Dr hab. n. med. Magdalena Gassowska-Dobrowolska Warszawa, 02.05.2023
Zaktad Komoérkowej Transdukcji Sygnatu

Instytut Medycyny Do$wiadczalnej i Klinicznej PAN

Ul Pawinskiego 5,

02-106 Warszawa.

Recenzja rozprawy doktorskiej lek. Szymona Grochansa

pt.: ,EKSPRESJA CHEMOKINY CCL18 ORAZ JEJ RECEPTOROW CCRS i
PITPNM3 W GLEJAKU WIELOPOSTACIOWYM. ZNACZENIE W PROCESIE
NOWOTWORZENIA”

Podstawa niniejszej recenzji jest rozprawa doktorska lek. Pana Szymona Grochansa,
wykonana w Zaktadzie Biochemii Katedry Biochemii i Chemii Medycznej Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. n. med. Ireny
Baranowskiej-Bosiackiej oraz Pani dr n. zdr. Anny Cybulskiej, petnigcej funkcje promotora
pomocniczego. Przewodnim tematem przedtozonej do oceny dysertacji jest okreslenie udziatu
chemokiny CCL18 i jej receptoréw CCR8 1 PITPNM3 w procesie nowotworzenia w glejaku
wielopostaciowym.

Guzy pierwotne mozgu stanowia do 2% wszystkich nowotwordow ztosliwych. Sposrod
nich najczestszym jest glejak wielopostaciowy (GBM). Wywodzacy si¢ z linii astrocytarnej,
glejak wielopostaciowy jest jednym z najbardziej agresywnych i ztosliwych nowotworow
oSrodkowego uktadu nerwowego. W zalezno$ci od analizowanego Zrddla, szacuje sig, ze
rocznie zapada na niego $rednio 4 na 100 000 osob. Rokowanie u chorych na GBM pozostaje
zte 1 wcigz stanowi istotny problem kliniczny. Mimo postepu, jaki dokonal si¢ w ostatnich
latach w dziedzinie onkologii, wyniki leczenia ztosliwych nowotworéw mdzgu pozostaja
niezadawalajace, stanowigc jedno z najwazniejszych wyzwan dla wspolczesnej medycyny i
nauki. Pomimo licznie prowadzonych badan dotyczacych GBM oraz wptywu chemokin na
onkogenezg, niewiele wiadomo o interakcjach migdzy komoérkami guza z komodrkami
podscieliska oraz komoérkami immunologicznymi. Aktualnie, jest to jeden z wiodacych
kierunkow badan nad GBM. Szczegdlnie interesujace wydaja si¢ indukowane przez komorki
nowotworowe zmiany w ekspresji cytokin chemotaktycznych, wytwarzanych przez komorki
zwigzane z rakiem, np. przez makrofagi zwigzane z nowotworem (TAM), limfocyty
infiltrujgce nowotwor (TIL), komoérki supresyjne pochodzace z linii mieloidalnej (MDSC),
jak rowniez fibroblasty zwigzane z rakiem (CAF). Dyshomeostaza w stezeniu chemokin
moze mie¢ dziatanie proonkogenne, stymulujagc angiogenezg, migracje, inwazje,
przerzutowanie komorek nowotworu oraz rekrutowanie komoérek zwigzanych z nowotworem
(TAC) do ogniska guza. Zrozumienie tych wzajemnych relacji z jednoczesnym
uwzglednieniem specyficznych warunkow panujacych w obrebie guza nowotworowego (tj.:
hipoksja, stres oksydacyjny, stan niedoboru sktadnikéw odzywczych) moze prowadzi¢ do
lepszego zrozumienia molekularnych mechanizmow lezacych u podstaw onkogenezy, tym
samym umozliwiajac opracowanie nowych, skutecznych terapii i potencjalnych lekow.



Majac na uwadze powyzsze dane, zasadnym jest podjete przez Doktoranta
zagadnienie dotyczace roli chemokin i ich receptoréw w interakcji komoéorek GMB z
komoérkami zwigzanymi z nowotworem w warunkach panujacych w guzie. Szczegdlowe cele
postawione przez Doktoranta, obejmujgce min.: okreslenie udziatu chemokiny CCL18 i jej
receptorow CCR8 1 PITPNM3 w procesie nowotworzenia w GMB; okreslenie wpltywu
mikro$rodowiska guza (hipoksji) na proces nowotworzenia; okreslenie wptywu pici chorych
na progresje nowotworu, przeglad epidemiologii GMB, jak rowniez ocena czynnikow ryzyka
i czynnikdw ochronnych zachorowania na GMB, decyduja o nowatorskim charakterze badan
jak rowniez 0 ich wysokim walorze poznawczym i aplikacyjnym. Na uwage zashuguje
informacja, iz przedtozona do oceny dysertacja jest pierwsza, w ktorej analizowano ekspresje
receptorow dla CCL18: PITPNM3 i CCR8 w GBM, w warunkach hipoksji.

Poniewaz podjeta przez Doktoranta tematyka badawcza, jak réwniez wyniki
przeprowadzonych badan zostaly zawarte w cyklu opublikowanych juz artykutéw, na ktory
sktadajg si¢ 2 prace przegladowe: ,,Epidemiology of Glioblastoma Multiforme-Literature”
opublikowana w Cancers 2022 oraz ,,CC Chemokines in a Tumor: A Review of Pro-Cancer
and Anti-Cancer Properties of Receptors CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, and CCR10
Ligands” opublikowana w IJMS 2020, jak rowniez 1 praca badawcza: ,,CCL18 Expression Is
Higher in a Glioblastoma Multiforme Tumor than in the Peritumoral Area and Causes the
Migration of Tumor Cells Sensitized by Hypoxia” opublikowana w IIMS 2022;
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest w przewazajacej mierze Syntetycznym
streszczeniem oraz podsumowaniem i omdéwieniem informacji i wynikow prezentowanych w
wyzej wspomnianych pracach. Publikacje te sg zalgcznikami w przedstawionej rozprawie i
stanowig cykl tematycznie spojnych prac.

Przedstawiona do oceny Rozprawa ma typowy uktad, na ktory sktadajg si¢: wstep,
zatozenia i cel pracy, material i metody, omowienie publikacji stanowigcych podstawe pracy
doktorskiej, wnioski, streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim oraz obszerne
pi$miennictwo, liczace 351 pozycji literaturowych. Cato$¢ (nie liczac zataczonych publikacji)
liczy 104 strony. Pomiedzy poszczegdlnymi czesciami pracy zostaty zachowane wiasciwe
proporcie.

Tematyka pracy doktorskiej jest bardzo aktualna a tytut sformutowany zostat jasno
i precyzyjnie; odpowiada w petni tematyce przedstawionych badan.

Wstep napisany jest zwigzle i rzeczowo, wprowadzajac czytelnika w ztozono$¢
analizowanego zagadnienia oraz przedstawiajac zasadno$¢ wybranej tematyki. We wstepie
Doktorant dokonuje charakterystyki glejaka wielopostaciowego, przedstawia klasyfikacje
glejakow w oparciu o ocen¢ stopnia ich ztosliwosci, jak rowniez aktualne postepowanie
medyczne w terapii chorych na GBM. Opisuje w nim réowniez ztozono$¢ mikrosrodowiska
guza nowotworowego, obejmujacego wiele typéw komorek (TAM, DC, limfocyty T, NK,
MDSC, komorki tuczne) o znamiennej roli w progresji nowotworu.

Przestanki do podjecia badan, jak rowniez gtowne zalozenia i cel pracy, obejmujacy
czteropunktowe cele szczegdtowe zostaly jasno i precyzyjnie sformutowane.



Rozdziat ,Materiat i Metody” zawiera doktadny opis zastosowanego modelu
badawczego i wykorzystanego do badan materiatu, ktory stanowily guzy nowotworowe
pobrane od 28 pacjentow (16 me¢zczyzn i 12 kobiet) ze zdiagnozowanym GMB. W badaniach
obrazowych mozliwe bylo wydzielenie 1 pobranie do badan 3 stref morfologicznych guza:
rdzen guza, rozrastajaca si¢ strefe guza oraz stref¢ okotoguzows, ktéra stanowita kontrole w
przeprowadzonych badaniach. Ponadto, do badan wykorzystano lini¢ komorkowa ludzkich
komorek glejaka (U-87 MQG) oraz medyczne bazy danych w wersji elektronicznej. Zaréwno
charakterystyka materialu do badan, zastosowana metodyka badan in vitro przeprowadzonych
celem przeanalizowania wptywu hipoksji i niedoboru sktadnikow odzywczych na ekspresje
genow CCL18, CCR8 i PITPNM3, zastosowana metodyka badania proliferacji, konfluencji i
migracji komoérek, metodyka immunohistochemiczna, jak réwniez sposob oceny ekspresji
badanych genow w analizowanym materiale oraz statystyczne opracowanie wynikOw nie
budzg zastrzezen. Metody badawcze zastosowane przez Doktoranta sg wtasciwe i nowoczesne
a zastosowane testy statystyczne gwarantujg prawidlowe wnioskowanie statystyczne. Cata
metodologia i uzyskanie wynikow wskazujg na staranno$¢ przeprowadzonych badan.

Rozdziat ,,Omoéwienie publikacji stanowigcych podstawe pracy doktorskiej” jest
przedstawiony w formie trzech podrozdziatow (4.1, 4.2 oraz 4.3), odpowiadajacych trzem
publikacjom Doktoranta. Bardzo szczegotowy przeglad obszernej i wartosciowej literatury
przedmiotu, wnikliwa i bardzo doktadna analiza kluczowych zmian molekularnych
wyzwalajacych GBM, dociekliwa charakterystyka markeréw molekularnych, niosgcych
informacje prognostyczne, predykcyjne, ulatwiajace roznicowanie poszczegolnych typow
nowotworow, a takze wnikliwa analiza czynnikdw wptywajacych na zachorowalno$¢ i
progresje glejaka wielopostaciowego przedstawiona w pracy przegladowe;j pt.: ,,Epidemiology
of Glioblastoma Multiforme-Literature” dowodzi bardzo dobrej znajomosci podjctej przez
Doktoranta tematyki badawczej, jak rowniez znajomosci aktualnego stanu wiedzy,
dotyczacego analizowanego przez Doktoranta zagadnienia. Przeprowadzona przez Doktoranta
wnikliwa analiza danych potwierdza, ze GBM jest najbardziej ztosliwym pierwotnym guzem
mozgu, ktory zdecydowanie cze$ciej wystepuje u mezczyzn i o0sob otylych. Ryzyko
zachorowania na GBM zwieksza si¢ wraz z wiekiem 1 wzrostem. Pomimo niepokojacego
trendu dotyczacego zachorowalnosci na GBM, niestety w dalszym ciggu trudno bezposrednio
ustali¢ przyczyny jego wystepowania. Niestety, ze wzgledu na znaczace rdznice w
metodologii raportow epidemiologicznych, dostgpne dane nie pozwalaja jednoznacznie
okresli¢, jaki wptyw na rozwoj glejaka ma na przyktad stosowanie uzywek, niektorych lekow
(np. NLPZ), stosowanie telefonéw komorkowych czy narazenie na metale ciezkie; wskazujac
na konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan w tym zakresie. Godnym uwagi i rozwazenia
bytoby rowniez utworzenie migdzynarodowego rejestru nowotworéw w celu wiarygodnego
dokumentowania kluczowych danych dotyczacych GBM.

Kolejna praca przegladowa pt.: ,,CC Chemokines in a Tumor: A Review of Pro-
Cancer and Anti-Cancer Properties of Receptors CCR5, CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, and
CCR10 Ligands” to obszerne i niezwykle warto$ciowe kompendium wiedzy, dotyczace
dualistycznej funkcji chemotaktycznych cytokin - chemokin CC znanych, jako ligandy
receptorow chemokin z motywem CC (CCR). W tym przegladzie Doktorant omawia ludzkie
chemokiny o motywach CC: CCL1, CCL3, CCL4, CCL5, CCL18, CCL19, CCL20, CCL21,



CCL25, CCL27 i CCL28 (ligandy receptorow chemokin z motywem CC CCR5, CCRS,
CCR7, CCR8, CCR9 i ligandy CCR10). W niezwykle wnikliwy sposob przedstawia ich
funkcjonowanie w fizjologii cztowieka jak i w nowotworzeniu, w tym ich rolg¢ w proliferacji,
opornosci na apoptoze, lekoopornosci, migracji i inwazji komoérek nowotworowych. Ponadto
Doktorant omawia znaczenie receptorow chemokin z motywem CC w przerzutach
specyficznych dla narzadu, a takze wptyw kazdej chemokiny na rekrutacje réoznych komorek
do niszy nowotworowej, takich jak fibroblasty zwigzane z rakiem (CAF), komorki Kupffera,
komorki supresorowe pochodzenia mieloidalnego (MDSC), osteoklasty, makrofagi zwigzane
z nowotworem (TAM), limfocyty naciekajace nowotwor (TIL) i1 limfocyty T regulatorowe
(Treg). Na koniec Doktorant wskazuje, w jaki sposob oddzialywanie chemokin na komorki
srodbtonka naczyniowego i limfatycznego moze prowadzi¢ do angiogenezy i
limfangiogenezy. Powyzsze zagadnienia Doktorant analizuje wrecz z biochemiczng
doktadnoscia, co $wiadczy o znakomitej znajomosci analizowanego przez Doktoranta
zagadnienia badawczego a takze dowodzi niezwyklej dojrzatosci naukowej Doktoranta. Jest
to moim zdaniem, bardzo duza warto$¢ pracy, jednak zmusza czytelnika do znacznego
skupienia by nie zbtadzi¢ w zawitosciach biochemicznej sieci sygnalizacyjnej komorki.
Bardzo szczegotowy przeglad piSmiennictwa, wnikliwa i bardzo doktadna charakterystyka
sciezek sygnalizacyjnych, molekularnych i biochemicznych mechanizméw decydujacych o
przeciwnowotworowym i pronowotworowym dziataniu chemokin z motywem CC to
niezwykle cenne i warto$ciowe opracowanie, godne polecenia. Wiedza na temat dualistycznej
natury dziatania poszczeg6lnych chemokin pozwala przewidywac nastgpstwa poszczegdlnych
dziatan terapeutycznych i poprawi¢ ich skutecznoscé.

Podrozdzial 4.3 stanowi za$ podsumowanie wynikéw przedstawionych w pracy
wynikowej pt.: “ CCL18 Expression Is Higher in a Glioblastoma Multiforme Tumor than in
the Peritumoral Area and Causes the Migration of Tumor Cells Sensitized by Hypoxia” i
dowodzi, iz w guzie glejaka wielopostaciowego ekspresja cytokiny CCL18 ulega
zwigkszeniu, zmieniona jest rowniez ekspresja jej receptorow CCRS8 i PITPNM3. W ramach
przeprowadzonych przez Doktoranta badan stwierdzono réwniez znamienne rdznice w
ekspresji CCL18 1 jej receptorow u kobiet 1 mezczyzn, ktdore moga thumaczy¢ wigksza
zachorowalnos$¢ 1 $miertelno$¢ mezczyzn chorujacych na GBM. W mikrosrodowisku guza
glejaka wielopostaciowego objetym hipoksja doszto do nagromadzenia makrofagéw.
Charakterystyka warunkéw panujacych w tym obszarze guza prowadzita do rdéznicowania
tych komorek do fenotypu M2, ktory charakteryzuje si¢ zwigkszong ekspresja CCL18.
Zwigkszona ekspresja CCL18 oraz PITPNM3 w guzie nowotworowym w nastgpstwie
niedotlenienia skutkowata pobudzeniem migracji komoérek nowotworowych. Wyniki
uzyskane przez Doktoranta wskazuja, ze komorki GBM migruja z obszaréw niedotlenionych,
co moze by¢ wazne dla zrozumienia mechanizmdéw nowotworzenia. Mechanizm ten moze
przyczynia¢ si¢ do inwazji/rozsiewu guza GBM i pogorszenia rokowania dla chorych. Dane
eksperymentalne wskazuja rowniez, ze przezycie pacjentow z wysoka ekspresja PITPNM3
i/lub CCL18 ma gorsze rokowanie niz tych z nizsza ekspresja tych genow. Niniejsza praca to
cenne i warto$ciowe zrodlo wiedzy, dostarczajace waznych danych, ktére mogg okazaé si¢
pomocne w lepszym zrozumieniu mechanizméw onkogenezy. Uzyskane przez Doktoranta
wyniki wyznaczajg rowniez dalszy kierunek badan, majacych na celu okreslenie mechanizmu,
za pomoca, ktorego niedotlenienie uwrazliwia komorki GBM na CCL18, jak rowniez badania



znaczenia receptora PITPNM3 w migracji komorek GBM w warunkach niedotlenienia.
Szczegdlnie przydatne moga by¢ eksperymenty z wykorzystaniem siRNA lub shRNA
ukierunkowanych na receptory PITPNM3 i CCR8. Wobec powyzszego, podjete przez
Doktoranta badania to bardzo warto§ciowe studium o walorach zaro6wno poznawczych jak i
aplikacyjnych, stanowigc wazny punkt wyjscia do dalszych analiz.

Zaprezentowane przez Doktoranta rezultaty badan oraz wynikajace z nich wnioski
zostaly poprawnie sformutowane i stanowig przejrzysta odpowiedz na zatozone cele.

Przedstawiona do oceny praca doktorska dowodzi znakomitej znajomosci
analizowanego tematu, warsztatu badawczego, olbrzymiego wktadu pracy i umiejetnosci
interpretacyjnych niezbednych do uzyskania zalozonych celéw. Na uwage zastuguje fakt, iz
wyniki badan Doktoranta zostaly opublikowane w renomowanych, specjalistycznych
czasopismach naukowych o =zasieggu migdzynarodowym 1 wysokim wspotczynniku
oddziatywania. Wysokie wskazniki bibliometryczne (sumaryczny IF 18 oraz tgczna liczba
punktéow ministerialnych 420), tacznie z wysoka liczbg cytowan publikacji wchodzacych w
sktad dysertacji, dowodza wysokiej warto$ci merytorycznej prac, jak réwniez aktualno$ci
podjetej przez Doktoranta tematyki badawczej. W dwoch pracach stanowigcych podstawe
dysertacji, lek. Szymon Grochans ma wiodacy wklad w ich powstanie (jest pierwszym
autorem). Praca zostata wlasciwie zaplanowana, bardzo dobrze wykonana, a uzyskane wyniki
dowodza, iz patofizjologia GBM ma bardzo ztozony charakter i do dnia dzisiejszego nie
wszystkie jej aspekty sa do konca poznane.

Reasumujac, cato$¢ rozprawy lek. Pana Szymona Grochansa oceniam bardzo dobrze.
Przedstawiong do recenzji prace uwazam za niezwykle warto$ciowa, wazng z punktu
widzenia diagnostyki, leczenia i rokowania chorych z glejakiem wielopostaciowym.
Przedstawiona do oceny dysertacja wnosi nowe, cenne dane, z ktorych mozemy wnioskowac,
1z zwigkszona ekspresja CCL18 oraz PITPNM3 w komodrkach nowotworowych w nastgpstwie
hipoksji indukuje migracje komorek nowotworowych, stymulujac inwazje GBM. Otrzymane
wyniki badan stanowig o oryginalnosci i nowatorskim charakterze dysertacji, wnoszac nowe
informacje na temat roli CCL18 1 jej receptoréw w migracji komoérek GBM uwrazliwionych
na niedotlenienie. Dane te wydajg si¢ mie¢ bardzo duze znaczenie w aspekcie zdrowia
publicznego. Sugerujg rowniez, koniecznos¢ prowadzenia dalszych badan majacych na celu
zbadanie i wyznaczenie potencjalnych molekularnych mechanizméw, za pomoca, ktorych
niedotlenienie uwrazliwia komorki GBM na CCLI18, jak rowniez dalszych badan nad
znaczeniem receptora PITPNM3 w migracji komérek GBM w warunkach niedotlenienia.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia wymagania okreslone
w art. 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 2017 r, poz. 1789 z pdzniejszymi
zmianami). W zwiazku z powyzszym wnosze¢ do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Medyczne Wydzialu Medycyny i Stomatologii Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego (PUM) w Szczecinie o dopuszczenie lek. Pana Szymona Grochansa do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.



Biorac pod uwage duzy aspekt poznawczy i edukacyjny pracy jak rowniez
nowatorski a zarazem aplikacyjny charakter prezentowanych przez Doktoranta badan
wnioskuje o wyroznienie recenzowanej pracy.

Z powazaniem,

Dr hab. n. med. Magdalena Gassowska-Dobrowolska
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