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Llodliwe nowotwory glejowe ofrodkowego uktadu nerwowego stanowig jedno
z najwigkszych wyzwan dla wspdlczesnej neuroonkologii. Pomimo wyrainego posigpu
w technikach operacyjnych umoiliwiajgcych uzyskanie rozleghych resekcji z
niewielkim ryzykiem nickorzysinych nastgpstw neurologicznych oraz wdroZenia
zaawansowanych protokoldw leczenia wspomagajgcego 2z zastosowaniem
radiochemioterapii jak dotychczas mie osiggni¢to istoinej poprawy calkowite]
preezywalnodci pacjentdw cierpigcych na te schorzenia. £ tej perspekiywy szczegblnie
waknym wydaje sig fakt, ke nowotwory te charakieryzujy sig wysokg heterogennodcia
znajdujacy odzwierciedlenie w duzym polencjale proliferacyjnym i migracyjanym
komarek nowotworowych co prawdopodobnie lezy u podstaw ich duiej opomosci na
konwencjonalne strategie terapeutyczne. W tym kontekécie istotnego znaczenia
nabierajs projekty badawcze zorientowane na scharakieryzowanie zlozonych
mechanizmiw molekularnych odpowiedzialnych za zmiennosé komorek zlodliwych
puzdw glejopochodnych bedacy jednym z kluczowych czynnikéw odpowiedzialnych
za nisky skutecznodé dotychczas stosowanych schematdéw leczniczych | stworzenic
podstaw teoretycznych dla nowych, personalizowanych strategii terapeutycznych



dajgcych nadziejg na poprawg wynikow leczenia tych, stanowigcych weigz olbrzymie
wyzwanic dla wspdiczesnej medycyny, guzdw. W powyrszy nurt znakomicie wpisuje
sig praca doktorska magisira Salwadora Cyranowskiego, kiora w sposob kompleksowy
analizuje rol¢ jaks peini chitinase-3-like protein | (CHI3L1) w patobiologii guzdw
glejopochodnych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera 91 stron tekstu, 37 rycin
i | tabelg podziclonych na rozdzialy typowe dla dyseracji dokiorskiej. W opinii
Recenzenta korzystnym byloby jednak uzupelnienie jej o spis rycin, kidre ze wzgledu
na znaczenie przedstawionych graficznie danych stanowig kluczowy element
dysertacji, nawigowanie kidrej ze spisem rycin byloby latwigjsze | bardziej intuicyjne.
Pewne zastrzedenia budzi rdwniez oprawa edytorska pracy, w rozdziale Pigsmiennictwo
wydaje sig, Z¢ Autor nic przyjg! jednej obowigzujgeej konwencji formatowania pozycji
pismiennictwa — pierwsze 2 pozycje preytaczaja 5 autordw i 2 autordw po czym jud w
pozycji 4 czy 6 pojawia sie | autor z dopiskiem et al. co wprowadza chaos. Wydaje sig,
ze korzystnym byloby wprowadzenie standardowej konwencji — pierwszych 3 autordw
dodajac polem et al. Powyisze uwagi nie umniejszajg jednak w istotny sposdb
ogdlnego wraZenia nalezytego przygotowania pracy doktorskiej.

We Wsigpie, uporzadkowanym w logicznie uszercgowane podrozdzialy
Doktorant sukcesywnie charakieryzuje funkcje pelmione przez CHI3LI1 zardwno w
warunkach fizjologicznych jak i w przypadku réznych patologii obejmujacych procesy
zapalne, schorzenia odrodkowego ukladu nerwowego jak i choroby nowolworowe. W
tym podrozdziale na szczegdlne podkreslenie zastuguje fakt przygotowania ryciny
ilustrujgeej interakcje CHIL1 z wybranymi ligandami biatkowymi i ich szlakami
sygnalowymi co w znacanym stopniu ulatwia zrozumienie skomplikowanych
interakecji, w kibre wchodzi CHI3LI w zakresie inicjacji i progresji schorzen
nowotworowych. Kolejny podrozdzial podwigcony jest glejakowi wiclopostaciowemu
i uwzglednia epidemiclogie | aktualnie obowigzujgcy klasyfikacje nowotworbw
glejopochodnych oraz w interesujacy sposob przedstawia kluczowe cechy zlosliwych
guzow glejopochodnych determinujgce ich przebieg kliniczny takie jak zdolnodt do
naciekania migzszu mozgu, mikrodrodowisko puza i zwigzany z nim proces naciekania
guza przez komdrki immunckompetentne oraz proces przebudowy sieci naczyniowe)
w obrebie guzn zwigzany z nowolworzeniem naczyn. Podsumowaniem wsigpu jest
podrozdzial podwigcony dotychczasowej wiedzy na temat roli CHI3L | w patobiologii
glejaka wiclopostaciowego kitory w sposob zwigzly buduje podstawy teoretyczne dla



sformulowania celu badan w rozdziale 2. W nim to Doktorant formuluje hipoteze
badawczy jaky jest precyzyjny opis profilow ekspresji CHI3L1 w  guzach
glejopochodnych oraz roli  jaky odgrywa CHIIL] w  progresji  glejaka
wielopostaciowego z uwzglgdnieniem mechanizméw odpowiedzialnych za ten proces.
W tym celu Doktorant definiuje cele szczegdlowe obejmujgce: identyfikacje
komorkowych #rddel CHI3L] w oparciu o analizg in silico danych dostgpnych w
publicznych repozytoriach, stworzenie genetycznie zmody fikowanej linii komdarkowej
glejaka wielopostaciowego z zastosowaniem technologii CRISPR/Cas9 wraz z jej
szczegilowy charakierystyka, zdefiniowanie transkryptoméw macierzystych komdrek
limii glejaka wielopostaciowego (WT) i uzyskanych komdrek CHIILI KO w celu
wykrycia ridnic w ekspresji gendw i zwigzanych z nimi szlakdw metabolicznych.

W czgici badawezej, w kolejnych rozdzialach Doklorant preedstawia fnddia
analizowancgo materiafu genetycznego, zastosowane w badaniach linie komdrkowe po
czym w szezegolowy spostb opisuje proces przygotowania materiatu genetycznego do
analizy, zastosowang technikg modyfikacji genetyczne) wybrang linii komdrkowej,
technologi¢ sortowania i selekcji klonalnej uzyskanych komdrek wraz z technikami
biologii molekulamej wykorzystywanymi dla potrzeb ich charakieryzacji, procedurg
tworzenia modelu 2wierzgeego wraz 2 technikami pozyskiwania materiatu tkankowego
i jego oceny. Jedynie w czgéci podwigcone] analizie publicznic dostgpnych danych oraz
analizie siatystycznej, w ocenie Recenzenta, zabraklo informacji na temat kryteridw
doboru narzedzi statystycznych (w jaki sposdb prowadzona byla analiza rozkladu
zmiennych, na jakiej podstawie podjgto decyzje o zastosowaniu wybranych testow, czy
stosowano transformacje logarytmiczna danych dla ich normalizacji itp.)

Rozdzial 4 Doktorant poswigca wynikom wlasnym, w podrozdziale 4.1
przedstawiajac analize ekspresji CHI3L1 w guzach glejopochodnych o rédnym stopniu
zlodliwodci. Nastgpnie w kolejnym podrozdziale Autor definiuje #rddla pochodzenia
CHIIL] w analizowanym materiale jednoczeénie wykazujgc korelacje pomigdzy
poziomem CHI3L] a ekspresjiy gendw charakterystycznych dla  podiypu
mezenchymalnego glejaka wielopostaciowego, W ocenie Recenzenta, dane tc majg
kluczowe znaczenie ze wzgledu na zastosowana rozdzielczod¢ na poziomic
pojedyncze] komdrki; w kolejnym podrozdziale Dokiorant uzupelnia je danymi
dotyczgcymi  ekspresji CHI3LI w rdénych dostgpnych komercyjnie liniach
koméarkowych, Mgr Cyranowski nastgpnie przedstawia dane pochodzace z uzyskane)
przez Autora linii komdrkowej z wylaczong ekspresjy CHI3LI ze szczegdlowym



opisem jej walidacji oraz charakierysiyks zmian w transkryptomie wynikajgcych z
wygaszenia ekspresji CHI3L1. Mastgpnie Autor przedstawia dame pochodzace z
modelu zwierzecego z wykorzystaniem linii CHI3L1 KO i linii matczynej (WT) wraz
z okresleniem mechanizméw odpowiadajgeych za stwierdzong redukcjg wzrostu
guzdw opartych na linii CHI3LI KO.

W dyskusji, podziclonej na 5 podrozdzialéw Autor rekapituluje uzyskane
wyniki na tle doniesien literaturowych i konfrontuje uzyskane przez siebie wymiki
z rezultatami  badai innych autordow w konickicie wszystkich zmiennych
analizowanych w rozdziale poswicconym wynikom. Szezegblnie interesujacy dla
czytelnika wydajg si¢ by podrozdzialy 5.4 i 5.5, kidre w sposob klarowny omawiajg i
wyjasniajy scharakteryzowane w rozdziale 4 mechanizmy odpowiedzialne za redukejg
objetosei guedw u zwierzat z deficytem CHI3L] jak rdwniez za normalizacjs sieci
naczyniowej w obrebie guzdw wywodzacych sig z linii komorkowych z niedoborem
CHI3LI.

We wnioskach bedacych podsumowaniem przeprowadzonej wezednie) analizy
naukowej Doktorant podkredla, e podczas gdy poziomy mRNA dla CHIILI sg
wysokie zardwno w tagodnych jak i zlodliwych guzach glejopochodnych to poziomy
bialka CHI3L] sa istotnie podwyiszone jedynie w guzach o wysokim stopniu
zhodliwosci i liniach komorkowych wywodzgcych sig z guzdw ztosliwych. Nastgpnie
zwraca uwags na fakt, 7¢ wylaczenie ekspresji CHIILI z zastosowaniem techniki
CRISPR/Cas9 nie wplywa na podstawowe procesy komdrkowe, ale odpowiada za
istotne zmiany w globalnej transkrypeji gendw kidre s4 zwigzane z obniZeniem
ckspresji gendw uczestniczacych w modyfikacji macierzy zewngtrzkomdrkowe) oraz
w procesie infiliracji guza przez komodrki immunokompetentne i zwigzang z tym
zjawiskiem immunosupresja. Dodatkowo Autor podkresla fakt, ze wylaczenie ekspresji
CHIZLI w ludzkich komdrkach glejaka prowadzi do istotnego zmniejszenia wzrostu
guzdw in vive co w jego ocenic jest najprawdopodobniej zwigzane z obnikong
inwazyjnodciy komdrek guza zalezng od ekspresji MMP-2, zmniejszong, zalezng od
Sppl, infiltracjp i aktywacjy komdrek immunokompetentnych w obrebie guza oraz
przywroceniem efckiywnege procesu angiogenezy. Z  perspektywy  kliniczne)
najwainiejsza wydaje sie jednak byé informacja, 2e CHI3L1 moze byé waznym celem
terapeutycznym dla przyszlych, personalizowanych strategii w leczeniu glejaka
wiclopostaciowego, gdy? przedstawione w dysertacji dane dokumentujg rolg CHI3L
joko czynnika napgdzajgcego i podirzymujgcego progresje glejaka wielopostaciowego.



W opinii Recenzenta o szczepdlnej wartodei recenzowanej dysentacji decyduje
Jei kompleksowodé, poczynajac od analizy dosigpnych danych w formie cyfrowej
celem uzyskania wstepnych informacji ukierunkowujgcych dalsze etapy projekiu,
poprzez szcregdilows) analizg probek pochodzgcych od pacjentdw z rdEnymi podtypami
guzdw glejopochodnych i z dostgpnych komercyjnie linii kombrkowych zardwno na
poziomie transkryptu jak i biatka, stworzenic wilasnej linii komoarkowe] z wylaczona
ekspresje CHI3L1 i jej precyzyjne scharakieryzowanie oraz wykorzystanie modelu in
vivo dla potrzeb charaklerystyki pordwnawczej linii CHI3L] KO w stosunku do
pierwotne), matczynej linii kombrkowej. Powylsze podejicie dwiadczy o bardzo
dobrym warsztacie naukowym i dojrzalodci Doktoranta co znakomicie rokuje na
przysziodé. Jedynym, czego w mojej opinii brakuje w recenzowanej dysertacji to
zawarcie (najlepiej w Dyskusji) podrozdzialu podwigconego ograniczeniom
zastosowanych technik i modeli, szczegdinie z perspektywy przyszlych Kierunkow
badan zardwno w zakresie nauk podstawowych jak | translacyjnych majgcych na celu
zastosowanie uzyskanych wynikéw w prakiyee kliniczne).

Caloéé rozprawy doktorskiej mgr Salwadora Cyranowskiego oceniam bardzo
wysoko. Doktorant dowiddl, e jest dojrzatym badaczem, potrafigeym dobrad ciekawy
temat badawczy o dufym znaczeniu poznawczym i potencjalnym praktycznym.
Zebrany material zosial w prawidlowy sposbb przeanalizowany oraz stal sig podstawa
do wyciggnigcia prawidlowych, logicenych wnioskdw, Rozprawa dokiorska spelnia
warunki okredlone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wydszym i nauce (Dz. U, 2018 poz. 1668) w zwigzku z art. 179 ust. | ustawy z dnia 3
lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwic wyZszym i nauce
(Dz.U\. z 2018r. poz. 1669 z pbin. 2m.) zwracam si¢ do Rady Dyscypliny MNauki
Medyczne Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszezenie mygr Salwadora
Cyranowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego jednoczednie wnioskujac
o wyriZnienie recenzowanej dysertacji ze wzgledu na jej bardzo wysokie walory
poznawcze,






