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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Simiczyjew
pt. ,,Zroznicowanie funkcjonalne izoform aktyny f iy

w procesie migracji komoérek nowotworowych”

Recenzowana praca dotyczy bardzo waznego procesu, jakim jest migracja
komorek nowotworowych oraz udzialu w nim dwodch cytoplazmatycznych izoform
aktyny - B 1 y. Pozostaje ona w nurcie badan nad cytoszkieletem aktynowym, ktory
odgrywa kluczowg role nie tylko w migracji komorek, ale takze w wielu innych zaréwno
fizjologicznych, jak 1 patologicznych procesach komorkowych. Z dotychczasowych
badan wynika, ze w trakcie przerzutowania komorki nowotworowe wykorzystujg jeden z
dwoch typow  migracji — mezenchymalny lub  ameboidalny. A zatem zamyst
zaprojektowania badan w oparciu o dwa rdznigce si¢ typem ruchu ‘modele komérek
nowotworowych wydaja si¢ zasadne 1 pozwolity Doktorantce zrealizowaé zatozone przez

Nig cele pracy.

Nalezy nadmieni¢, ze za celowoscig przeprowadzenia niniejszych badan
przemawia roéwniez fakt, ze wewnatrzkomérkowa lokalizacja izoform aktyny - P iy oraz
pelnione przez nie funkcje pozostaja w dalszym ciagu nie w pelni wyjasnione. Temat
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Simiczyjew pt. ,.Zrdéznicowanie funkcjonalne
izoform aktyny P i y w procesie migracji komorek nowotworowych” uwazam za

interesujacy 1 posiadajacy znaczenie poznawcze. Doktorantka podjeta si¢ zbadania czy w
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procesie migracji komoérek nowotworowych istnieje funkcjonalne zréznicowanie
cytoplazmatycznych, niemigsniowych izoform aktyny — B 1 vy oraz jaki jest ich udziat
w mezenchymalnym i ameboidalnym typie ruchu. Dokonata réwniez szczegoélowej

analizy roli badanych izoform aktyny w powstawaniu i aktywnosci inwadopodiow.

Rozprawa doktorska przygotowana jest bardzo starannie, napisana jest w sposob
przejrzysty, zwigzly i zrozumiaty. Obejmuje 172 strony maszynopisu i podzielona jest na
rozdzialy i podrozdzialy w sposob wymagany dla rozpraw doktorskich. Na poczatku
rozprawy oprocz zwiezlego i rzeczowego streszczenia (w jezyku angielskim i polskim)
znajduje sie wykaz skrotow uzytych w pracy, co znacznie ulatwia zapoznanie si¢ z
tekstem. Podzial rozprawy doktorskiej na poszczegdlne rozdziaty i podrozdzialy, a takze

ich wzajemne proporcje sg wlasciwe.

Wstep oparty jest o dobrze dobrane pismiennictwo, uwzgledniajace najnowsza
wiedze w zakresie tematyki badawczej. Rozdzial ten jest zrozumiaty i daje dobre
podstawy do lektury dalszych czesci rozprawy, wskazuje takze na duza wiedze

Doktorantki w zakresie tematyki badawczej.

Jasno i precyzyjnie sformulowany przez Doktorantke cel pracy zostal w catosci

zrealizowany, w czym pomogtly Jej wlasciwie dobrane techniki badawcze.

W rozdziale "Materialy 1 Metody" Doktorantka bardzo dokladnie opisata
wszystkie metody jakie stosowala w swoich doswiadczeniach na poszczegdlnych etapach
badan m.in. oznaczanie ilosci DNA 1 RNA, przejsciowa transfekcje komoérek plazmidami
kodujacymi cytoplazmatyczne izoformy aktyny, stabilng transfekcje komorek
plazmidami pAcGFP-C1-B aktyna i pAcGFP-C1-y aktyna, analize qRT-PCR — PCR w
czasie rzeczywistym, przygotowanie ekstraktow komorkowych, - izolacje frakcji
cytoplazmatycznej, oznaczanie stezenia biatka metoda Bradford, elektroforez¢ biatkowa
w warunkach denaturujgcych, immunoblotting, test cytotoksycznosci XTT oraz
oznaczenie stopnia spolimeryzowania aktyny. Opisata Ona takze techniki mikroskopowe
zastosowane w badaniach, jak rowniez metody stuzace do badania inwadopodidw, test
adhezji komorek, oznaczanie wspolczynnika migracji i inwazji oraz metodyke do
okreslenia predkosci migracji i inwazji komorek. Materiat badawczy stanowily dwie linie
komorkowe: linia ludzkiego raka piersi MDA-MB-231 jako model komorek
poruszajacych si¢ mezenchymalnie oraz komdrki nowotworu jelita grubego LS174T,

migrujagce ameboidalnie. Rozdzial ten zostal napisany jasno i wyczerpujgco, a
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przedstawiony w nim warsztat badawczy jest na wysokim poziomie i pokazuje jaki

ogrom pracy Doktorantka wykonata, aby zrealizowac¢ cele jakie sobie postawita w pracy.

Rozdzial "Wyniki" jest obszerny, liczy 70 stron maszynopisu, napisany jest jasno i
konkretnie. Na uwage zastuguje fakt, ze podzielony zostal na trzy podrozdziaty, w
ktorych Doktorantka logicznie 1 wyczerpujaco opisuje wyniki otrzymane na
poszczegdlnych  etapach  do$wiadczenia, co pozwala czytajacemu doktadnie
przeanalizowac efekty catego doswiadczenia. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze w kazdym
podrozdziale oméwione wyniki ilustrowane sa jednoczesnie przemyslanymi rycinami w
formie wykresow oraz zdje¢ mikroskopowych, co wplywa na przejrzystosé
przedstawionych wynikéw 1 znacznie ulatwia zapoznanie si¢ z nimi. Pierwszy
podrozdzial opiera si¢ na charakterystyce komorek wykorzystujacych odmienne typy
ruchu, ktére zostaly zastosowane w niniejszej pracy. W badaniach stwierdzono, iz
poziom izoform aktyny B i y w obu typach komorek jest zblizony i obydwie izoformy
wystepuja gldwnie w obszarze podbtonowym, w obrebie wypustek zwigzanych z ruchem
komorek — lamellipodiéw 1 inwadopodiow w komodrkach migrujacych mezenchymalnie
oraz pecherzykéw migracyjnych w komorkach migrujacych ameboidalnie. W drugim
podrozdziale obejmujacym wyniki wykazano, ze w przypadku badanych linii
komorkowych podwyzszenie ekspresji genow obu cytoplazmatycznych izoform aktyny
spowodowalo wzrost zdolnosci migracyjnych 1 inwazyjnych tych komorek.
Doprowadzito réwniez do podwyzszenia stopnia spolimeryzowania aktyny, mierzonego
stosunkiem ilosci aktyny filamentarnej do monomerycznej. Egzogenne aktyny, obecne
w komorkach wskutek transfekcji, wystgpowaly gléwnie w formie spolimeryzowanej
1 zlokalizowane byly w obszarze podblonowym. Ich obecno$¢ powodowala rowniez
wzrost zdolnosci obu typéw komorek do tworzenia wypustek migracyjnych. W trzecim
podrozdziale Doktorantka opisata wyniki dotyczace udziatu i y aktyny W tworzeniu
iwadopodiow. Wskazuja one, ze obie badane cytoplazmatyczne izoformy aktyny biora
udzial w formowaniu aktywnych proteolitycznie inwadopodiow, tworzonych zaréwno
w Srodowisku 2D jak i 3D. Wyniki uzyskane poprzez badanie aktyn endogennych
potwierdzono eksperymentami prowadzonymi na komorkach ekspresjonujacych
egzogenne izoformy aktyny i wykazano, iz zwigkszone zdolnosci inwazyjne komorek
nowotworowych odznaczajacych si¢ podwyzszong ekspresja gendéw [ i y aktyny

moga wigza¢ si¢ z tworzeniem przez nie duzej liczby aktywnych inwadopodiow.



Otrzymane wyniki zostaty oméwione i poddane doglebnej analizie w rozdziale
"Dyskusja", ktéry napisany jest rzeczowo i merytorycznie. Wysoki poziom tej czesci
rozprawy doktorskiej $wiadczy o duzej wiedzy Doktorantki 1 bardzo dobrym
przygotowaniu do pracy naukowej. W rozdziale tym mgr Aleksandra Simiczyjew
odniosta si¢ do dostepnych w pismiennictwie publikacji innych autorow, wykazujac duza
kompetencje, zrozumienie przeprowadzonych badan jak i krytyczna analize wiasnych
badan w stosunku do innych badaczy. Jest to rozdzial dos¢ obszerny, Doktorantka piszac
go udowodnita, ze potrafi ustosunkowac si¢ do wynikéw badan wiasnych w kontekscie

dobrze dobranego pi$miennictwa.

Rozprawe doktorska konczy rozdzial Wnioski, ktéry obejmuje jasno, logicznie
sformutowane wnioski o duzej wartosci poznawczej otrzymane na podstawie uzyskanych

wynikow.

Pismiennictwo obejmuje 200 pozycji, pochodzacych z prestizowych czasopism,

dobrze dobranych i wykorzystanych w rozprawie.

Z rozprawy doktorskiej wynika, ze Doktorantka potrafi samodzielnie
sformulowaé¢ 1 rozwigza¢ problem naukowy, dobrze dobra¢ i opanowac techniki
badawcze, a takze umiejetnie przeprowadzi¢ dyskusje swoich wynikéw z wynikami
innych grup badawczych. A zatem, udowodnitla ona, ze posiada zdolnosci do

prowadzenia samodzielnych badan naukowych.

Podsumowujac, moge stwierdzi¢, ze przedstawiona do oceny praca mgr
Aleksandry Simiczyjew pt. ,,Zréznicowanie funkcjonalne izoform aktyny f i v w
procesie migracji komérek nowotworowych” w pelni odpowiada warunkom Ustawy z
dnia 18.03.2011 r. o stopniach naukowych i tytulach naukowych, a dorobek naukowy
Kandydatki uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w
dyscyplinie biochemia. Dlatego zwracam si¢ do Rady Naukowej Wydzialu
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry

Simiczyjew do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Whnioskuje réwniez o wyroznienie rozprawy doktorskiej, ze wzgledu na jej
wysoki poziom oraz oryginalno$¢ uzyskanych wynikow. Nadmieniam, ze cze$é
wynikow recenzowanej pracy doktorskiej zostata juz opublikowana w czasopismie

Histochem Cell Biol. o IF wynoszacym 3,193.
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