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Przedstawiona przez Paniq mgr Malgorzatg Grabowskq do recenzji praca doktorska
zostata wykonana w Zakladzie Neuroonkologii Molekularnej lnstytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu i zawiera wazne aspekty badawcze pod kqtem nie tylko
samego podej6cia badawczego ale takZe terapeutycznego, czy medycznego z
wykorzystaniem wiedzy na temat regulacji ekspresji gen6w, w tym przypadku ekspresji
biatek w glejaku i raku piersi. Nale2y zatem podkreSli6, 2e zachqcalqcym do dyskusji i

recenzji atutem pracy jest omawiana w dysertacji problematyka i spos6b podej6cia do

stawianych zagadniefi badawczych.
Nowotw6r piersi jest najczgsciej diagnozowanym typem nowotwor6w w6r6d kobiet

na calym Swiecie a gl6wnq przyczynq wysokiej SmiertelnoSci pacjent6w sq przerzuty

komorek nowolworovuych. Kluczowym etapem w kaskadzie przerzutowania jest adhezja

kom6rek nowotworowych do kom6rek Sr6dbtonka oraz ich p62niejsza transmigraila przez

Scianq naczynia. UwaZa si?, 2e mechanizm adhezji i transmigracji komorek

nowotworowych jest zbliaony do procesu wynaczynienia sig leukocytow z knruioobiegu.

Czqsteczki adhezji komorkowej takie jak integryny sq transblonowymi bialkami, kt6re

uczestniczq w interakcji komorka-kom6rka czy komorka-macierz zewnqtrzkom6rkowa.

Doktorantka w swojej dysertacji idzie w kierunku okre6lenie udzialu macierzy

zewnqtrzkomorkowej (ECM) w procesie nowotworzenia przedstawiajqc wptyw

niekodujqcych RNA na poziom kluczowych dla ECM bialek:tenascyny-C i syndekanu-2.

Ekspresja tenascyny-C zale2y od fazy rozwoju organizmu i zmienia sig znaczqco w

wielu r62nych stanach patologicznych. W czasie embriogenezy tenascyna C jest obecna

zwlaszcza w rozwijajqcym siQ oSrodkowym ukNadzie nerwowym, w mezenchymie w

miejscach przejScia mezenchymalno-epitelialnego, a takfue w rozwijajqcych siq tkankach

lqcznych. W dojrzatych tkankach ekspresja tenascyny C jest ni2sza, ale tak2e obserwuje

sig jej indukcjq podczas gojenia ran, regeneracji nerw6w czy te2 w stanach patologicznych,

w nowotworzeniu i przerzutowaniu. Zatem doktorantka w swoich badaniach starata siq

wyja6nic rolg tenascyny C w rozwoju nowotworow polegbjqcq na: 1) bezpoSredniej

stymulacji komorek nowotworowych do proliferacji i migracji, 2) pfomocji angiogenezy przez

wptyw na kom6rki endotelialne. Tenascyna C bierze udzial nie tylko w rozwoju guza

pienalotnego, ale tak2e uczestniczy w procesie przerzulowania iw ucieczce spod nadzoru

immunologicznego. Jest przedstawiana jako niekorzystny czynnik rokowniczy, miqdzy

innymi w nowotworach piersi, nerek, pgcherza moczowego, krtani i gardta dolnego oraz

mozgu. Zkoleiw raku szyjki macicy wysoka ekspresja koreluje z dobrq prognozq" Poza tym

ekspresja tenascyny C mo2e zosta6 wykorzystana do szacowania wznowy nowotwor6w



m6zgu. Doktorantka przeanalizowala zmiany zachodzqce w kom6rkach nowotworowych
glejaka i raka piersi, ze szczeg6lnym uwzglqdnieniem proces6w migracji, adhezji i

tworzenia pzerzut6w. Zaproponowala takze zastosowanie nowych narzqdzi
nanotechnologicznych dajqcych mo2llwoSd dostarczania regulatorowych RNA do kom6rek,
ale tak2e wstqpnie przeprowadzila weffikacjq mo2liwo6ci wykorzystania ECM w
potencjalnej terapii nowotwor6w.

Przedstawiona do oceny rozprawa posiada typowy uklad i zawiera wszystkie
wymagane czg6ci, napisana jest poprawnie pod wzglgdem formalno-jqzykowym i

stylistycznym. Praca liczy 72 strony, zawiera 10 podstawowych rozdzialiv,t
charakterystycznych dla pracy doktorskiej, 12 Rysunk6w, 1 Tabelq oraz 223 pozyqe
literatury. Sklada siq z Vl&kazu prac naukowych, Streszczenia w Jezyku polskim oraz

Jqzyku Angielskim, V1/ykazu skr6t6w, Celu pracy, Wprowadzenia, Om6wieniu prac

naukowych wchodzqcych w sklad rozpftwy doktorskie.i, Wniosk6w, Bibliografii i

zatqcznik6w. Kazdy z rozdziallw zawieru konieczne elementy i jest odpowiednio

skomponowany.

,,Wprowadzenie" zostalo prawidlowo skonstruowane. DoKorantka w spos6b

wiaSciwy przedstawia zagadnienia dotyczqce korelacji powstawania nowotwor6w

Praca zawiera oSwiadczenia o wkladzie doktorantki w ptzygotowanie prac naukowych

wchodzqcych w sklad rozprawy doktorskiej, w kt6rych poSwiadcza sw6j znaczqcy udzial w

przygotowaniu publikacji obejmujqcych problematyke zawartqw dysertacji.

Dodatkowo, nienumerowane strony, zawierajqce o6wiadczenia doktorantki o

wktadzie w prace naukowe wchodzqce w sktad rozprawy doktorskiej oraz strony z
doleczonymi o6wiadczeniami autora korespondencyjnego o wkladzie doktorantki w prace

naukowe zostaly tak2e dolqczone do dysertacji.
Celem pzedstawionej do recenzji pracy, zawierajqcej cykl prac naukowych, bylo

okre6lenie udziafu macierzy zewnqtrzkom6rkowej (ECM) w procesie nowotworzenia, a w

szczeg6lnosci: badanie wptywu niekodujqcych RNA na poziom kluczowych dla ECM bialek:

tenascyny-C i syndekanu-2 oraz z'tiqzana z tym podejsciem analiza zmian zachodzqcych

w kom6rkach nowotworowych glejaka i raka piersi, ze szczeg6lnym uwzglednieniem

proces6w migrac.ji, adhezji i tworzenia przerzut6w; a tak2e poszukiwanie i badanie

mo2liwo6ci wykorzystania nowych technik nanotechnologicznych dajqcych mo2liwo56

dostarczania regulatorowych RNA do kom6rek z pr6bq podejScia w kierunku weryfikacji

mo2liwo6ci wykozystania skladnikow ECM w potencjalnej terapii nowotwor6w. Nale2y

podkreSli6, 2e gl6wne cele stawiane przez doktorantkq zostaty juZ opublikowane przez

uznane, renomowane czasopisma, kt6re ju2 uwzglgdnily wartoS6 merytorycznq i

wykonawczq badari przeprowadzonych przez doktorantkq. W sktad opublikowanych prac

zaliczamy
1. Grabowska M, Kuczyriski K, Piwecka M, Rabiasz A, Zemla J' Glodowicz 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 przyiala okreslenie wplywu hsa-miR-218-5p

na sklad macierzy zewnqtzkom6rftowej i wla$ciwo$ci biomechaniczne kom6r.ek glejaka.

ocenila poziom ekspresji miR-218, tenascyny-C i syndekanu-2 w tkankach pochodzqcych

od pacjent6w z guzami m6zgu. Przeprowadzila takze analize wla6ciwo6ci



biomechanicznych kom6rek, takich iak adhezja, sztywnosc i migracja w wyniku regulacji

poziomu ekspresji bialek ECM poprzez miR-218.

2. Grabowska M, Misiorek Jo, Zarqbska 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 nanoczqstek magnetycznych w

potencjalnym podejsciu terapeutycznym glejaka opartym na interferencji RNA skierowanei

przeciw tenascynie-c. celem prac bylo wyselekc.ionowanie nanoczqstek majqcych

potencjal do spelnienia roli noSnika dwuniciowego RNA. Stosowane nazqdzie interferencji

RNA, zawierajqce w sobie ni6 komplementarnq do mRNA TNC, tzw ATN-RNA' zostalo

wykorzystane do wyciszenia ekspresji bialka kluczowego dla budowy i funkcjonowania

ECM. Dodatkowo zostaly uzupelnione badania dotyczace zmian w proliferacji imigracji

kom6rek nowotworowych. Doktorantka realizowala badania w ramach grantu Narodowego

centrum Nauki opus 11 ,,Nowe, wielozadaniowe nanoczqstki w skojarzonej geno- i

fototerapii" (2016121 IBIST 81 00477 )

3.GrabowskaM'GrzeskowiakBF,RolleK,Mr6wczyiskiR.MagneticNanoparticles
as a carrier of dsRNA for Gene Therapy. Methods in Molecular Biology. springer. 202 1.

2211:69-81 . Tym razem badania dotyczyly wykorzystanie technologii RNA| oraz czqsteczkq

ATN-RNA do hamowania procesu formowania siq raka piersi, co pozwolilo na analizq

mo2liwoSci zastosowania technologii w przypadku drugiego nowotworu, innego ni2 gleiak.

Zastosowane podejScie terapeutyczne okazalo sig uniwersalne dla r62nych nowotwor6w,

co mo2e sugerowa6 ,,elastyczno5c" proponowanych technik Zastosowanie ATN-RNA

zostalo scharakteryzowane iod katem jego wptywu na procesy: proliferacji' migracji' cyklu

kom6rkowego, tworzenia ,,miniguzow" otaz pzebiegu przejScia nablonkowo-

mezenchymalnego.
4. Wawrzyniak D, Grabowska M, Glodowicz P, Kuczyriski K' Kuczyriska B' Fedoruk-

wyszomirska R, Rotte K. Down-regulation of tenascin-c inhibits breast cancer cells

development by cell growth, migraiion, and adhesion impairment PLoS One 2020'

15(8):e023TSSg.Doktorantkawopublikowanejpracyprzeprowadzilatak2edokladnq
anal2q bibliogr aficznq, gdzie w przygotowanei pracy przeglqdowej opisaia niekoduiqce

RNA stanowiqce klase czqsteczek o kluczowym znaczeniu dla rozwoju i progresji

nowotwor6w.
5. Grabowska M, Gzeskowiak BF, Szutkowski K' Wawrzyniak D' Glodowicz P,

Barciszewski J, Jurga S, Rolle K, Mrowczyhski R' Nano-mediated delivery of

doublestranded RNA for gene therapy of glioblastoma multiforme PLos one 2019'

14(3):e0213852. W ostatniej dolqczonej do dysertacji pracy' doktorantka wraz z

Wspolautoramiopracowatap,otoraumo2liwialqcypowtarzalneprzeprowadzenieczg6ciz
opublikowanych wczeSniej eksperyment6w dotyczqcych zastQsowania nanoczqstek

urup@prtjakono3nik6wRNA,mogqcychstanowiiulepszeniepotencjalnejterapiiglejaka.
W dolqczonych 5 publikacjach, w kt6rych doktorantka jest wsp6lautorem a w 4 z nich

jest pieruszym autorem, zostaly szczegolowo opisane Materiaty iMetody stosowane w

prrepro*adionych badaniach. Prace byly prowadzone na liniach kom6rkowych' ale takze

natkankachpochodzqcychzmaterialupooperacyjnego,adorcalizaclitegozagadnienia
zostaty wydane konieczne pozwolenia ze strony Komisji BioetycznQ' f r4 z wymienionych



publikacji zostaly wydane z lF, a wszystkie z wysokq punktacjq MNNisw co dodatkowo
dokumentuje znaczenie przeprowadzonych badari.

w przedstawionej dysertacji nie ma rozdzialu Dyskusja, ale nalezy doszukiwa6 siq
tej czgsci dysertacji w opublikowanych pracach. Nale2y podkreslid, 2e poprowa dzona przez
Doktorantkq czg56 dotyczqca wprowadzenia i om6wienia prac naukowych, w oparciu o 223
pozycje literatury, Swiadczy o dojzatej postawie naukowej, a wybrane pozycje literatury
dobze komponujq z omawianymi wynikami i odnoszq siq tak2e do najnowszej literatury.

Doktorantka, mgr Malgorzata Grabowska wykazala siq szeroka wiedzq i dojzaloirciq
w zakresie prowadzenia badai, jak i analizowania uzyskanych wynik6w. Przedstawiona
praca posiada nowatorskie podejScie i bardzo praktyczny charakter. Doktorantka wykazala
siQ umiejetno6ciq zaplanowania eksperyment6w badawczych i ich przeprowadzenia,
wszystkie wynikl udokumentowala w spos6b prawidlowy i pzeprowadziia wlaSciwq

interpretacje uzyskanych wynik6w. Praca jest przedstawiona w spos6b sp6jny z bardzo
dobrym, wyro2niajqcym sie warsztatem laboratoryjnym.

Nale2y podkre6li6, 2e najwa2niejsze wnioski wynikajqce z realizagi pracy doktorskiej
to: 1. Wskazanie, 2e miR-218 jest bezpoSrednio zaangazowany w regulacjq ekspresji bialek

macierzy zewnqtzkom6rkowej TNC i SDC2, wptywajqc tym samym na proliferacje,

migracjg, adhezjq oraz wta6ciwoSci biomechaniczne kom6rek linii kom6rkowej glqaka; 2.

nanoczqstki MNP@PEI sq efektywnym i bezpiecznym no5nikiem wiq2ecym i

wprowadzajqcym dsRNA do wnetrza kom6rek glejaka, skutecznie obni2ajqc poziom

ekspresji docelowego biatka TNC i wy'ywajqc na obni2enie potencjalu migracyjnego

kom6rek; 3. dsRNA - ATN-RNA skutecznie obniza poziom ekspresji TNC w kom6rkach

raka piersi, wplywajqc na ekspresjg marker6w pzej6cia nablonkowo-mezenchymalnego'

obni2ajqc proliferacjg i migracjq kom6rek raka piersi oraz tworzenie ,,miniguz6w" w

warunkach in vitro.
Doktorantka, w podsumowaniu przeprowadzonych badari wskazuje, 2e TNC jest

istotnym bialkiem maciezy zewnqtrzkom6rkowej GBM i raka piersi. Obni2enie poziomu jej

ekspresji wptywa na ruchliwosc kom6rek, co ma istotny potencjalny wplyw na inwazyjnoid

komorek nowotworowych. Dodatkowo efekty zastosowania RNA| oraz wskazanie

efektywnej metody dostarczania czqsteczki efektorowej do kom6rek daja podstawy pod

rozw6j nowych terapii pzeciwnowotworowych.
W pzedstawionych wnioskach, brakuje mi informacji podsumowania roli SDC2 w

ujqciu analogicznym jak w przypadku TNC. Nasuwa siq tak2e pytanie, dlaczego

doktorantka wskazujqc do badania te konkretne bialka celem om6wienia/wyjaSnienia

mechanizm6w, oparla siq na dw6ch typach nowotwor6w podlegajqcych r62nym modelom

regulacji w odniesieniu do procesu nowotworzenia.
Wymienione uwagi krytyczne, majq charakter pozedkowy i/lub dyskusyjny i nie majq

2adnego wptywu na bardzo wysokq wartosc pracy co w zadnym stopniu nie umniejsza

warto6ci merytorycznej dysertacji.
Podsumowujqc przedstawionq dysertacjq, stwierdzam, 2e p.aca mgr Malgorzaty

Grabowskiej pt.: ,,wykorzystanie niekodujqcych RNA i nanotechnologii w regulacji ekspresji

wybranych bialek macierzy zewnEtrzkom6rkowej glejaka i raka piersi" prezentuje bardzo

dobry poziom naukowy ispelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20.07.2018

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 poz. 85 z po2n'zm), wnoszq do



Wysokiej Rady Naukowej INSTYTUTU CHEMII BIOORGANICZNEJ PAN w Poznaniu o
dopuszczenie mgr. Malgorzaty Grabowskiej do dalszych etap6w przewodu na stopiefi
doktora nauk biologicznych oraz wnioskujg o \M/ROZNIENIE pzedstawionej rozprawy
doktorskiej.
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