprzepustowych Instytutu Biologii

Molekularnej i Biotechnologii na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w

Poznaniu.

Rak nerkowokomérkowy (RCC) stanowi 2-3% nowotwordw ztosliwych, a jego najwieksza
czestoé¢ wystepowania odnotowuje siell w krajach wysokorozwinietych. Wedtug Krajowego
Rejestru Nowotworéw [KRN) co roku w Polsce diagnozowanych jest ponad 3 tys. nowych
przypadkéw RCC, przy czym rokowania pacjentéw sg Scisle powiazane ze stopniem zaawansowania
nowotworu (klasy I-1V), co przektada sie na 5 letnie ich przezycie i waha sig od 80% w stadium | do
ponizej 10% w stadium IV. Terapia nowotworéw nerki jest oparta na radykalnej nefrektomii lub
zabiegu oszczedzajacym, wtaczajac réwniez metody endoskopowe. Wprowadzenie lekow terapii
celowanej pozwolito na zastosowanie w RCC inhibitoréw receptorowych kinaz tyrozynowych,
inhibitoréw kinazy serynowo-treoninowej mTOR oraz przeciwciata monoklonalnego anty-VEGF, co
zwiekszyto sukces terapeutyczny. W terapii zaawansowanych RCC stosowane sa takze inhibitory
tzw. /mmune-check points - przeciwciata anty PD-1 i anty PD-L1, ktdre reaktywujg uspiony przez
dziatanie nowotworu uktad odpornosciowy pacjenta. Podstawowym problemem pozostaje niska
wykrywalnos¢ RCC w poczatkowych stadiach choroby, poniewaz bardzo czesto obecnosc
nowotworu nerki jest bezobjawowa, a diagnoza przypadkowa przy okazji badan obrazowych

zleconych z innych wskazan. Tzw. triada [krwiomocz, béli wyczuwalny guz] jest charakterystyczna



tylko dla 7-15% pacjentow w zawansowanym stadium choroby. Zatem zrozumienie podstaw
molekularnych rozwoju tego nowotworu, a takze znalezienie nowych biomarkeréw zwiazanych z
nowotworzeniem i progresja choroby jest kluczowym elementem niezbednym dla pacjentéw.

Punktem wyjscia do eksperymentdw przeprowadzonych w pracy doktorskiej byty badania
prowadzone przez promotorke pracy prof. dr hab. Joanne Wesoty dotyczace poszukiwan metodami
wysokoprzepustowymi (mikromacierze ekspresyjne) $ciezek i czynnikéw zaangazowanych w
patologie RCC wraz z ich walidacja i predykcja (E.Zodro et al. 2014 oraz Wrzesinski et al. 2015).

Celem przedstawionej do oceny rozprawy byta pogtebiona analiza dwéch biatek z rodziny
TMEM - TMEM72 oraz TMEM207, zawierajaca zardéwno analize ekspresji alternatywnych
transkryptéw w tkance guza, jak i wieloczynnikowa ocene lokalizacji oraz orientacji analizowanych
biatek w btonach komérkowych. Podjeta zostata préba zdefiniowania ich funkcji poprzez analizy
transkryptomu w liniach z wprowadzona nadekspresja oraz bioinformatyczne analizy oceniajace
status immunologiczny ccRCC w odniesieniu do biatek TMEM. Doktorantka dokonata takze
predykcji potencjalnych patomechanizméw RCC, w ktérych analizowane biatka TMEM moga miec
swoj udziat.

Przedstawiona do oceny praca stanowi bardzo szerokie opracowanie liczace sobie 328
stron maszynopisu i jest tradycyjnie skonstruowana z wyodrebnionymi rozdziatami: Wstep,
Materiaty i Metody, Wyniki, Wnioskioraz Dyskusja. Praca zawiera takze Streszczenie, zdefiniowany
Cel pracy, bardzo obszerny Aneks liczacy blisko 200 stron, a takze Przyszte plany badawcze oraz
stosowne Spisy: literatury, tresci, stosowanych skrotow, rycin i tabel.

Mgr Pstrag we Wstepiewprowadza czytelnikéw w tematyke nowotworéw nerki, poruszajac
wszystkie niezbedne aspekty takie jak: klasyfikacja nowotworéw, ich epidemiologia, a takze
podtoze molekularne ich powstawania. Nastepnie doktorantka skupia sie na przedstawieniu roli
biatek transbtonowych w nowotworach, podkreslajac ich znaczenie dla diagnostyki, ale takze
terapii celowanej nowotworéw np. przy pomocy przeciwciat monoklonalnych skierowanych
przeciwko tego typu biatkom (np. receptorom). Argumentuje takze wybér dwéch biatek TMEM tj.
TMEM207 oraz TMEM72 do szczegé6towej analizy przeprowadzonej w pracy doktorskiej. Autorka
podejmuje sie réwniez przedstawienia klasyfikacji biatek btonowych zaréwno w aspekcie ich
struktury hierarchicznej (I-ll-, Ill- i IV-rzedowej), jak i ich podziatu ze wzgledu na budowe i
charakter zakotwiczenia w btonie komorkowej. Bardzo dobrym uzupetnieniem i rozdziatem
koficzacym wstep jest krétkie wprowadzenie czytelnika w tematyke mikrosrodowiska guzéw litych
ze szczegblnym uwzglednieniem immunologicznej perspektywy i odniesienia do predykgji
bioinformatycznych przeprowadzonych w trakcie realizacji pracy doktorskiej.

Informacje zawarte w rozdziale Materiaty / metody s3 przedstawione w sposéb

szczegbtowy, a ich rozwiniecie zostato umieszczone takze w Aneksie. Metodologiczna strona
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dysertacji jest jej zdecydowanym atutem. Autorka bardzo biegle postuguje sie technikami
molekularnymi, projektujac odpowiednie do zaplanowanych badan konstrukcje genetyczne, czy
przeprowadza weryfikacje obecnosci transkryptow TMEM72 ORFT i TMEM_ORFZ w materiale
klinicznym. Zastosowane zaawansowane techniki mikroskopii konfokalnej, wtaczajac FRAP czy
FPP, pozwolity na precyzyjne okreslenie lokalizacji i orientacji badanych biatek. Bardzo waznym
elementem pracy sa przeprowadzone przez doktorantke analizy bioinformatyczne, ktére
bezsprzecznie stanowia doskonate uzupetnienie i poszerzenie przeprowadzonych w laboratorium
badan.

Wyniki badan sa szczegdtowo opisane i bogato zilustrowane rycinami. Ich uktad odpowiada
postawionym celom i prowadzi czytelnika przez prace, stanowiac dow6d na dojrzatos¢ doktorantki
w podazaniu za skutkowo-przyczynowym uktadem eksperymentow. Po doktadnym
scharakteryzowaniu modelu badawczego (linie komérkowe z nadekspresja wariantéw 7TMEM72
oraz TMEMZ207 doktorantka przechodzi do omawiania wynikéw realizacji pierwszego celu i
pokazuje uzyskany rozktad wariantéw transkryptéw genu 7MEM72 dla tkanki prawidtowej i
nowotworowej nerki, dodatkowo positkujac sie wizualizacjami danych opublikowanych w TCGA.
Kolejny etap predykcji struktury biatek zaproponowat model zakotwiczenia biatek TMEM207 oraz
TMEM72_0ORF1w btonie, a dla wariantu TMEM72_ORF2 zasugerowat brak domen transbtonowych.
Wyniki predykcji zostaty wykorzystane do precyzyjnego zaplanowania kolejnych eksperymentdéw /n
vitro na modelach komérkowych. Analiza FRAP potwierdzita osadzenie biatek TMEM207 oraz
wariantu ORF1 genu 7TMEM7Z w btonie, a dynamika dyfuzji biatka TMEM72_ORF2 byta spéjna z
kontrolnym biatkiem GFP niezakotwiczonym w btonie. Zastosowanie panelu barwnikdéw
identyfikujacych poszczegolne kompartmenty i struktury komdrkowe umozliwito doktadna
lokalizacje badanych biatek w komodrkach. Analiza wykazata, iz obydwa transbtonowe biatka
kolokalizuja ze strukturami wczesnych endosomdw. Dla kompletnosci wynikéw warto byto
umiesci¢ w pracy réwniez wyniki uzyskane dla pozostatych barwnikéw (aparat Golgiego, siateczka
endoplazmatyczna oraz mitochondrial. Kolejne zaawansowane techniki mikroskopowe
wykorzystujgce sekwencyjnie stosowane proteazy pozwolity na weryfikacje orientacji osadzenia
biatek TMEM207 oraz TMEM72_ORF1 w btonach i potwierdzity, iz biatko TMEM72_0RF2 nie jest
biatkiem transbtonowym.

Analiza zmian transkryptomu pod wptywem wprowadzania ektopowej ekspresji TMEM207
oraz TMEM72_ORFT w komérkach pozwolita zaproponowac szlaki sygnatowe i metaboliczne, w
ktérych oba biatka moga by¢ zaangazowane. Jednakze bez potwierdzenia przy pomocy innej
techniki obserwowanych zmian [np. gqPCR) na razie musza one by¢ traktowane jako wyniki wstepne.

Bardzo ciekawym elementem pracy jest préba predykcji i korelacji infiltracji komérek

uktadu immunologicznego, w tym limfocytéw T regulatorowych w tkankach RCC i prawidtowych z




ekspresja badanych biatek. Udziat komponenty immunologicznej zdecydowanie wptywa na
rokowania pacjentéw, ale takie moze stanowi¢ przestanki do zastosowania odpowiedniej
immunoterapii. Jezeli kolejne badania /n vitro potwierdza zaangazowanie biatka TMEM72 w
rekrutacje Treg i w wyniku obnizenia swojej ekspresji tworzenie immunosupresyjnego érodowiska

guza moze ono stanowic bardzo interesujace biatko z punktu widzenia potencjalnej terapii.

Z obowigzku recenzenta, pomimo mojej bardzo dobrej oceny catoéci pracy, pozwole sobie
na niewielkie uwagi krytyczne i prosbe o wyjaénienie kilku kwestii.

We Wstepie w rozdziale dotyczacym biatek btonowych Autorka na str. 24 piszac o réznych
sposobach powiazania biatek z btonami [biatek integralnych i peryferyjnych) odnosi czytelnika do
Ryc. 5, ktéra obrazuje raczej wycinek podziatu biatek transbtonowych. Wydaje sie, ze ze wzgledu
na ztozonos¢ systemu klasyfikacji biatek btonowych rycina przedstawiajaca wszystkie aspekty tego
podziatu w bardziej kompleksowy sposéb bytaby bardziej przydatna.

Jako ze wiekszo$¢ doswiadczen byta oparta na przejsciowej nadekspresji badanych biatek,
wydaje sie stosowne by wydajno$¢ ekspresji na postawie obecnoéci GFP oceniaé réwniez przy
pomocy cytometrii przeptywowej, a nie wytacznie na podstawie obrazéw mikroskopowych. Taka
ocena pomogtaby wystandaryzowaé¢ wyniki szczegélnie w aspekcie badan transkryptomu i by¢
moze przyczynic sie do zwiekszenia ich spéjnosci.

Kolejne pytanie dotyczy metodologii oznaczenia ekspresji wariantéw transkrypcyjnych
genu 7TMEM72 [ORF1 oraz ORF2). Dobra praktyka przy zastosowaniu barwnika SYBR Green do
ilosciowej oceny ekspresji jest prezentacja réwniez krzywych topnienia produktéw i/lub
wizualizacja produktéw PCR na zelu agarozowym. Czy zastosowany algorytm przeliczania udziatu
poszczegélnych transkryptéw brat pod uwage wydajnoéé poszczegdlnych par starteréw? Jaka
metode zastosowano do normalizacji i czy fakt, iz startery oceniajace ekspresje TMEM72 bez
rozréznienia na transkrypty (7TMEM total) prowadzity do uzyskania produktéw réznej dtugosci
odpowiednio ORF1 (202pz] i ORF2 (135pz) byty uwzglednione w kalkulacjach? Rycina 17 obrazujaca
wyniki nie jest w petni informatywna. Wydaje sie, ze umieszczenie takze oceny poziomu ekspres;ji
(guz vs tkanka zdrowa) w analizowanych przez doktorantke prébach, a nie tylko % udziatu
transkryptéw, pokazatoby peten obraz.

Ciekawi mnie réwniez jak doktorantka wyjaéni rozbieznoéci pomiedzy predykcjami
dotyczacymi liczby domen transbtonowych dla biatka TMEM27_0RF1 przewidzianych przez analizy
in silico (4 domeny) z wynikami uzyskanymi /n vitro przy zastosowaniu oceny metoda FPP (ang.
Fluorescence Protease Protection Assa).

Ostatnim zagadnieniem, ktére chciatabym przedyskutowaé z mgr Natalia Pstrag jest

pochodzenie komdrkowe RCC, ktére zostaty wziete do analizy w aspekcie oceny ekspresji i selekgji
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gendw TMEM do szczegdtowych badan. Jak podaje Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org)

transkrypty dla genéw 7MEMZ207 oraz TMEMJZ ulegaja ekspresji jedynie w komérkach
nabtonkowych dystalnych czesci kanalikéw nerkowych. Czy doktorantka mogtaby odnieéé sie w
dyskusji do poziomu ekspresji tych gendw w tkankach nowotworowych uzyskanych od pacjentéw w

aspekcie linii komdrkowej, z ktérej badane guzy sie wywodza?

Podsumowujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska potwierdza wiedze mgr
Natalii Pstrag potaczona z wyjatkowymi zdolnoéciami technicznymi i umiejetnoécia
przedstawienia, analizy wynikéw i dyskusji uzyskanych wynikéw. Nowe informacje dotyczace
biologicznych wtasciwosci i predykcja potencjalnej funkcji TMEM72 oraz TMEMZ207 dotad nie
opisanych w literaturze tematu stanowia doskonaty punkt wyjscia do kolejnych badari. Zawarte w
tresci recenzji uwagi stanowia jedynie podstawe do dalszej dyskusji naukowej podczas obrony

pracy.

W Swietle powyzszych danych stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Natalii Pstrag
spetnia wszystkie kryteria stawiane pracom doktorskim w mysl artykutu 13 Ustawy o Tytule i
Stopniach Naukowych z dnia 14 marca 2003 roku (Dz.U. z 2017 poz. 1789). Tym samym wnosze do
Rady Naukowej Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o

dopuszczenie mgr Natalii Pstrag do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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