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rozprawy doktorskiej mgr Malgorzaty Grabowskiej
pt. ,, Wykorzystanie niekodujacych RNA i nanotechnologii w regulacji ekspresji
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Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Matgorzaty Grabowskiej przygotowana zostala na
podstawie decyzji Rady Naukowej IChB PAN w Poznaniu (pismo z dnia 04.07.2022 w sprawie
powolania mojej osoby na recenzenta w przewodzie doktorskim mgr Matgorzaty Grabowskiej,
decyzja z dnia 08.06.2022 — podpisane przez Zastgpcg Dyrektora ds. Naukowych IChB PAN
dr hab. Luize Handschuh).
Ocena doboru problematyki badawczej i tematu rozprawy

Praca doktorska Pani mgr Malgorzaty Grabowskiej dotyczy problematyki
wykorzystania niekodujacych RNA w potaczeniu z produktami nanotechnologii w regulacji
ekspresji bialek macierzy zewnatrzkomorkowej (tenascyny-C i syndekanu-2) glejaka i raka
piersi. Zgodnie ze statystykami Swiatowej Organizacji Zdrowia, choroby nowotworowe
znajduja sig na drugiej pozycji wéréd przyczyn zgondéw na $wiecie. Pomimo rozwoju technik
diagnostycznych i chirurgicznych, niska  skuteczno$¢  klasycznych terapii
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przeciwnowotworowych niekorzystnie wptywa na rokowanie pacjenta. Zatem wyzwaniem
medycyny XXI wieku jest opracowanie nowych strategii terapeutycznych, ktore przyczynia sig
do poprawy leczenia pacjentow onkologicznych.

Dynamiczny rozw6j technik biologii komérkowe;j przyczynia si¢ do poznania mechanizmow
molekularnych i genetycznych a takze do poznania cech mikrosrodowiska wystgpujacych w
zmianach nowotworowych. Daje to mozliwo$¢ wykorzystania nowej wiedzy w opracowywaniu
skutecznych terapii choréb nowotworowych. Z uwagi na zdolno$¢ manipulowania na poziomie
ekspresji genow, duze zainteresowanie dotyczy form terapii opartych o interferencj¢ RNA
(RNAIi). Wybranie odpowiednich celow terapeutycznych kluczowych dla progresji nowotworu
jest bezposrednio zwiazane z wyzwaniem dotyczacym dostarczania terapeutyku w docelowe
miejsce. Odpowiedzig na to wyzwanie moze sta¢ sig nanotechnologia. Z uwagi na unikatowe
cechy nanoczastek (rozmiar, zdolno§¢ do przenikania przez blong komorkowa, mozliwosé
modyfikacji chemicznej) znajduja one zastosowanie w biomedycynie jako nanonoéniki lekow,
srodkéw terapeutycznych, kontrastujacych i innych biomolekut. Trudno przeceni¢ potencjat
interferencjii RNA w potaczeniu z osiagniciami nanotechnologii w aspekcie poprawy

diagnostyki, leczenia i monitorowania choréb nowotworowych.

Uwazam zatem, ze tematyka przedstawiona w pracy doktorskiej jest niezwykle trafna
i istotna a podjecie proby rozwiazania problematyki regulacji ekspresji tenascyny-C w
polaczeniu z oceng udzialu macierzy zewnatrzkomoérkowej w procesie nowotworzenia w
glejaku i raku piersi jest wyzwaniem wspélczesnej biomedycyny i nawiazuje do aktualnej

tematyki realizowanej przez wiodace osrodki naukowe.

Ocena ukladu pracy

Rozprawa doktorska mgr Malgorzaty Grabowskiej sklada si¢ z 221 stron wydruku
komputerowego i obejmuje 9 rozdziatéw: wykaz prac naukowych, streszczenie w jezyku
polskim, streszczenie w jezyku angielskim, wykaz skrotow, cel pracy, wprowadzenie,
oméwienie prac naukowych wehodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, wnioski, bibliografia
(223 aktualne pozycje literaturowe). Praca zawiera rdwniez zataczniki w postaci: Oswiadczen
kandydata o wktadzie wlasnym w prace naukowe wchodzace w skiad rozprawy doktorskie;j;
Oé$wiadczen autoréw korespondencyjnych o wkladzie kandydata w prace naukowe wchodzace
w sklad rozprawy doktorskiej oraz wydruki publikacji. Recenzowana praca zostala
zredagowana poprawnie, a sporadyczne usterki jezykowe (literowki), nie wplywaja na jej

oceng, zatem je pomijam.



W sklad rozprawy doktorskiej wehodzi pigé publikacji naukowych:

1. Grabowska M*, Kuczynski K*, Piwecka M, Rabiasz A, Zemla J, Glodowicz P,
Wawrzyniak D, Lekka M, Rolle K. miR-218 affects the ECM composition and cell
biomechanical properties of glioblastoma cells. Journal of Cellular and Molecular
Medicine. 2022. 00:1-18. IF2022 = 5,31; pkt MEiN = 100

2. Grabowska M, Misiorek JO, Zargbska Z, Rolle K. Applications of noncoding RNAs in
brain cancer patients. Clinical applications of noncoding RNAs in cancer. Elsevier.
2022. 2:17-64. pkt MEiN = 80; liczba cytowan = 1

3. Grabowska M, Grzeskowiak BF, Rolle K, Mrowczynski R. Magnetic Nanoparticles as
a Carrier of dsRNA for Gene Therapy. Methods in Molecular Biology. Springer. 2021.
2211:69-81. pkt MEiN = 80; liczba cytowan = 1

4. Wawrzyniak D, Grabowska M, Glodowicz P, Kuczynski K, Kuczynska B, Fedoruk -
Wyszomirska A, Rolle K. Down-regulation of tenascin-C inhibits breast cancer cells
development by cell growth, migration, and adhesion impairment. PLoS One. 2020.
15(8):€0237889. IF2020 = 3,24; pkt MEiIN = 100; liczba cytowan = 8

5. Grabowska M, Grzeskowiak BF, Szutkowski K, Wawrzyniak D, Glodowicz P,
Barciszewski J, Jurga S, Rolle K, Mréwczynski R. Nano-mediated delivery of double-
stranded RNA for gene therapy of glioblastoma multiforme. PLoS One. 2019.
14(3):€0213852. [F2019 = 2,74; pkt MEIN = 100; liczba cytowan = 23

Publikacja oznaczona numerem 1 jest praca oryginalna opublikowana w 2022 roku w
czasopi$mie Journal of Cellular and Molecular Medicine (parametry bibliometryczne [F2022
= 5,31; pkt MEiN = 100). Publikacja oznaczona numerem 2 stanowi rozdziat o charakterze
przegladowym opracowania ksigzkowego z 2022 roku Clinical applications of noncoding
RNAs in cancer wydawnictwa Elsevier (parametry bibliometryczne pkt MEIN = 80; liczba
cytowan = 1). Publikacja oznaczona numerem 3 to rozdziat cyklu wydawniczego Springer z
2021 roku Methods in Molecular Biology, stanowi opis metodyki badan bedacych podstawa
publikacji ,,Nano-mediated delivery of double-stranded RNA for gene therapy of glioblastoma
multiforme” (parametry bibliometryczne pkt MEIN = 80; liczba cytowani = 1). Publikacja
oznaczona numerem 4 to praca oryginalna opublikowana w 2020 roku w czasopismie PLoS
One (parametry bibliometryczne IF2020 = 3,24; pkt MEIN = 100). Publikaja numer 5 to
réwniez praca oryginalna opublikowana w 2019 roku w czasopiSmie czasopi$mie PLoS One
(parametry bibliometryczne IF2019 = 2,74; pkt MEiN = 100; liczba cytowan = 23).

Na uznanie zastuguje fakt, ze mgr Malgorzata Grabowska jest pierwszym autorem w
czterech na pigé prac (numery: 1, 2, 3, 5). Suma punktéw (wedlug listy czasopism MEIN)
przedstawionych powyzej prac, zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 460, sumaryczny
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Impact Factor — 11,29, a liczba cytowan 33. Doktorantka wykazata rowniez publikacjg, ktora
nie wchodzi w sklad rozprawy doktorskiej. Dorobek publikacyjny Doktorantki oceniam
wysoko.

Oéwiadczenie o wkladzie kandydata w prace naukowe wchodzace w sklad rozprawy
doktorskiej wyraznie wskazuje na udziat o charakterze wiodacym, poczawszy od przegladu
literaturowego, poprzez wykonanie i analizg prac eksperymentalnych, a skonczywszy na
znacznym udziale w przygotowaniu manuskryptu. O§wiadczenia autoréw korespondencyjnych
(prof. IChB Katarzyny Rolle oraz prof. UAM Radostawa Mréwczynskiego) potwierdzaja

zakres wkladu mgr Grabowskiej w powstanie poszczegdlnych prac.

Ocena merytoryczna

Juz w pierwszej czg$ci rozprawy, Doktorantka sformutowata cele cyklu prac, tj.
okreslenie udzialu macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM) w procesie nowotworzenia, a w
szczegblnosci: badanie wptywu niekodujacych RNA na poziom kluczowych dla ECM bialek:
tenascyny-C i syndekanu-2 oraz zwiazana z tym podejsciem analiza zmian zachodzacych w
komoérkach nowotworowych glejaka i raka piersi, ze szczegélnym uwzglednieniem procesow
migracji, adhezji i tworzenia przerzutéw; poszukiwanie i badanie mozliwosci wykorzystania
nowych narzedzi nanotechnologicznych dajacych mozliwos¢ dostarczania regulatorowych
RNA do komorek; weryfikacja wykorzystania sktadnikéw ECM w potencjalnej terapii
nowotworéw. Doktorantka nastepnie wykazala cele szczegblowe, ktére koresponduja z
problematyka prac eksperymentalnych wchodzacych w skiad cyklu.

W dalszej kolejnosci mgr Malgorzata Grabowska przedstawita szerokie wprowadzenie
do przedstawianych w pracach zagadnien. Autorka przedstawila epidemiologig chordb
nowotworowych, a w osobnych podrozdziatach —scharakteryzowata diagnostyke,
epidemiologig, typy i metody leczenia glejaka oraz raka piersi. Kolejny podrozdziat
wprowadzenia, Doktorantka poswigcita zagadnieniu macierzy zewnatrzkomorkowej, jej form
strukturalnych, przebudowie, roli w homeostazie i kancerogenezie a takze skladowi, ze
szczegblnym uwzglednieniem multimerycznej glikoproteiny — tenascyny-C. Nastgpnie,
konsekwentnie do tytulu swojej pracy doktorskiej, mgr Grabowska opisala zagadnienia
dotyczace niekodujacych RNA (miRNA, siRNA, terapia RNAI), gdzie dokonuje skrupulatnej
analizy ich utylitarno$ci i trafnie uzasadnia wybor najkorzystniejszego narzedzia
molekularnego do swych analiz. Ostatni podrozdzial Doktorantka dedykowala opisowi
zagadnien z zakresu nanotechnologii, nanono$nikéw i ich wykorzystania przy dostarczaniu
RNA do komérek, koficzac na przedstawieniu wykorzystania nanono$nikow w terapii glejaka.
Whikliwy opis wprowadzenia $wiadezy o duzej znajomosci analizowanej przez Doktorantke

problematyki.



W dalszej czesci rozprawy, mgr Malgorzata Grabowska dokonata omoéwienia prac
naukowych wchodzacych w sklad cyklu publikacyjnego. Jako pierwsza przedstawia pracg pt.:
JApplications of noncoding RNAs in brain cancer patients”, w ktorej dokonuje przegladu
wiedzy z zakresu wykorzystania niekodujacych RNA (miRNA, IncRNA i circRNA) w
nowotworach mézgu, gléwnie wysokozlosliwego glejaka oraz rdzeniaka zarodkowego. Druga
praca pt.: ,, MiR-218 affects the ECM composition and cell biomechanical properties of
glioblastoma cells” przedstawia wyniki prac eksperymentalnych z zakresu analizy poziomu
ekspresji miR-218 oraz wybranych bialek macierzy zewnatrzkomorkowej w tkankach oraz
liniach komérkowych GB; okreslenia sposobu oddziatlywania miR-218 na tenascyne-C oraz
syndekan-2; oceny wptywu miR-218 na sktadniki ECM; analizy wptywu nadekspresji miR-218
na wlasciwosci biomechaniczne komoérek GBM. Uzyskane wyniki pozwolity Autorce na
konsekwentnie, w stosunku do wcze$niejszych badan zespotu, prowadzona selekcjg miRNA i
jego transkryptéw (tenascyna-c i syndekan-2) i oceng przebiegu zmian na poziomie komorki
wywotanych nadekspresja miR-218. Znaczaca i unikatowa warto$¢ poszerzajaca spodziewany
efekt naukowy maja wyniki analiz funkcjonalnych wywotanych nadekspresja miR-218 w
komérkach GBM i ich wlasciwosci biofizycznych. W trzeciej publikacji pt. ,,Nano-mediated
delivery of double-stranded RNA for gene therapy of glioblastoma multiforme” Doktorantka
prezentuje wyniki prac oryginalnych dotyczacych charakterystyki nanoczastek;
cytotoksycznosci nanoczastek i ich kompleksow z dsRNA, immunogenno$ci ATN-RNA;
poréwnania skuteczno$ci terapii RNAi w komoérkach GBM po zastosowaniu dsRNA na
réznych noénikach; analizy proliferacji i migracji komérek GBM po obnizeniu poziomu
ekspresji. TNC réznymi czynnikami transfekcyjnymi. Badania te powstalty w wyniku
wspdlpracy z Centrum NanoBioMedycznym Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu w ramach projektu Narodowego Centrum Nauki, Opus 11 ,Nowe, wielozadaniowe
nanoczastki w skojarzonej geno- i fototerapii” (Kierownik prof. dr hab. Stefan Jurga). W pracy
tej wykorzystano nanono$niki, co w oczywisty sposéb czyni omawiang przez Doktorantke
tematyke, dziedzina interdyscyplinarna. Autorka w sposob jednoznaczny wykazata wigksza
efektywnoséé opracowanego nanokompleksu walidujac uzyskane wyniki z produktem
transfekcyjnym dostepnym komercyjnie (Lipofektamina). Ukoronowaniem sukcesu
opisywanym badaf bylo wykazanie wysokiej biokompatybilnosci i efektywnosci
nanokompleksu MNP@PEI z ATN-RNA (niska cytotoksycznoé¢, obnizenie poziomu ekspresji
TNC i znaczacy spadek tempa migracji komérek), co wskazuje na jego potencj al terapeutyczny.
Czwarta publikacja pt.: ,,Magnetic Nanoparticles as a Carrier of dsRNA for Gene Therapy”
stanowi rozdzial cyklu wydawniczego Springer Methods in Molecular Biology i jest opisem
metodyki badan bedacych podstawa opisywanej wyzej publikacji ,,Nano-mediated delivery of
double-stranded RNA for gene therapy of glioblastoma multiforme”. Opublikowanie metodyki
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swoich badan, przedstawienie gotowych protokolow wraz z notatkami jednoznacznie
podkresla, ze zaréwno materiaty (doskonale uzasadniony wybor linii komoérkowej do bada -
U-118 MG), jak i metody (analiza toksycznoéci, analiza funkcjonalnosci, metody
wprowadzania RNA do komérki, walidacja) sa starannie wyselekcjonowane, z pewnoscia
poparte intensywna praca eksperymentalna w laboratorium. Na uwage zastuguje fakt, ze rzadko
spotyka si¢ Mtodego Naukowca z takim warsztatem umiejgtno$ci metodologicznych. Piata i
ostania publikacja pt. ,,.Down-regulation of tenascin-C inhibits breast cancer cells
development by cell growth, migration, and adhesion impairment” jest zbiorem badan, ktore
wykazaty skuteczno$é opracowanego nanokompleksu na liniach komérkowych innego niz
glejak nowotworu — raka piersi. Autorka dokonata poréwnanie poziomu ekspresji TNC w
réznych typach nowotworéw; wyznaczyla korelacjg in silico pomigdzy TNC a progresja raka
piersi; zastosowata ATN-RNA do obnizenia poziomu ekspresji TNC w komorkach raka piersi;
zbadata wplyw obnizenia poziomu TNC na biologig komorek raka piersi (problematyka EMT);
prowadzila obserwacjg formacji komorkowych struktur 3D po zastosowaniu ATN-RNA.

W rozdziale wnioski, Doktorantka trafnie sformutowata, ze wyniki, ktére uzyskata pozwolity
na wykazanie, ze tenascyna-c jest istotnym biatkiem macierzy zewnatrzkomorkowej GBM i
raka piersi, a obnizenie poziomu jej ekspresji wptywa na ruchliwo$¢ komoérek, co ma istotny
potencjalny wplyw na inwazyjno$¢ komoérek nowotworowych. Obserwacja ta, a takze
zaprezentowane efekty zastosowania RNAi oraz wskazanie efektywnej metody dostarczania
czasteczki efektorowej do komorek daja podwaliny pod rozwéj nowych terapii
przeciwnowotworowych.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

1. Wykazanie, ze miR-218 jest bezposrednio zaangazowany w regulacj¢ ekspresji biatek
macierzy zewnatrzkomérkowej TNC i SDC2, co ma wplyw na proliferacje, migracje,
adhezje oraz whasciwosci biomechaniczne komorek linii komérkowej glejaka.

2. Wykazanie, ze nanokompeks do RNAi (MNP@PEI z ATN-RNA) jest zdolny do
obnizenia poziomu ekspresji docelowego biatka TNC, co w konsekwencji prowadzi do
obnizenie potencjatu migracyjnego komorek nowotworowych glejaka.

3. Wykazanie uniwersalno$ci zaproponowanego podejscia terapeutycznego dla
nowotworéw z nadekspresja TNC innych niz glejak, tj. dla raka piersi.

W podsumowaniu nalezy podkresli¢ spojnos¢ tematyczna cyklu prac przedstawionych
przez Doktorantke i konsekwencje, z ktéra prowadzila kolejne etapy badan. Sposéb
wykonywania analiz, umiejetno$¢ stawiania ostroznych wnioskéw Swiadezy o dojrzatosci
naukowej Doktorantki. Doktadno$é w opracowywaniu harmonogramu badan i analiz wynikow

zyskuje si¢ dzieki opiece naukowej doswiadczonego w pracy eksperymentalnej promotora.



Uwagi krytyczne:

1. Wykaz skrétéw: jest nieckompletny, prowadzony niekonsekwentnie (str. 5: ,,czynnikéw
inicjujacych translacjg 4A”; fibronektyna bez angielskiej nazwy, interferon B, interferon
gamma).

2. Cel pracy: opisujac tytul projektu, w ramach ktérego realizuje si¢ badania, zawsze
warto wpisa¢ dane Kierownika projektu.

3. Wprowadzenie:

e str. 28 Autorka rozpoczyna zdanie: ,,Ztote nanoczastki (...)", aby na kolejnej stronie
poprawnie napisa¢ nanoczastki zlota

e zamieszczenie przez Autorke podrozdziatéw dedykowanych odpowiednio opisowi
syndekanu-2 oraz opisowi wykorzystania nanono$nikéw w terapii raka piersi byloby

dopelnieniem idealnego wprowadzenia

Zagadnienia, wobec ktorych proszg Doktorantke o ustosunkowanie sig:
1. Czy planuje Pani wykonanie badan regulacji ekspresji dla syndekanu-2?
2. Wyniki Pani badan majg charakter aplikacyjny, prosz¢ powiedzie¢ w jaki sposéb
wdrozy¢ je do praktyki?

Whiosek koncowy

W podsumowaniu, praca doktorska Pani mgr Matgorzaty Grabowskiej zostata napisana
i zredagowana poprawnie, zgodnie z wymaganiami stawianymi tego typu opracowaniom. Praca
stanowi spdjny zestaw publikacji zebranych i podsumowanych w klarowny sposéb. Warsztat
badawczy, ktéry opanowata Doktorantka zastuguje na wyréznienie. Wskazane w recenzji
uwagi krytyczne maja jedynie charakter sugestii. Pracg oceniam pozytywnie.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Malgorzaty Grabowskiej pt.:
,.Wykorzystanie niekodujacych RNA i nanotechnologii w regulacji ekspresji wybranych biatek
macierzy zewnatrzkomérkowej glejaka i raka piersi” wykonanej pod kierunkiem promotor: dr
hab. Katarzyny Rolle, prof. IChB PAN w Zakladzie Neuroonkologii Molekularnej Instytutu
Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu spelnia warunki okreslone w
artykule 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164, poz.
1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz. 455). Zwracam sig
zatem do Rady Naukowej Instytutu Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w
Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Malgorzaty Grabowskiej do dalszych etapéw postgpowania

o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
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biologiczne.

W oparciu o wysoka oceng rozprawy, wspélautorstwo w wielu publikacjach w
wysokich ranga czasopismach naukowych, opublikowanie opracowanej metodyki w pozycji
ksiazkowej uznanego wydawnictwa oraz poszerzenie aktualnej wiedzy w ujeciu
interdyscyplinarnym o znaczeniu aplikacyjnym - zwracam sig do Rady Naukowej Instytutu
Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu z wnioskiem o wyrdZnienie

rozprawy doktorskie;j.



