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Przedstawiona przez Panig mgr Maigorzate Grabowskg do recenzji praca doktorska
zostata wykonana w Zakladzie Neuroonkologii Molekularnej Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu i zawiera wazne aspekty badawcze pod katem nie tylko
samego podejscia badawczego ale takze terapeutycznego, czy medycznego z
wykorzystaniem wiedzy na temat regulacji ekspresji genéw, w tym przypadku ekspresji
biatek w glejaku i raku piersi. Nalezy zatem podkresli¢, ze zachecajgcym do dyskusji i
recenzji atutem pracy jest omawiana w dysertacji problematyka i sposéb podejscia do
stawianych zagadnien badawczych.

Nowotwoér piersi jest najczesciej diagnozowanym typem nowotworéw wéréd kobiet
na catym $wiecie a gtéwng przyczyng wysokiej $miertelnosci pacjentdbw sa przerzuty
" komérek nowotworowych. Kluczowym etapem w kaskadzie przerzutowania jest adhezja
komorek nowotworowych do komoérek $rédbtonka oraz ich pézniejsza transmigracja przez
éciane naczynia. Uwaza sie, ze mechanizm adhezji i transmigracji komorek
nowotworowych jest zblizony do procesu wynaczynienia si¢ leukocytéw z krwioobiegu.
Czasteczki adhezji komorkowej takie jak integryny sg transbtonowymi biatkami, ktore
uczestnicza w interakcji komérka-komarka czy komoérka-macierz zewngtrzkomoérkowa.

Doktorantka w swojej dysertacji idzie w kierunku okreslenie udziatu macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM) w procesie nowotworzenia przedstawiajac wptyw
niekodujacych RNA na poziom kluczowych dla ECM biatek: tenascyny-C i syndekanu-2.

Ekspresja tenascyny-C zalezy od fazy rozwoju organizmu i zmienia sie znaczgco w
wielu réznych stanach patologicznych. W czasie embriogenezy tenascyna C jest obecna
zwlaszcza w rozwijajgcym sie osrodkowym uktadzie nerwowym, w mezenchymie w
" miejscach przejécia mezenchymalino-epiteliainego, a takze w rozwijajacych sie tkankach
tacznych. W dojrzatych tkankach ekspresja tenascyny C jest nizsza, ale takze obserwuje
sie jej indukcje podczas gojenia ran, regeneracji nerwéw czy tez w stanach patologicznych,
w nowotworzeniu i przerzutowaniu. Zatem doktorantka w swoich badaniach starata si¢
wyjasni¢ role tenascyny C w rozwoju nowotworow polegajacg na: 1) bezpo$redniej
stymulacji komaérek nowotworowych do proliferacii i migraciji, 2) promocji angiogenezy przez
wplyw na komorki endotelialne. Tenascyna C bierze udziat nie tylko W rozwoju guza
pierwotnego, ale takze uczestniczy w procesie przerzutowania i w ucieczce spod nadzoru
immunologicznego. Jest przedstawiana jako niekorzystny czynnik rokowniczy, miedzy
innymi w nowotworach piersi, nerek, pecherza moczowego, krtani i gardta doinego oraz
mobzgu. Z kolei w raku szyjki macicy wysoka ekspresja koreluje z dobrg prognoza. Poza tym
ekspresja tenascyny C moze zosta¢ wykorzystana do szacowania wznowy nowotworow



mozgu. Doktorantka przeanalizowata zmiany zachodzgce w komérkach nowotworowych
glejaka i raka piersi, ze szczegdlnym uwzglednieniem procesow migracji, adhezji i
tworzenia przerzutdow. Zaproponowata takie zastosowanie nowych narzedzi
nanotechnologicznych dajacych mozliwoé¢ dostarczania regulatorowych RNA do komorek,
ale takze wstepnie przeprowadzita weryfikacje mozliwosci wykorzystania ECM w
potencjalnej terapii nowotworow.

Przedstawiona do oceny rozprawa posiada typowy uktad i zawiera wszystkie
wymagane czesci, napisana jest poprawnie pod wzgledem formalno-jezykowym i
stylistycznym. Praca liczy 72 strony, zawiera 10 podstawowych rozdziatow
charakterystycznych dla pracy doktorskiej, 12 Rysunkéw, 1 Tabele oraz 223 pozycje
literatury. Skiada sie z Wykazu prac naukowych, Streszczenia w Jezyku polskim oraz
Jezyku Angielskim, Wykazu skrotéw, Celu pracy, Wprowadzenia, Omodwieniu prac
naukowych wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, Wnioskéw, Bibliografii i
zatacznikéw. Kazdy z rozdziatbw zawiera konieczne elementy i jest odpowiednio
skomponowany.

Wprowadzenie” zostato prawidtowo skonstruowane. Doktorantka w sposob
wiaéciwy przedstawia zagadnienia dotyczace korelacji powstawania nowotworow
Praca zawiera o$wiadczenia o wktadzie doktorantki w przygotowanie prac naukowych
wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej, w ktdrych poswiadcza swoj znaczacy udziat w
przygotowaniu publikacji obejmujgcych problematyke zawartg w dysertacji.

Dodatkowo, nienumerowane strony, zawierajgce o$wiadczenia doktorantki o
wkiadzie w prace naukowe wchodzace w skiad rozprawy doktorskiej oraz strony z
dotaczonymi oéwiadczeniami autora korespondencyjnego o wktadzie doktorantki w prace
naukowe zostaty takze dotgczone do dysertaciji.

Celem przedstawionej do recenzji pracy, zawierajgcej cykl prac naukowych, byto
okreslenie udziatu macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM) w procesie nowotworzenia, a w
szczegolnosci: badanie wptywu niekodujacych RNA na poziom kluczowych dla ECM biatek:
tenascyny-C i syndekanu-2 oraz zwigzana z tym podejsciem analiza zmian zachodzacych
w komorkach nowotworowych glejaka i raka piersi, ze szczegélnym uwzglednieniem
proceséw migracji, adhezji i tworzenia przerzutéw; a takze poszukiwanie i badanie
mozliwosci wykorzystania nowych technik nanotechnologicznych dajgcych mozliwos¢
. dostarczania regulatorowych RNA do komérek z proba podejscia w kierunku weryfikacji
mozliwosci wykorzystania sktadnikéw ECM w potencjalnej terapii nowotworow. Nalezy
podkreslié, ze gtéwne cele stawiane przez doktorantkg zostaly juz opublikowane przez
uznane, renomowane czasopisma, ktore juz uwzglednity warto$¢ merytoryczng |
wykonawczg badan przeprowadzonych przez doktorantke. W sktad opublikowanych prac
zaliczamy ,
i3 Grabowska M, Kuczynski K, Piwecka M, Rabiasz A, Zemia J, Giodowicz P,
Wawrzyniak D, Lekka M, Rolle K. miR-218 affects the ECM composition and cel
biomechanical properties of glioblastoma cells. Journal of Cellular and Molecular Medicine.
00:1-18. W opublikowanej pracy doktorantka przyjeta okreslenie wptywu hsa-miR-218-5p
na sktad macierzy zewnatrzkomoérkowej i wiasciwosci biomechaniczne komorek glejaka.
Ocenita poziom ekspresji miR-218, tenascyny-C i syndekanu-2 w tkankach pochodzacych
od pacjentébw z guzami mozgu. Przeprowadzita takze analize wiasciwosci



biomechanicznych komorek, takich jak adhezja, sztywnosé i migracja w wyniku regulacji
poziomu ekspresji biatek ECM poprzez miR-218.

2. Grabowska M, Misiorek JO, Zarebska Z, Rolle K. Applications of noncoding RNAs
in brain cancer patients. Clinical applications of noncoding RNAs in cancer. Elsevier. 2022.
2:17-64. Opublikowana praca omawia zastosowanie nanoczgstek magnetycznych w
potencjalnym podejéciu terapeutycznym glejaka opartym na interferencji RNA skierowanej
przeciw tenascynie-C. Celem prac bylo wyselekcjonowanie nanoczgstek majacych
potencjat do spetnienia roli nosnika dwuniciowego RNA. Stosowane narzedzie interferencji
RNA, zawierajace w sobie ni¢ komplementarng do mRNA TNGC, tzw. ATN-RNA, zostato
wykorzystane do wyciszenia ekspresji biatka kluczowego dla budowy i funkcjonowania
ECM. Dodatkowo zostaty uzupetnione badania dotyczace zmian w proliferacji i migracji
komorek nowotworowych. Doktorantka realizowata badania w ramach grantu Narodowego
Centrum Nauki Opus 11 ,Nowe, wielozadaniowe nanoczastki w skojarzonej geno- i
fototerapii” (2016/21/B/ST8/00477)

3. Grabowska M, Grzeskowiak BF, Rolle K, Mrowczyniski R. Magnetic Nanoparticles
as a Carrier of dsRNA for Gene Therapy. Methods in Molecular Biology. Springer. 2021.
2211:69-81. Tym razem badania dotyczyty wykorzystanie technologii RNAI oraz czgsteczke
ATN-RNA do hamowania procesu formowania sig raka piersi, co pozwolifo na analize
mozliwosci zastosowania technologii w przypadku drugiego nowotworu, innego niz glejak.
Zastosowane podejécie terapeutyczne okazato sig uniwersalne dla réznych nowotwordw,
co moze sugerowaé elastycznos¢” proponowanych technik. Zastosowanie ATN-RNA
zostato scharakteryzowane pod katem jego wptywu na procesy: proliferaciji, migracji, cyklu
komorkowego, tworzenia ,miniguzéw”  oraz przebiegu przejscia  nabtonkowo-
mezenchymalnego.

4. Wawrzyniak D, Grabowska M, Gtodowicz 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. Doktorantka w opublikowanej pracy przeprowadzita takze doktadng
analize bibliograficzng, gdzie w przygotowanej pracy przegladowej opisata niekodujgce
RNA stanowigce klase czasteczek o kluczowym znaczeniu dla rozwoju i progresji
nowotwordw.

5. Grabowska M, Grzeskowiak BF, Szutkowski K, Wawrzyniak D, Gtodowicz P,
Barciszewski J, Jurga S, Rolle K, Mréwczynski R. Nano-mediated delivery of
doublestranded RNA for gene therapy of glioblastoma multiforme. PLoS One. 2019.
14(3):e0213852. W ostatniej dotgczonej do dysertacji pracy, doktorantka wraz z
wspotautorami opracowata protokot umozliwiajgcy powtarzaine przeprowadzenie czesci z
opublikowanych wczesnie] eksperymentéw dotyczacych zastosowania nanoczgstek
MNP@PEI jako nosnikow RNA, mogacych stanowi¢ ulepszenie potencjalnej terapii glejaka.

W dotaczonych 5 publikacjach, w ktorych doktorantka jest wspétautorem aw 4 z nich
jest pierwszym autorem, zostaty szczegbdtowo opisane Materiaty i Metody stosowane w
przeprowadzonych badaniach. Prace byly prowadzone na liniach komorkowych, ale takze
na tkankach pochodzgcych z materiatu pooperacyjnego, a do realizacji tego ;agadnienia
zostaly wydane konieczne pozwolenia ze strony Komisji Bioetycznej. Trzy z wymienionych



publikacji zostaty wydane z IF, a wszystkie z wysoka punktacjg MNNiSW, co dodatkowo
dokumentuje znaczenie przeprowadzonych badan.

W przedstawionej dysertacji nie ma rozdziatu Dyskusja, ale nalezy doszukswac sie
tej czesci dysertacji w opublikowanych pracach. Nalezy podkreslié, ze poprowadzona przez
Doktorantke czes¢ dotyczaca wprowadzenia i oméwienia prac naukowych, w oparciu o 223
pozycje literatury, $wiadczy o dojrzatej postawie naukowej, a wybrane pozycje literatury
dobrze komponujg z omawianymi wynikami i odnoszg sie takze do najnowszej literatury.

Doktorantka, mgr Matgorzata Grabowska wykazata sie szeroka wiedzg i dojrzatosciag
w zakresie prowadzenia badan, jak i analizowania uzyskanych wynikow. Przedstawiona
praca posiada nowatorskie podejscie i bardzo praktyczny'charakter. Doktorantka wykazata
sie umiejetnoscig zaplanowania eksperymentéw badawczych i ich przeprowadzenia,
wszystkie wyniki udokumentowata w sposéb prawidiowy i przeprowadzita wilasciwg
interpretacje uzyskanych wynikéw. Praca jest przedstawiona w sposob spéjny z bardzo
dobrym, wyrdzniajgcym sie warsztatem laboratoryjnym.

Nalezy podkresli¢, ze najwazniejsze wnioski wynikajgce z realizacji pracy doktorskiej
to: 1. Wskazanie, ze miR-218 jest bezpo$rednio zaangazowany w regulacje ekspresji biatek
macierzy zewngtrzkomorkowej TNC i SDC2, wplywajac tym samym na proliferacje,
migracje, adhezje oraz wtasciwosci biomechaniczne komérek linii komoérkowej glejaka; 2.
nanoczastki MNP@PEI sa efektywnym i bezpiecznym nosnikiem wigzacym |
wprowadzajagcym dsRNA do wnetrza komoérek glejaka, skutecznie obnizajgc poziom
ekspresji docelowego biatka TNC i wptywajac na obnizenie potencjatu migracyjnego
komorek; 3. dsRNA — ATN-RNA skutecznie obniza poziom ekspresji TNC w komorkach
raka piersi, wptywajac na ekspresje markeréw przejécia nabtonkowo-mezenchymalnego,
obnizajac proliferacje i migracje komérek raka piersi oraz tworzenie Jminiguzéw” w
warunkach in vitro.

Doktorantka, w podsumowaniu przeprowadzonych badar wskazuje, ze TNC jest
istotnym biatkiem macierzy zewnatrzkomérkowej GBM i raka piersi. Obnizenie poziomu jej
ekspresji wptywa na ruchliwos¢ komorek, co ma istotny potencjalny wptyw na inwazyjnos¢
komorek nowotworowych. Dodatkowo efekty zastosowania RNAi oraz wskazanie
efektywnej metody dostarczania czasteczki efektorowej do komorek daja podstawy pod
rozwoj nowych terapii przeciwnowotworowych.

W przedstawionych wnioskach, brakuje mi informacji podsumowania roli SDC2 w
ujeciu analogicznym jak w przypadku TNC. Nasuwa sig¢ takze pytanie, dlaczego
doktorantka wskazujgc do badania te konkretne biatka celem omaoéwienia/wyjasnienia
mechanizméw, oparta sie na dwéch typach nowotwordw podiega;qcych réznym modelom
regulacji w odniesieniu do procesu nowotworzenia.

Wymienione uwagi krytyczne, majg charakter porzadkowy i/lub dyskusyjny i nie majg
Zadnego wplywu na bardzo wysokg wartos¢ pracy co w zadnym stopnlu nie umniejsza
warto$ci merytorycznej dysertacji.

Podsumowuijgc przedstawiong dysertacje, stwierdzam, ze praca mgr Matgorzaty
Grabowskiej pt.: ,Wykorzystanie niekodujacych RNA i nanotechnologii w regulacji ekspresiji
wybranych biatek macierzy zewnatrzkomorkowej glejaka i raka piersi” prezentuje bardzo
dobry poziom naukowy i spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20.07.2018
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 poz. 85 z p6Zn.zm), wnoszg do



Wysokiej Rady Naukowej INSTYTUTU CHEMII BIOORGANICZNEJ PAN w Poznaniu o
dopuszczenie mgr. Matgorzaty Grabowskiej do dalszych etapdéw przewodu na stopien
doktora nauk biologicznych oraz wnioskuje o WYROZNIENIE przedstawionej rozprawy
doktorskie;.
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