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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Simiczyjew pt. ,,Zréznicowanie funkcjonalne

izoform aktyny B i y w procesie migracji komérek nowotworowych”

Jedna z najbardziej niebezpiecznych cech komérek nowotworowych jest bez watpienia
zdolno$¢ do tworzenia przerzutow. Ten wieloetapowy i ztozony proces wymaga od bioragcych w nim
udziat komorek nabycia szeregu wlasciwosci. Jedna z najwazniejszych cech komorek
nowotworowych, ktéra pozwala im na tworzenie przerzutow jest zdolnos¢ do aktywnej migracji.
Zdolno$¢ do kontrolowanego przemieszczania si¢ komorek jest whasciwoscia bez ktorej trudno
bytoby sobie wyobrazi¢ prawidlowy przebieg tak fundamentalnych dla funkcjonowania organizmow
wielokomorkowych proceséw jak rozwoj embrionalny, odpowiedz uktadu immunologicznego czy
procesy gojenia si¢ zranien i ubytkéw tkankowych. Migracja prawidtowych komorek budujacych
organizmy wielokomérkowe jest jednak bardzo $cisle kontrolowana i dotyczy tylko okreslonych
typow komorek, ktérych los w organizmie jest jednoznacznie zdefiniowany. Z kolei nabycie
zdolnosci do niekontrolowanej migracji przez komérki nowotworowe jest jedng z podstawowych
wiasciwosci umozliwiajacych nowotworom ztosliwym naciekanie sasiednich tkanek oraz tworzenie
odlegtych przerzutow. Aktywno$¢ ta jest niezbedna w wigkszosci wyrdznionych etapow tego
procesu zaczynajac od lokalnej inwazji i przeniknigcia przez btony podstawne, poprzez migracje w
trojwymiarowej przestrzeni macierzy zewnatrzkomorkowej, pokonanie bariery stawianej przez
$ciany naczyn krwionosnych lub limfatycznych w procesach przenikania do ich wnetrza, a nastepnie
ich opuszczania, az do migracji w obrebie kolonizowanego organu, w ktérym rozwing si¢ guzy
wtérne. Nic zatem dziwnego, ze poznanie mechanizmoéw lezacych u podstaw zjawisk migracyjnych
komoérek wzbudza wielkie zainteresowanie licznych grup badawczych na catym $wiecie. Badania te,
oprécz aspektu naukowego, sa tez bardzo wazne z przyczyn czysto praktycznych, poniewaz
poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje tych procesdéw jest niewatpliwie warunkiem
koniecznym do opracowania skutecznych terapii umozliwiajacych zahamowanie procesu tworzenia
przerzutéw. W ostatnich latach nasza wiedza o tych mechanizmach ulegta znaczacemu rozwojowi,
jednakze w dalszym ciaggu dalecy jestesmy od petnego zrozumienia ztozonych mechanizméw

regulacji ruchu komorki. Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr Aleksandry
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Simiczyjew dotyczy jednego z bardzo ciekawych aspektow regulacji migracji komorek
nowotworowych jakim jest znaczenie proporcji 3 i y aktyny w komoree dla jej aktywnosci ruchowej.
W szezegdlnosci Doktorantka postawita sobie za cel zweryfikowanie hipotezy, czy przyjeta strategia
migracyjna komérek nowotworowych (ruch mezenchymalny vs ameboidalny) ma jakis zwigzek z
podwyzszong ekspresja jednej ze wspomnianych wyzej izoform aktyny. Dodatkowym celem byto
okreslenie roli cytoplazmatycznych izoform aktyny w tworzeniu inwadopodiow, struktur bardzo
istotnych dla wydajnosci procesu tworzenia przerzutéw przez komorki poruszajace si¢
mezenchymalnie. Podjecie tej tematyki jest jak najbardziej uzasadnione nie tylko ze wzgledow
czysto poznawczych ale rowniez ze wzgledu na koniecznos¢ opracowywania strategii

ograniczajacych tworzenie przerzutow przez komorki nowotworowe.

Przedstawiona do oceny praca doktorska zostata wykonana w Zaktadzie Patologii Komorki
Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem Pani dr hab. Doroty Nowak.
Praca zostata zatem przygotowana w Zespole ktory od wielu lat zajmuje si¢ tematyka znaczenia
zmian stopnia polimeryzacji i ekspresji roznych izoform aktyny oraz bialek oddziatywujacych z

aktyna w procesie wzrostu nowotworu i procesach tworzenia przerzutow.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 172 strony, jest wiec opracowaniem dos$¢
obszernym. W tekscie zamieszczono 82 ryciny, 6 tabel i cytowano 200 pozycji literaturowych.
Rozprawa doktorska Pani Aleksandry Simiczyjew ma ukfad typowy dla tego typu opracowan. W 35
stronicowym bogato ilustrowanym , Wstepie” Autorka przedstawita obszerny zestaw informacji
ufatwiajacy czytelnikowi zrozumienie catosci pracy. W tym rozdziale doktorantka dokonuje
omoéwienia roli aktywnej migracji komdrek nowotworowych w procesach tworzenia przerzutéw,
znaczenia srodowiska pozakomaérkowego dla przebiegu tych proceséw oraz przedstawia obszerng
charakterystyke réoznych strategii migracyjnych komadrek. Drugg czes¢ Wstepu Doktorantka
poswieca omoéwieniu budowy aktyny, ze szczegdlnym uwzglednieniem niemiesniowych aktyn
cytoplazmatycznych oraz dokonuje przegladu wtasciwosci i proponowanych funkcji réznych izoform
aktyny cytoplazmatycznej. Wstep konczy podrozdziat poswiecony biatkom wigzgcym aktyne.

Wstep do rozprawy w sposéb logiczny prowadzi do jasnego sformutowania celu pracy. Caty rozdziat
napisany zostat przejrzyscie i omdéwione zostaty w nim najwazniejsze zagadnienia zwigzane z
tematem pracy. Z drobnych niescistosci nalezy zwrdéci¢ uwage, ze mate biatka G z rodzin Rho to jak
pisze wielokrotnie sama Autorka GTP-azy a nie kinazy (str 7, 20 i 23). Pewnym uproszczeniem jest
rowniez stwierdzenie, ze profilina to biatko zapobiegajace polimeryzacji aktyny. Profilina wigze co
prawda monomery aktyny, jednak wigzanie to odbywa sie od strony (+) monomeru. Poniewaz

koniec (-) pozostaje wolny to taki monomer moze przytgczac sie do korica plus rosngcego filamentu.
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Dodatkowo, profilina stymuluje wymiane ADP na ATP przez co rowniez moze wptywac¢ stymulujgco

na polimeryzacje aktyny.

W rozdziale ,,Materiaty i metody” Autorka zawiera wyczerpujgce informacje dotyczgce
stosowanych metod eksperymentalnych oraz wykorzystanego materiatu biologicznego. W swoich
badaniach doktorantka wykorzystata szereg metod zaréwno biochemicznych jak i biologicznych,
ktére umozliwiaty probe rozwigzania problemu bedacego przedmiotem rozprawy doktorskiej. Opis
stosowanych metod jest bardzo jasny i doktadny, stwarzajacy mozliwo$¢ powtdrzenia opisywanych

doswiadczen.

W rozdziale ,,Wyniki” Autorka przedstawita gtéwne osiggniecia swoich badan. Przyjety
model badawczy opierat sie na wykorzystaniu dwdch linii komoérkowych charakteryzujgcych sie
odmienng strategig migracyjng - komdrek nowotworu piersi MDA-MB-231 poruszajacych sie
mezenchymalnie oraz komodrek gruczolakoraka jelita grubego LS174T, poruszajacych sie
ameboidalnie. Pierwsze doswiadczenia wykazaty jednak, ze w obu typach komdrek poziom B iy
aktyny jest na takim samym poziomie. Pewne rdznice wystepowaty jednak na poziomie ekspresji
biatek odziatywujgcych z aktyng takich jak winkulina, zelsolina i kofilina. Poziom tych biatek byt
znaczgco wyzszy w komadrkach migrujacych mezenchymalnie. Badania architektury szkieletu
aktynowego potwierdzity, ze obie izoformy wystepuja w podobnych ilo$ciach w obu typach
komodrek oraz ze lokalizujg sie gtownie w obszarze podbtonowym i wypustkach migracyjnych. Nie
do konca sg jednak jasne kryteria na podstawie, ktorych Doktorantka klasyfikuje wypustki na rys 31
jako wypustki typu blebs. Nie wydaje mi sie, zeby na podstawie takiego obrazu mozna to byto
jednoznacznie stwierdzi¢. Badania stopnia spolimeryzowania aktyny w obu typach komadrek nie
wykazaty réznic istotnych statystycznie. Obie linie komérkowe odpowiadaty rowniez podobnie na

stymulacje EGF-em.

Interesujgce wyniki przyniosto poréwnanie zdolnosci migracyjnych obu linii komdrkowych.
Troche zaskakujgcym wynikiem jest znacznie mniejsza aktywnos$¢ migracyjna komorek
ameboidalnych, gdyz zwykle przypisuje sie im szybsza migracje niz komdrka mezenchymalnym. W
tym doswiadczeniu nie jest jednak jasne w jakich warunkach przeprowadzono eksperyment na
podstawie ktérego sporzadzono trajektorie ruchu. Czy chodzi tutaj o doswiadczenie opisane w
rozdziale IV.19. w czesci Materiaty i Metody? Jesli tak i sg to trajektorie otrzymane w wyniku analizy
filmu 48 godzinnego to trudno oprzec sie wrazeniu, ze komdrki ameboidalne praktycznie
pozostawaty nieruchome (dla wiekszosci trajektorii komaorki nie przemieszczajg sie na odlegtos¢
wieksza niz 20 um, czyli dwie $rednice komarki). Nie wydaje mi sie rowniez zeby najszczesliwszym
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rozwigzaniem byto okre$lanie przedstawionych na rys 36 wynikéw mianem predkosci migracji.
Uzytq tutaj jednostka sg umz/min i jest to raczej predko$¢ zarastania/zamykania rany, ktora zalezy
nie tylko aktywnoéci migracyjnej ale w tak dtugim eksperymencie réwniez od aktywnosci
proliferacyjnej komdrek. Jednak zdaje sobie sprawe, ze taki termin moze by¢ w stosowanym

uzywany w programie analizujgcym ruch.

Poniewaz przeprowadzone poréwnanie komdrek nie pozwolito na wykazanie réznic w
ekspresji réznych izoform aktyny w komdrkach migrujacych w odmienny sposob, Autorka w
kolejnych do$wiadczeniach postanowita zbada¢ wptyw nadekspresji badanach izoform aktyny na
aktywno$¢ ruchowg komdrek. Otrzymane wyniki pozwolity na stwierdzenie, ze podwyzszona
ekspresja obu izoform aktyny skutkuje wzrostem aktywnosci migracyjnej i inwazyjnej obu typow
komdrek. Podniesienie poziomu aktyny skutkuje rowniez w obu liniach komérkowych zmianami
wiasciwosci adhezyjnych. W tej czesci pracy Doktorantka sprawdzata réwniez wptyw nadekspresji
B iy aktyny na stopien spolimeryzowania aktyny. Poniewaz na prezentowanych na rys 46
wykresach widac istotny statystycznie spadek ilosci zaréwno F jak i G aktyny w komérkach LS174T z
podniesionym poziomem [3 i y aktyny chciatbym prosi¢ o wyjasnienie jak nalezy interpretowac te
wyniki w $wietle rezultatéw umieszczonych na rys 41i 42, z ktérych wynika, ze poziom catkowitej

aktyny endogennej pozostaje na poziomie niezmiennym a egzogennej wzrasta po transfekcji?

W ostatniej czesci pracy Autorka zajeta sie okresleniem roli 3 i y aktyny w tworzeniu
inwadopodiow. W tej czesci pracy Doktorantka bardzo elegancko wykazata, ze obie badane
izoformy aktyny sg zaangazowane w tworzenie aktywnych proteolitycznie inwadopodidow. Wyniki
te zostaty otrzymane zarowno w uktadach 2D jaki 3D. Chciatbym tutaj prosi¢ Doktorantke o
wyjasnienie dlaczego jej zdaniem stosowany w jej pracy inhibitor proteinazy MT1-MMP, GM6001
prowadzit do zmniejszenia sygnatu dla tego biatka w obrebie inwadopodidw? Wydaje sie
zrozumiate, ze inhibitor ten wptywa na aktywnos¢ enzymatyczng proteazy ale dlaczego wptywa
réwniez na jej lokalizacje, ktéra jest monitorowana odpowiednim przeciwciatem? Nie wydaje mi sie
tez najszczesliwszym okreslenie lokalizacji inwadopodidw ,centralna cze$¢ komérki” i ,,okolica
podbtonowa”. Sitg rzeczy w obu lokalizacjach mamy do czynienia z umiejscowieniem
podbtonowym. W drugim przypadku mamy do czynienia z obrzezem komorki ogladanej pod

mikroskopem.

Podsumowujgc, Autorka otrzymata interesujgce wyniki wpisujgce sie w nierozstrzygnietg
dyskusje o roli réznych izoform aktyny w réznych procesach komérkowych. Podstawowym
whnioskiem z przeprowadzonych badan jest stwierdzenie, ze obie cytoplazmatyczne izoformy aktyny
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odgrywajg réwnorzedna role w procesie migracji komdrek nowotworowych bez wzgledu na
strategie ruchu reprezentowanego przez te komarki. Bardzo waznym stwierdzeniem jest rowniez

wykazanie, ze obie izoformy biorg udziat w tworzeniu aktywnych proteolitycznie inwadopodiow.

W 12 stronicowym rozdziale ,,Dyskusja” Autorka krytycznie i ostroznie ocenia wtasne
wyniki na tle danych literaturowych. Rozprawe korczy rozdziat ,, Wnioski”, w ktérych przedstawiono

gtéwne osiggniecia badawcze i wnioski ptyngce z przeprowadzonych badan.

Oceniana rozprawa doktorska zostata przygotowana bardzo starannie pod wzgledem edytorskim.
W catym tekscie mozna znalez¢ jedynie nieliczne uchybiania tego rodzaju i chyba nie ma potrzeby ich

tutaj wymieniac.

Podsumowujac, uwazam, ze praca zastuguje na jak najbardziej pozytywna oceng. Otrzymane
wyniki pozwolily na jednoznaczna odpowiedz na pytanie przedstawione jako cel pracy i sa réwniez
zacheta do stawiania wielu nowych pytan. Warto rowniez wspomnie¢, ze Pani mgr Aleksandra
Simiczyjew jest oprocz recenzowanej pracy doktorskiej wspotautorka czterech innych prac naukowych.
W sktad dorobku naukowego wchodza 3 prace doswiadczalne i jedna przegladowa. W dwoch pracach
doswiadczalnych, ktore zawieraja wyniki pracy doktorskiej, Doktorantka jest pierwszym autorem.
Réwniez praca przegladowa, w ktérej Doktorantka tez jest pierwszym autorem, jest Scisle zwiazana z

tematyka doktoratu. Prace te byly juz 10-krotnie cytowane w literaturze Swiatowe;.

Podsumowujac, zaréwno dorobek naukowy jak i rozprawe doktorska mgr Aleksandry
Simiczyjew oceniam wysoko. W moim przekonaniu Autorka uzyskata warto$ciowe, stanowiace
nowo$¢ naukowa wyniki, ktore otwieraja szerokie perspektywy badawcze na przysztosé.
Przedstawiona do oceny praca spetnia wymogi rozprawy doktorskiej i odpowiada
warunkom Ustawy z dn. 18.03.2011 r. o stopniach i tytule naukowym a dorobek kandydatki
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie
biochemia. Uwazam réwniez, ze oceniana rozprawa zashuguje na wyrdznienie. Wnoszeg
zatem o dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Simiczyjew przez Wysoka Rad¢ Wydziatu

Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

O g7

(Zbigniew Madeja)
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