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Ztosliwe nowotwory glejowe osrodkowego uktadu nerwowego stanowia jedno
z najwigkszych wyzwan dla wspotczesnej neuroonkologii. Pomimo wyraZznego postepu
w technikach operacyjnych umozliwiajagcych uzyskanie rozlegltych resekcji z
niewielkim ryzykiem niekorzystnych nastgpstw neurologicznych oraz wdrozenia
zaawansowanych  protokoléw leczenia wspomagajagcego z  zastosowaniem
radiochemioterapii jak dotychczas nie osiagnigto istotnej poprawy catkowitej
przezywalnosci pacjentéw cierpiacych na te schorzenia. Z tej perspektywy szczegdlnie
waznym wydaje si¢ fakt, ze nowotwory te charakteryzujg si¢ wysoka heterogennoscig
znajdujaca odzwierciedlenie w duzym potencjale proliferacyjnym i migracyjnym
komorek nowotworowych co prawdopodobnie lezy u podstaw ich duzej opornosci na
konwencjonalne strategie terapeutyczne. W tym kontekscie istotnego znaczenia
nabieraja projekty badawcze zorientowane na scharakteryzowanie ztozonych
mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za zmienno$é komorek ztosliwych
guzéw glejopochodnych bedaca jednym z kluczowych czynnikéw odpowiedzialnych
za niska skuteczno$¢ dotychczas stosowanych schematéw leczniczych i stworzenie

podstaw teoretycznych dla nowych, personalizowanych strategii terapeutycznych



dajacych nadziej¢ na poprawg wynikow leczenia tych, stanowiacych wciaz olbrzymie
wyzwanie dla wspolczesnej medycyny, guzéw. W powyzszy nurt znakomicie wpisuje
si¢ praca doktorska magistra Salwadora Cyranowskiego, ktora w sposdb kompleksowy
analizuje role jaka pelni chitinase-3-like protein 1 (CHI3L1) w patobiologii guzéw
glejopochodnych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zawiera 91 stron tekstu, 37 rycin
i 1 tabele podzielonych na rozdzialy typowe dla dysertacji doktorskiej. W opinii
Recenzenta korzystnym byloby jednak uzupetnienie jej o spis rycin, ktére ze wzgledu
na znaczenie przedstawionych graficznie danych stanowig kluczowy element
dysertacji, nawigowanie ktdrej ze spisem rycin byloby fatwiejsze i bardziej intuicyjne.
Pewne zastrzezenia budzi rowniez oprawa edytorska pracy, w rozdziale PiSmiennictwo
wydaje sig, ze Autor nie przyjat jednej obowiazujacej konwencji formatowania pozycji
pismiennictwa — pierwsze 2 pozycje przytaczajg 5 autordw i 2 autoréw po czym juz w
pozycji 4 czy 6 pojawia si¢ | autor z dopiskiem et al. co wprowadza chaos. Wydaje sig,
ze korzystnym bytoby wprowadzenie standardowej konwencji — pierwszych 3 autoréw
dodajagc potem et al. Powyzsze uwagi nie umniejszajg jednak w istotny sposob
ogodlnego wrazenia nalezytego przygotowania pracy doktorskie;j.

We Wstepie, uporzadkowanym w logicznie uszeregowane podrozdzialy
Doktorant sukcesywnie charakteryzuje funkcje petnione przez CHI3L1 zaréwno w
warunkach fizjologicznych jak i w przypadku rdéznych patologii obejmujacych procesy
zapalne, schorzenia osrodkowego uktadu nerwowego jak i choroby nowotworowe. W
tym podrozdziale na szczegélne podkreslenie zastuguje fakt przygotowania ryciny
ilustrujagcej interakcje CHI3L1 z wybranymi ligandami biatkowymi i ich szlakami
sygnalowymi co w znacznym stopniu ulatwia zrozumienie skomplikowanych
interakcji, w ktore wchodzi CHI3L1 w zakresie inicjacji i progresji schorzen
nowotworowych. Kolejny podrozdziat poswigcony jest glejakowi wielopostaciowemu
i uwzglednia epidemiologi¢ i aktualnie obowigzujaca klasyfikacje nowotwordéw
glejopochodnych oraz w interesujacy sposob przedstawia kluczowe cechy ztosliwych
guzéw glejopochodnych determinujace ich przebieg kliniczny takie jak zdolnos$¢ do
naciekania migzszu mdzgu, mikrosrodowisko guza i zwigzany z nim proces naciekania
guza przez komérki immunokompetentne oraz proces przebudowy sieci naczyniowej
w obrebie guza zwigzany z nowotworzeniem naczyn. Podsumowaniem wstepu jest
podrozdzial poswigcony dotychczasowej wiedzy na temat roli CHI3L1 w patobiologii

glejaka wielopostaciowego ktory w sposob zwigzly buduje podstawy teoretyczne dla



sformulowania celu badan w rozdziale 2. W nim to Doktorant formutuje hipoteze
badawcza jaka jest precyzyjny opis profilow ekspresji CHI3L1 w guzach
glejopochodnych oraz roli jaka odgrywa CHI3L1 w progresji glejaka
wielopostaciowego z uwzglgdnieniem mechanizméw odpowiedzialnych za ten proces.
W tym celu Doktorant definiuje cele szczegétowe obejmujgce: identyfikacje
komérkowych zrédet CHI3L1 w oparciu o analiz¢ in silico danych dostepnych w
publicznych repozytoriach, stworzenie genetycznie zmodyfikowanej linii komérkowe;j
glejaka wielopostaciowego z zastosowaniem technologii CRISPR/Cas9 wraz z jej
szczegotowy charakterystyka, zdefiniowanie transkryptoméw macierzystych komorek
linii glejaka wielopostaciowego (WT) i uzyskanych komoérek CHI3L1 KO w celu
wykrycia réznic w ekspresji gendw i zwigzanych z nimi szlakow metabolicznych.

W czesdci badawczej, w kolejnych rozdzialach Doktorant przedstawia zrédia
analizowanego materiatu genetycznego, zastosowane w badaniach linie komérkowe po
czym w szczegotowy sposéb opisuje proces przygotowania materiatu genetycznego do
analizy, zastosowang technikg modyfikacji genetycznej wybranej linii komérkowej,
technologi¢ sortowania i selekcji klonalnej uzyskanych komérek wraz z technikami
biologii molekularnej wykorzystywanymi dla potrzeb ich charakteryzacji, procedure
tworzenia modelu zwierzgcego wraz z technikami pozyskiwania materiatu tkankowego
ijego oceny. Jedynie w czgsci poswigconej analizie publicznie dostepnych danych oraz
analizie statystycznej, w ocenie Recenzenta, zabrakio informacji na temat kryteriow
doboru narzedzi statystycznych (w jaki sposob prowadzona byla analiza rozktadu
zmiennych, na jakiej podstawie podjgto decyzje o zastosowaniu wybranych testow, czy
stosowano transformacij¢ logarytmiczng danych dla ich normalizaciji itp.)

Rozdzial 4 Doktorant poswigca wynikom wilasnym, w podrozdziale 4.1
przedstawiajac analizg ekspresji CHI3L1 w guzach glejopochodnych o r6znym stopniu
ztosliwosci. Nastgpnie w kolejnym podrozdziale Autor definiuje zrédia pochodzenia
CHI3L1 w analizowanym materiale jednoczesnie wykazujac korelacje pomigdzy
poziomem CHI3L1 a ekspresja genéw charakterystycznych dla podtypu
mezenchymalnego glejaka wielopostaciowego. W ocenie Recenzenta, dane te majg
kluczowe znaczenie ze wzglgdu na zastosowang rozdzielczo$¢ na poziomie
pojedynczej komoérki; w kolejnym podrozdziale Doktorant uzupetnia je danymi
dotyczacymi ekspresji CHI3L1 w réznych dostgpnych komercyjnie liniach
komorkowych. Mgr Cyranowski nastgpnie przedstawia dane pochodzace z uzyskanej

przez Autora linii komérkowej z wylaczong ekspresja CHI3L1 ze szczegétowym



opisem jej walidacji oraz charakterystyka zmian w transkryptomie wynikajacych z
wygaszenia ekspresji CHI3L1. Nastgpnie Autor przedstawia dane pochodzace z
modelu zwierzgcego z wykorzystaniem linii CHI3L1 KO i linii matczynej (WT) wraz
z okre$leniem mechanizméw odpowiadajacych za stwierdzong redukcje wzrostu
guzow opartych na linii CHI3L1 KO.

W dyskusji, podzielonej na 5 podrozdziatéw Autor rekapituluje uzyskane
wyniki na tle doniesien literaturowych i konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki
z rezultatami badan innych autorow w kontekscie wszystkich zmiennych
analizowanych w rozdziale poswigconym wynikom. Szczegdlnie interesujacy dla
czytelnika wydajg si¢ by¢ podrozdziaty 5.4 i 5.5, ktére w sposob klarowny omawiaja i
wyjasniajg scharakteryzowane w rozdziale 4 mechanizmy odpowiedzialne za redukcje¢
objetosci guzéw u zwierzat z deficytem CHI3L1 jak réwniez za normalizacj¢ sieci
naczyniowej w obrebie guzéw wywodzacych si¢ z linii komérkowych z niedoborem
CHI3LI.

We wnioskach bedacych podsumowaniem przeprowadzonej wezesniej analizy
naukowej Doktorant podkresla, ze podczas gdy poziomy mRNA dla CHI3L1 sa
wysokie zardwno w tagodnych jak i ztosliwych guzach glejopochodnych to poziomy
biatka CHI3L1 sa istotnie podwyzszone jedynie w guzach o wysokim stopniu
ztodliwosci i liniach komdrkowych wywodzacych sie z guzow ztosliwych. Nastgpnie
zwraca uwage na fakt, ze wylaczenie ekspresji CHI3L1 z zastosowaniem techniki
CRISPR/Cas9 nie wplywa na podstawowe procesy komoérkowe, ale odpowiada za
istotne zmiany w globalnej transkrypcji gendéw ktore sa zwigzane z obnizeniem
ekspresji gendw uczestniczacych w modyfikacji macierzy zewnatrzkomérkowej oraz
w procesie infiltracji guza przez komoérki immunokompetentne i zwigzang z tym
zjawiskiem immunosupresja. Dodatkowo Autor podkresla fakt, ze wylaczenie ekspresji
CHI3L1 w ludzkich komoérkach glejaka prowadzi do istotnego zmniejszenia wzrostu
guzéw in vivo co w jego ocenie jest najprawdopodobniej zwigzane z obnizong
inwazyjnoscig komoérek guza zalezng od ekspresji MMP-2, zmniejszong, zalezng od
Sppl, infiltracja i aktywacja komorek immunokompetentnych w obrebie guza oraz
przywroceniem efektywnego procesu angiogenezy. Z perspektywy klinicznej
najwazniejszg wydaje si¢ jednak by¢ informacja, ze CHI3L1 moze by¢ waznym celem
terapeutycznym dla przyszlych, personalizowanych strategii w leczeniu glejaka
wielopostaciowego, gdyz przedstawione w dysertacji dane dokumentuja role¢ CHI3L1

jako czynnika napgdzajacego i podtrzymujacego progresj¢ glejaka wielopostaciowego.



W opinii Recenzenta o szczegolnej wartosci recenzowanej dysertacji decyduje
Jjej kompleksowosé¢, poczynajac od analizy dostgpnych danych w formie cyfrowej
celem uzyskania wstgpnych informacji ukierunkowujacych dalsze etapy projektu,
poprzez szczegdtowy analizg probek pochodzacych od pacjentdéw z réznymi podtypami
guzéw glejopochodnych i z dostepnych komercyjnie linii komérkowych zaréwno na
poziomie transkryptu jak i bialka, stworzenie wiasnej linii komérkowej z wytaczong
ekspresje CHI3L1 i jej precyzyjne scharakteryzowanie oraz wykorzystanie modelu in
vivo dla potrzeb charakterystyki porownawczej linii CHI3L1 KO w stosunku do
pierwotnej, matczynej linii komérkowej. Powyzsze podejscie swiadczy o bardzo
dobrym warsztacie naukowym i dojrzatosci Doktoranta co znakomicie rokuje na
przysztos¢. Jedynym, czego w mojej opinii brakuje w recenzowanej dysertacji to
zawarcie (najlepiej w Dyskusji) podrozdzialu poswigconego ograniczeniom
zastosowanych technik i modeli, szczegélnie z perspektywy przysztych kierunkéw
badan zardwno w zakresie nauk podstawowych jak i translacyjnych majacych na celu
zastosowanie uzyskanych wynikéw w praktyce kliniczne;j.

Calos¢ rozprawy doktorskiej mgr Salwadora Cyranowskiego oceniam bardzo
wysoko. Doktorant dowiddt, ze jest dojrzalym badaczem, potrafigcym dobraé ciekawy
temat badawczy o duzym znaczeniu poznawczym i potencjalnym praktycznym.
Zebrany material zostal w prawidtowy sposéb przeanalizowany oraz stat si¢ podstawa
do wyciagnigcia prawidlowych, logicznych wnioskéw. Rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 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 szkolnictwie wyZzszym i nauce
(Dz.U. z 2018r. poz. 1669 z p6ézn. zm.) zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki
Medyczne Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Salwadora
Cyranowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego jednoczesnie wnioskujac
o wyrdznienie recenzowanej dysertacji ze wzgledu na jej bardzo wysokie walory

poznawcze.
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