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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Donaty Siminskiej

pt.: , EKSPRESJA RECEPTOROW ZALEZNYCH OD HORMONOW PLCIOWYCH
W GLEJAKU WIELOPOSTACIOWYM?”

Podstawa niniejszej recenzji jest rozprawa doktorska Pani mgr Donaty Siminskiej,
wykonana w Zaktadzie Biochemii Katedry Biochemii 1 Chemii Medycznej Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie pod kierunkiem Pani Prof. dr hab. n. med. Ireny
Baranowskiej-Bosiackiej oraz Pani dr n. med. Patrycji Kupnickiej, petnigcej funkcje
promotora pomocniczego. Przewodnim tematem przediozonej do oceny dysertacji jest
okreslenie zmian w ekspresji receptoréw hormonalnych w poszczegdlnych strukturach
glejaka wielopostaciowego, a tym samym okre$lenie ich roli w procesie nowotworzenia i
progresji glejaka wielopostaciowego, a takze sprawdzenie wptywu warunkow panujacych w
mikrosrodowisku guza na ekspresj¢ tychze receptoréw w warunkach in vitro.

Wywodzacy si¢ z linii astrocytarnej, glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma
multiforme GBM) jest jednym z najczesciej wystepujacych guzoéw pierwotnych mozgu, a
takze jednym z najbardziej agresywnych i zlosliwych nowotworéw osrodkowego ukladu
nerwowego. Rokowanie uchorych na GBM pozostaje zte. To choroba praktycznie
nieuleczalna, ktéra wcigz stanowi istotny problem kliniczny. Mimo postepu, jaki dokonat si¢
w ostatnich latach w dziedzinie onkologii, wyniki leczenia zto§liwych nowotworéw mozgu
pozostaja niezadawalajace, stanowigc jedno z najwazniejszych wyzwan dla wspotczesnej
medycyny i nauki. Pomimo licznie prowadzonych badan dotyczacych GBM, wiedza o
szlakach molekularnych i mechanizmach prowadzacych do transformacji prawidlowych
komorek gleju w ztosliwe komoérki glejaka jest wcigz niewystarczajgca. Postepy w
poznawaniu mechanizmow transformacji nowotworowej wskazuja na istotng, proonkogenng
role hormonéw w procesie karcynogenezy przez ich wplyw na wzrost i proliferacje
komorkowa, réznicowanie, apoptoze i angiogenezg. Szczegélnie interesujacym wydaje si¢
udziat receptoréw zaleznych od hormonoéw piciowych w zmiany biologii komoérek glejaka.
Receptory zalezne od hormondéw plciowych pelnig bowiem istotng role w progresji wielu
nowotworow, w tym reguluja szlaki indukujace proliferacj¢ 1 migracj¢ komérek GBM. Za
udziatem jadrowych receptorow zaleznych od hormonoéw piciowych w mechanizmach
transformacji nowotworowej komorek gleju w glejaka przemawia rowniez fakt, iz czestos¢
wystepowania wigkszosci typow histologicznych glejaka, w tym GBM, rozni si¢ istotnie
pomiedzy plciami. Znacznie czeSciej] na GBM choruja mezczyzni, a kobiety w wieku
przedmenopauzalnym charakteryzujg si¢ wyzsza przezywalnos$cia w stosunku do kobiet w
wieku pomenopauzalnym, czy me¢zczyzn. Dotychczas prowadzone badania nad receptorami
hormonalnymi w glejaku dotyczyly linii komodrkowych oraz tkanek pochodzacych od



pacjentow lub zwierzat laboratoryjnych. Jednakze wysoki stopien proliferacji, naciekajgcy
charakter i znaczna heterogeniczno$¢ migdzy- i wewngtrzkomérkowa guza, zmienno$é
mikrosrodowiska guza wskazuje na konieczno$¢ prowadzenia badan, ktére pozwolg okresli¢
réznice pomiedzy ekspresjg jadrowych receptorow hormonow piciowych w poszczegdlnych
regionach guza. Badania na tkankach traktuja guz jako catos¢, natomiast hodowle komoérkowe
nie oddaja roznorodnosci 1 przestrzennej zmienno$ci komoérkowej 1 zmiennoS$ci
mikrosrodowiska guza, wywotanej dostepem do substancji odzywczych i tlenu.

Majac na uwadze powyzsze dane, zasadnym jest podjete przez Doktorantke
zagadnienie majace na celu wykazanie potencjalnego udzialu jadrowych receptorow
zaleznych od hormonéw plciowych w progresji glejaka wielopostaciowego, poprzez
okreslenie ekspresji tychze receptorow w poszczegdlnych strukturach guza GBM, a takze
sprawdzenie wptywu warunkow panujacych w guzie na ich ekspresje w warunkach in vitro.
Szczegdtowe cele postawione przez Doktorantke, obejmujgce min.: 1] sprawdzenie ekspresji
na poziomie mRNA 1 biatka oraz lokalizacji komérkowej bialek receptorow zaleznych od
hormonéw piciowych, w tym: receptora androgenowego (AR), progesteronowego (PGR),
estrogenowego o i B (ERa, ERP), prolaktynowego (PRLR) i folikulotropowego (FSHR) w
poszczegolnych strukturach guza (rdzen, kora, obrzeze guza); 2] sprawdzenie wptywu plci na
roéznice w ekspresji oraz lokalizacji komorkowej analizowanych biatek receptorow zaleznych
od hormondéw piciowych w poszczegoélnych strukturach guza (rdzen, kora, obrzeze guza), a
takze 3] sprawdzenie ekspresji gendow i bialek oraz lokalizacji komodrkowej analizowanych
biatek receptorow zaleznych od hormondéw piciowych (AR, ERa, ERB, PGR, PRLR, FSHR)
w roznych warunkach wystepujacych w guzie (warunki nekrozy, hipoksji i niedoboru
sktadnikow odzywczych) w modelu in vitro z wykorzystaniem hodowli komorek
glioblastoma astrocytoma (U87) decyduja o nowatorskim charakterze badan jak réwniez o ich
wysokim walorze poznawczym. Wykazanie potencjalnych relacji: zmiana ekspresji receptora
zaleznego od hormonéw plciowych - struktura guza GBM - ple¢, z jednoczesnym
uwzglednieniem specyficznych warunkow panujacych w obrgbie guza nowotworowego (tj.:
hipoksja, stan niedoboru sktadnikow odzywczych, nekroza) moze prowadzi¢ do lepszego
zrozumienia molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw onkogenezy, tym samym
umozliwiajac opracowanie nowych, skutecznych terapii i potencjalnych lekow.

Przedstawiona do oceny Rozprawa ma typowy uktad, na ktéry sktadaja si¢: Wstep,
Cel pracy, Opis cze$ci doswiadczalnej, obejmujacy model badawczy i1 badany material jak
réwniez stosowane metody badawcze, Prezentacja i omdwienie wynikéw, Wnioski, obszerne
PiSmiennictwo, liczace 425 pozycji literaturowych, Spis tabel 1 rycin, Streszczenie w jezyku
polskim 1 angielskim, Spis zalacznikow wraz z zataczong opinig komisji bioetycznej 1 wzorem
ankiety dla pacjenta. Catos$¢ liczy 155 stron. Pomiedzy poszczegdlnymi cze$ciami pracy
zostaly zachowane wtasciwe proporcje.

Tematyka pracy doktorskiej jest bardzo aktualna a tytul sformutowany zostat jasno 1
precyzyjnie; odpowiada w petni tematyce przedstawionych badan.

Wstep to obszerne 1 niezwykle warto$ciowe kompendium wiedzy dotyczace glejakow,
wprowadzajace czytelnika w zlozono$¢ analizowanego zagadnienia oraz przedstawiajgce
zasadnos$¢ wybranej tematyki. We wstepie Doktorantka przedstawia klasyfikacje guzéw OUN
z wyszczegolnieniem klasyfikacji guzow glejowych, podaje dane epidemiologiczne dotyczace



guzow glejowych, nakresla ich etiologig, wymieniajagc potencjalne czynniki zardéwno
antropometryczne jak rowniez S$rodowiskowe, ktoére moga mie¢ wplyw na czgstose
zachorowania na glejaka. Przeprowadzona przez Doktorantke wnikliwa analiza danych
literaturowych dowodzi, ze GBM jest najbardziej ztosliwym pierwotnym guzem moézgu, ktory
zdecydowanie czesciej wystepuje u mezczyzn i 0so6b otylych. Ryzyko zachorowania na GBM
zwigksza si¢ wraz z wiekiem i1 wzrostem. Pomimo niepokojacego trendu dotyczacego
zachorowalno$ci na GBM, niestety w dalszym ciggu trudno bezposrednio ustali¢ przyczyny
jego wystepowania. Ze wzgledu na znaczace roéznice w metodologii raportow
epidemiologicznych, dostgpne dane nie pozwalaja jednoznacznie okresli¢, jaki wplyw na
rozwoj glejaka ma na przyktad stosowanie uzywek, niektérych lekow (np. NLPZ), stosowanie
telefonow komoérkowych czy narazenie na promieniowanie jonizujace; wskazujac na
koniecznos¢ prowadzenia dalszych badan w tym zakresie. W dalszej cze$ci wstepu
Doktorantka prezentuje obraz kliniczny pacjenta z glejakiem, dokonuje wnikliwej i bardzo
doktadnej charakterystyki poszczeg6lnych regionéw glejaka wielopostaciowego, opisujac w
szczegOlowy sposob zawito§¢ zmian biochemicznych i metabolicznych ktore zachodza w
poszczegdlnych strukturach guza GBM podkreslajac  heterogeniczno$¢ miedzy- |
wewnatrznowotworowa oraz zmiennos$¢ i ztozono$¢ mikrosrodowiska guza nowotworowego.
Kolejny podrozdziat wstepu to wnikliwy opis receptorow zaleznych od hormonoéw piciowych.
Bardzo szczegdlowy przeglad obszernej i warto$ciowe;j literatury przedmiotu dowodzi bardzo
dobrej znajomosci podjetej przez Doktorantke tematyki badawczej, jak rowniez znajomosci
aktualnego stanu wiedzy, dotyczacego analizowanego przez Doktorantke zagadnienia.

Przestanki do podjecia badan, jak réwniez cel pracy, obejmujacy trzypunktowe cele
szczegotowe zostaty jasno 1 precyzyjnie sformutowane.

Rozdziat ,,Cz¢s¢ doswiadczalna” zawiera dokladny opis zastosowanego modelu
badawczego in vitro 1 wykorzystanego do badan materiatu biologicznego, ktory stanowily
guzy nowotworowe pobrane od 28 pacjentow (16 mezczyzn i 12 kobiet) ze zdiagnozowanym
GBM. Dzigki metodzie neuronawigacji podczas operacji mozliwe bylo precyzyjne
wydzielenie i pobranie do badan materialu pochodzacego z 3 stref morfologicznych guza
GBM: niewzrastajacego rdzenia guza, obejmujacego gtownie obszar martwicy, rozrastajacej
si¢ strefy guza czyli kory guza, oraz obrzeza guza - niszy inwazyjnej guza. Ponadto, do badan
wykorzystano lini¢ ludzkich komorek glejaka (glioblastoma astrocytoma, linia US87),
poddanych warunkom nekrozy, hipoksji 1 niedoboru sktadnikow odzywczych w celu
sprawdzenia wptywu wybranych czynnikow wystepujacych przy wzroscie guza na biologie
tej linii komorek glejaka i ekspresj¢ analizowanych receptorow w tej linii.

Zarowno charakterystyka materiatlu do badan, jak rowniez zastosowana metodyka
badan majacych na celu analize ekspresji na poziomie zaréwno genu jak i biatka jadrowych
receptorow zaleznych od hormonow piciowych AR, PGR, ESR1, ESR2, PRLR i FSHR w
poszczegolnych strukturach glejaka GBM i komorkach linii U87 poddanych dziataniu
nekrozy, hipoksji 1 niedoboru sktadnikéw odzywczych (reakcja tancuchowej polimerazy w
czasie rzeczywistym (qRT-PCR), testy immunoenzymatyczne ELISA), jak réwniez
wizualizacja obecnosci 1 lokalizacji biatek receptoréw piciowych w komoérkach linii U87 za
pomoca mikroskopii konfokalnej i metodologii immunohistochemicznej (tkanki guza
pochodzace od pacjentow) oraz statystyczne opracowanie wynikoOw nie budza zastrzezen.



Metody badawcze zastosowane przez Doktorantke sg wlasciwe 1 nowoczesne a zastosowane
testy statystyczne gwarantujg prawidlowe wnioskowanie statystyczne. Cata metodologia
wskazuje na staranno$¢ przeprowadzonych badan.

W dalszej cz¢sci dysertacji Doktorantka prezentuje otrzymane wyniki badan w formie
pieciu podrozdziatow, kazdy poswigcony omoOwieniu zmian w ekspresji odpowiednio
receptora androgenowego, estrogenowego o 1 [}, progesteronowego, prolaktynowego i
folikulotropowego w modelu in vitro, w warunkach panujacych w mikro$rodowisku guza
oraz w poszczegolnych regionach guza (niewzrastajagcym rdzeniu, korze i obrzezu glejaka
wielopostaciowego). Uzyskane przez Doktorantke wyniki wnosza nowe i cenne dane, z
ktérych mozemy wnioskowaé, iz warunki panujagce w guzie GBM (hipoksja i niedobor
sktadnikéw odzywczych) sa czynnikami, ktore wywieraja wptyw na zmiany w ekspresji
badanych receptorow w warunkach in vitro (warunki niedoboru sktadnikow odzywczych
wywotaly wzrost ekspresji mRNA AR i spadek ekspresji mMRNA ERS. Warunki hipoksji
spowodowaty za$ spadek ekspresji mRNA AR, ERfS, PRLR i wzrost ekspresji mMRNA ERa). Z
kolei analiza ekspresji badanych receptorow w poszczegdlnych regionach glejaka wykazata,
iz w obrzezu guza GBM zaobserwowano wzrost ekspresji biatek AR, ERB, PGR w stosunku
do hipoksyjnego i pozbawionego sktadnikéw odzywczych rdzenia guza, a takze wzrost biatka
PGR w stosunku do strefy guza rosnacego. W korze guza zauwazono natomiast wzrost biatka
AR i mRNA ERB w stosunku do rdzenia guza. Po uwzglednieniu podzialu na pte¢ w
analizach zaobserwowano, ze guzy pochodzace od kobiet charakteryzowaty si¢ wzrostem
biatek AR, ERP w obrzezu guza w stosunku do rdzenia guza. Guzy pozyskane od me¢zczyzn
cechowatly si¢ natomiast wzrostem mRNA ERS w korze guza w stosunku rdzenia guza.
Zauwazono rowniez, ze guzy me¢zczyzn charakteryzowaly sie¢ wzrostem biatka PRLR w
rdzeniu w stosunku do guzéw kobiet. Stwierdzone zmiany w ekspresji badanych receptorow
hormondéw piciowych u kobiet i mgzczyzn moga przemawia¢ za ich udzialem w zmianie
biologii komorek glejaka wielopostaciowego, jednakze nie s3 wystarczajace aby
jednoznacznie okresli¢ ich rolg¢ w progresji glejaka GBM.

Kolejny rozdzial rozprawy to wnikliwa, obszerna (liczaca 19 stron) i krytyczna
dyskusja otrzymanych wynikow z danymi literaturowymi. Bardzo szczegélowy przeglad
obszernej 1 wartosciowej literatury przedmiotu, wnikliwy opis mechanizméw aktywacji
analizowanych receptor6w w nowotworzeniu, zaleznosci lokalizacji biatka receptora w
komorce od stopnia zlosliwosci guza glejowego, rola analizowanych receptorow w
mechanizmach patofizjologicznych w tym ich rola w rozwoju i progresji GBM, wptyw
szlakow sygnatowych receptoréw na mozliwosci proliferacyjne, migracyjne i inwazyjne
komorek GBM, udziat w metabolizmie energetycznym komorek gleju, konsekwencje
molekularne 1 zmiany biochemiczne w komorkach nowotworéw indukowane przez receptory
zalezne od hormondéw piciowych §wiadcza o znakomitej znajomos$ci analizowanego przez
Doktorantke zagadnienia a takze dowodzi niezwyktej dojrzatosci naukowej Doktorantki.

Zaprezentowane przez Doktorantke rezultaty badan oraz wynikajace z nich wnioski
zostaly poprawnie sformutowane 1 stanowig przejrzysta odpowiedz na zatozone cele.

Przedtozona do oceny dysertacja dowodzi bardzo dobrej znajomosci warsztatu
badawczego, olbrzymiego wkiadu pracy 1 umiejetnosci interpretacyjnych niezbednych do
uzyskania zatozonych celéw. Na uwage zastuguje fakt, iz wyniki badan Doktorantki zostaty



opublikowane w czasopiSmie naukowym o zasiggu miedzynarodowym 1 wysokim
wspoétczynniku oddziatywania (Siminska et al. Androgen Receptor Expression in the Various
Regions of Resected Glioblastoma Multiforme Tumors and in an In Vitro Model.
International Journal of Molecular Sciences 2022, 23, 13004). Wysokie wskazniki
bibliometryczne (IF 5,6 oraz liczba punktow ministerialnych 140) dowodza wysokiej
warto$ci merytorycznej pracy, jak réwniez aktualnosci podjetej przez Doktorantke tematyki
badawczej. W powyzszej pracy Pani mgr Donata Siminska ma wiodacy wklad w jej
powstanie (jest pierwszym autorem).

Reasumujac, calo$¢ rozprawy Pani mgr Donaty Siminskiej oceniam bardzo dobrze.
Praca zostata wlasciwie zaplanowana, bardzo dobrze wykonana, a uzyskane wyniki dowodza,
iz patofizjologia GBM ma bardzo zlozony charakter i do dnia dzisiejszego nie wszystkie jej
aspekty sg do konca poznane. Przedstawiona do oceny dysertacja to cenne i warto§ciowe
zrodlo wiedzy, dostarczajagce Waznych danych, ktore mogg okaza¢ si¢ pomocne w lepszym
zrozumieniu mechanizmoéw onkogenezy. Podjete przez Doktorantke badania to bardzo
warto§ciowe studium o walorach poznawczych i edukacyjnych, stanowigce wazny punkt
wyjscia do dalszych analiz. Wydaje sie¢, ze aby lepiej zrozumie¢ mechanizmy prowadzace do
rozwoju GBM zasadne jest prowadzenie dalszych badan na izolowanych pojedynczych
strukturach nowotworu.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spelnia wymagania okreslone
Ustawa z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce tj. Dz. U. 2023,
poz. 742. W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Medyczne Wydzialu Medycyny i Stomatologii Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego (PUM) w Szczecinie o dopuszczenie Pani mgr Donaty Siminskiej do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Bioragc pod uwage duzy aspekt poznawczy i edukacyjny pracy jak rowniez
nowatorski charakter prezentowanych przez Doktorantke badan wnioskuje o
wyréznienie summa cum laude recenzowanej pracy.

Z powazaniem,

Dr hab. n. med. Magdalena Gassowska-Dobrowolska




