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Recenzja rozprawy doktorskiej

Mgr inz. Paulina Lewandowska-Pole¢

»Wybrane chemokiny z rodziny bialek MCP i MIP w raku jelita grubego”

Promotor: Prof. dr hab. Malgorzata Krzystek-Korpacka

Rak jelita grubego (RJG) nalezy do najczestszych nowotworéw zlosliwych
na $wiecie. Szeroko zakrojona profilaktyka, dzieki dostepnosci nieinwazyjnych
testbw przesiewowych, nie przeklada si¢ znaczaco na postgp we wcezesnym
wykrywaniu RJG. Wynika to w gtoéwnej mierze z olbrzymiej heterogennosci RIG
z jednej strony oraz brakiem opcji terapeutycznych i markeréw dla raka
przerzutujagcego z drugiej strony . Problemem jest réwniez olbrzymia grupa
pacjentéw z nieswoistymi zapaleniami jelit, w ktérych sztandarowym objawem sa
krwiste biegunki, ktore wielokrotnie zwiekszaja ryzyko zachorowania na RJG.
Heterogenno$¢ RJG jest przyczyng niepowodzen terapii ukierunkowanych ma
mechanizmy molekularne i utrudnia opracowanie skutecznych molekularnych
biomarkeréw. Rosngce mozliwosci diagnostyki molekularnej oraz rozwoj
nowoczesnych narzedzi molekularnych skfonit Doktorantke do przyblizenia
wzorcdw ekspresji i wydzielania chemokin z rodziny biateck MCP i MIP oraz ich
receptoréw, jako potencjalnych celéw molekularnych 1 biomarkerow ze
szczegOlnym uwzglednieniem ich potencjalnego udzialu w zdarzeniach
okotooperacyjnych. Zmiany molekularne poprzedzajace zmiany histopatologiczne
i morfologiczne, oprocz tkanki zmienionej nowotworowo, moga pojawiaé sig¢
réwniez w tkance otaczajacej guz, dlugo uznawanej za bierng. Zaréwno rozwojowi
nowotworu jaki i zabiegowi operacyjnemu towarzysza zaburzenia odpowiedzi
zapalnej 1 immunologicznej. Chirurgia z wykorzystaniem robotow daje nowe
mozliwosci ale stanowi duze wyzwanie dla badaczy celem zglebienia, stosunkowo
towarzyszacych zabiegom zmianom mechanizmow

stabo  poznanych,

molekularnych
Charakterystyka ogolna pracy

Rozprawa liczy 126 stron i sktada si¢ wykazu skrotow, oraz
nastepujacych rozdzialow: wstepu, celéw pracy, materialéw i metodyki badan,
wynikdow, dyskusji, wnioskow, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykazu
rycin (8), tabel (11) i wykresow (40), piSmiennictwa (175 pozycji) Na koncu s3



N U m Slaski Uniwersytet

Medyczny w Katowicach

dolaczone zgody Komisji Bioetyczne] oraz spis publikacji wlasnych Praca jest
przejrzysta i starannie sformatowana.

Wstep

Doktorantka wnikliwie i szczegdélowo wprowadza czytelnika w podjety temat
badawczy. Charakteryzuje zapalne i nowotworowe choroby jelit — nieswoiste zapalenie jelit,
rak jelita grubego. W kolejnych podrozdziatach przybliza role stanu zapalnego i chemokin w
nowotworzeniu i przerzutach odleglych. W procesie przerzutowania, zwraca uwage na to, ze
komorki nowotworowe mogg wydziela¢ lub indukowaé wydzielanie chemokin oraz
ekspresjonowaé ich receptory, co umozliwia migracj¢ komorek nowotworowych i tworzenie
wtornych ognisk nowotworowych poza guzem pierwotnym. Nastepnie Doktorantka
charakteryzuje chemokiny z rodziny biatek zapalnych makrogafow (MIP) i biatek
chemotaktycznych dla monocytéw (MCP) oraz atypowe receptory chemokin. W ostatnim
podrozdziale charakteruzuje oksykamy, nalezace do niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
(NLPZ). NLPZ uwazane sg za najbardziej obiecujgce chemoterapeutyki w prewencji RJIG,
dlatego Doktorantka doglebnie analizuje i przedstawia ich przeciwnowotworowy mechanizm
dziatania.

Rozdzial ten stanowi bardzo ciekawe i wyczerpujgce apracowanie, ktore moze byc¢
wykorzystane do napisania pracy pogladowej. Doktorantka wnikliwie i doglebnie analizuje
rozlegty i ztozony temat roli chemokin w raku jelita grubego.

Cel pracy

Celem nadrzgdnym pracy byla ocena zwigzku miedzy wybranymi chemokinami dla
monocytow/makrofagdéw z rodziny MIP i MCP a rakiem jelita grubego. Realizacja zatozonego
celu byla oparta o szereg celow posrednich. Doktorantka oceniata - ekspresje chemokin MCP
(CCL2, CCL7 1 CCL8) oraz MIP (CCL3, CCL4, CCL19 1 CXCL2) w guzach nowotworowych,
ich otoczeniu i tkance prawidlowej; zaleznos¢ wzorcow ekspresji chemokin MCP (CCL2,
CCL7 i CCLS) oraz MIP (CCL3, CCL4, CCL19 i CXCL2) od cech kliniczno-patologicznych
RJG; wzorce ekspresji klasycznych (CCR2) i atypowych receptorow chemokin (ACKR?2 i
ACKR4) w guzach nowotworowych, ich otoczeniu i tkance prawidlowej; wzorce ekspresji
klasycznych (CCR2) i atypowych receptoréw chemokin (ACKR2 i ACKR4) w zaleznosci od
cech kliniczno-patologicznych RJG; stezenia prototypowych chemokin MCP-1 oraz MIP1a i B
we krwi pacjentéw z RIG w pordwnaniu do oséb zdrowych; potencjalny zwigzek z cechami
kliniczno-patologicznymi RJG; dynamike zmian st¢Zzenia prototypowych chemokin MCP-1
oraz MIP-1a i B w okresie okotooperacyjnym i jej zwiazku z przebiegiem operacji oraz
powiklaniem w postaci zakazenia rany pooperacyjnej; zdolnosci modulatorowe oksykamow
klasycznych (piroksykam, meloksykam) oraz ich pochodnych wobec chemokin w RIG:.

W mojej opinii cel glowny jak i cele szczegdtowe zostaly prawidlowo postawione i
sprecyzowane.
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Material i Metody

Projekt badawczy realizowany przez Doktorantke uzyskal zgodg Komisji Bioetyczne;
KB/nr 1/2012 przy Wojewodzkim Szpitalu Specjalistycznym we Wroctawiu oraz zgodg
Komisji Bioetycznej KB-247/2018 przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu. Zalozony
cel pracy realizowano wieloetapowo. Ograniczeniem pracy bylo korzystanie z materiatu
archiwalnego. Iloé¢ dostepnej matrycy cDNA, nie byta wystarczajaca na wykonanie kompletu
badan u wszystkich pacjentéw — stad rézna liczebnos¢ grup przy ocenie ekspresji
poszczegdlnych genow.

W badaniu dotyczagcym wzorcow transkryptomicznych receptoréw chemokin
przeanalizowano biobankowane sparowane probki jelit 51 pacjentéw z gruczolakorakiem jelita
grubego. Badaniem dotyczgcym wzorca krgzacych chemokin w odniesieniu do sublokalizacji
guza objeto 104 pacjentow przyjetych celem leczniczej resekeji RJG, ktorzy nie byli uprzednio
poddani chemio- lub radioterapii. Do badania dotyczacego wzorca krazacych chemokin w
odniesieniu do typu operacji wigczono 61 pacjentéw z rakiem jelita grubego poddanych
resekcji leczniczej. Material badany stanowita tkanka, krew oraz certyfikowane ludzkie
adherentne komorki nabtonkowe gruczolakoraka jelita grubego — linia Caco-2 (ATCC® HTB-
37™), Piroksykam i meloksykam uzyskano odpowiednio ze zrédet komercyjnych: Sigma-
Aldrich (St. Luis, MO, USA) i Alfa Aesar (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) i
wykorzystano jako wzorce odniesienia. Nowe analogi oksykamdw, oznaczone jako zwigzki
#1-5, zostaly zsyntezowane przez dr Berenike Szczg$niak-Sigege z Katedry Chemii Lekow
Wydzialu Farmaceutycznego, wedlug metod opisanych szczegolowo w publikacjach. W
kolejnych podrozdziatach Doktorantka charakteryzuje zastosowane metody preparatywne,
analityczne 1 narzedzia statystyczne.

Wyniki

Wyniki Doktorantka przedstawita w 11 tabelach, na 8 rycinach, i 40 wykresach
wykorzystujac do analizy MedCale Statistical Software.

Analizujac ekspresje chemokin z rodzin MCP i MIP w RJG Doktorantka wykazala pozorne
obnizenie ekspresji CCL2, CCL8 i CCL19 przy stalym poziomie ekspresji CCL3 1 CCL7, a
jedynie niewielkim wzmozeniu ekspresji CCL4 i CXCL2 w guzie w stosunku do tkanki
otaczajacej, podczas, gdy ekspresja chemokin w guzie byla w rzeczywistosci wyzsza niz w
tkance prawidlowej, nieznamiennie w przypadku CCL8 1 CCL19;

Wraz z nasilaniem si¢ procesu przerzutowego do okolicznych wezléw chlonnych Doktorantka
wykazata wzrost stezenia (MCP1) i gradientu ekspresji chemokin (CCL8, CCL2, CCL3) i ich
receptora (ACKR4) miedzy guzem a otoczeniem,

Doktorantka wykazata, ze stezenie (MCP1) i gradient ekspresji chemokin (CCL8, CCL2,
CCL3) i ich receptora (ACKR4) migdzy guzem a otoczeniem narastal wraz z nasilaniem sig
procesu przerzutowego do okolicznych weztéw chionnych,



~‘::,'5\ u m Slaski Uniwersytet

Medyczny w Katowicach

Stezenie chemokin w surowicy (MCP-1) oraz gradient ich atypowych receptoréw (ACKR2 i 4)
miedzy guzem a otoczeniem ro$nie wraz ze wzrostem stopnia zlosliwosci guza

Doktorantka wykazata, ze w operacjach robotowych obserwuje si¢ znamiennie mniejszy
wyrzut MCP-1 w pierwszych godzinach po wykonaniu nacigcia 1 roztozony na pierwszg dobe
tagodny wzrost stezenia MIP-1a i 3,

Doktorantka wykazala, ze zmiany st¢zenia prototypowych chemokin w krazeniu we wezesnym
okresie okolooperacyjnym zalezaty od:

- dlugosci operacji; dluzszym zabiegom towarzyszylo nizsze stgzenie MIP-1a 1 B w trzecigj
dobie;
- utraty krwi; wigksza utrata krwi podczas zabiegu wywotuywata gwattowniejszy wyrzut MCP-

1 w pierwszych godzinach od naciecia i gwattowniejszy spadek po osiagnieciu maksimum w
po 8h zabiegu; podobny schamat prezentowaly krazace MIP-1a i ;

- transfuzji; koniecznos¢ przetoczenia krwi skutkowata brakiem normalizacji stgzenia MCP-1
i MIP-1p w trzeciej dobie, obserwowanej u pacjentéw niewymagajacych transfuzji;

Doktorantka wykazala, ze zmiany w st¢zeniu MCP-1 moga by¢ przydatne w przewidywaniu
zakazen rany pooperacyjnej z 72% dokladnodcia; nieszczelnosci zespolenia z 81%
dokladnoscia; pooperacyjnego paralizu jelit z 73% dokladnoscig;

Dokonujgc oceny zdolnosci modulatorowych oksykaméw klasycznych (piroksykam,
meloksykam) oraz ich pochodnych wobec chemokin w RJG Doktorantka wykazala ze
klasyczne oksykamy (piroksykam 1 meloksykam) w niewielkim stopniu 1 glownie
nieznamiennie wptywaty na ekspresje chemokin CCL2, CCL3, CCL4 i CXCL2, natomiast
pochodne oksykamoéw - w szczegolnosei zwiazki #1-3, opracowane w Katedrze Biochemii
Leku przez panig dr Berenike Szczesniak-Siege - hamowaly ekspresje chemokin Jednak przy
wysokim stezeniu lub dluzszej ekspozycji zdawaly si¢ mie¢ efekt cytotoksyczny, zwiazany ze
znacznym i znamiennym wzrostem ekspresji i st¢zenia CCL2/MCP-1 oraz ekspresji CXCLZ;
Obecnos¢ tacznika propylenowego miedzy atomami azotu tiazyny i piperazyny oraz jeden
podstawnik fluorowy w farmakoforze arylopiperazyny warunkowaly najskuteczniejszg i
najbardziej spojna w dzialaniu pochodna.

Dyskusja i wnioski

Zaobserwowane przez Doktorantke zmienione sygnatury chemokin i ich receptorow u
pacjentéw z RJG, zaréwno w tkankach guza, jak i okolic marginesu resekcji, i makroskopowo
i histologicznie prawidlowych, sa obserwacja niepokojaca. Fakt ten moze thumaczyc
niepowodzenia chirurgiczne w leczeniu RJG +¥/lub odpowiadaé powstawanie guzoéw
synchronicznych. Zmiany ckspresji i sekrecji chemokin i ich receptoréw wigzaly sig
szczegblnie z przerzutowaniem do weztow chlonnych oraz z agresywnoscig RJG. Doktorantka
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dowiodla, ze heterogenno$¢ RJIG wynikajgca z sublokalizacji nie ogranicza si¢ do zmian w
profilu genetycznym i epigenetycznym, w szczegdlnosci gendéw zwiagzanych z cyklem
komoérkowym, przezyciem i wzrostem, ani tez do samego guza, ale moze dotyczy¢ mediatorow
lokalnej i ogélnoustrojowej odpowiedzi zapalnej i immunologicznej (CCLS, CCR2, ACKR4,
MIP-1a i ) oraz pozornie prawidlowe] tkanki otaczajacej, co nalezy uwzgledni¢ projektujgc
molekularnie  ukierunkowane terapie 1 biomarkery, bedace filarami medycyny
spersonalizowane;.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki wskazuja, ze minimalizacja stresu operacyjnego
przez wykorzystanie chirurgii robotowej obejmuje rowniez mniejszy wyrzut i lagodniejsze
fluktuacje stezenia badanych chemokin, w szczegélnosci MCP-1.

Zmiany stezenia MCP-1 poprzedzaja manifestacj¢ kliniczng niekorzystnych zdarzef, tym
samym monitorowanie zmian MCP-1 w tym okresie, indywidualnie lub w zestawie z innymi
markerami, moze by¢ cenne i wykorzystane do wdrozenia krokéw zaradczych jeszcze przed
pojawieniem si¢ objawdw klinicznych.

Badane przez Doktorantke pochodne oksykamoéw okazaty sig skuteczniejsze niz klasyczne leki
referencyjne (piroksykam i meloksykam), i dodatkowo mniej toksyczne wobec zolgdka i jelit,
co jest szczegdlnie istotne w kontekscie chemoprewencji RJG u pacjentow z nieswoistymi
zapaleniami jelit.

Dyskusja jest napisana poprawnie. Doktorantka odnosi uzyskane w pracy wyniki

wiasne dotyczgce wlasnosci predykeyjnych badanych chemokin, a w szczegélnosci MCP-1, do
prac innych badaczy podkreslajac ich duzy potencjal kliniczny a jednoczesnie majac
$wiadomos¢ zlozonosci procesoOw molekularnych regulujacych ich wydzielanie. Uzyskane
przez Doktorantke wyniki wzbogacajg aktualng wiedz¢ o zmianach molekularnych w tkance
sgsiadujgcej z guzem w RJG, podkreslajac role lokalnych i ogélnoustrojowych mediatorow
odpowiedzi zapalnej i immunologicznej, szczegélnie chemokin, jak 1 ich receptoréow —
klasycznych prozapalnych oraz atypowych przeciwzapalnych.
Jednoczesnie przedstawiona mi do recenzji praca przyczynia si¢ do lepszego zrozumienia
podloza molekularnego korzystnych efektow klinicznych zwigzanych z zabiegami
operacyjnymi wykonywanymi w asyscie robota. Potrzebne jest jeszcze dokladniejsze
zrozumienie mechanizmow ekspresji i roli chemokin w modulacji odpowiedzi zapalnej i
immunologicznej. Szczegdlnie istotne wydaje si¢ zrozumienie mechanizméw regulacji ich
$ciezek sygnalowych oraz mechanizmow genetycznych i1 epigenetycznych regulujgcych
ekspresje chemokin i ich receptor6w. Moze to da¢ szanse na opracowanie nowych lekow
modulujacych odpowiedZ immunologiczng w terapii min. choréb nowotworowych.

Whnioski zostaty sformutowane prawidlowo 1 odpowiadaja celom pracy.
PiSmiennictwo

Pismiennictwo obejmuje 175 pozycji, dobranych prawidtowo, obejmujacych aktualne
pozycje w poruszanym przez Doktorantke temacie. 53% pozycji literaturowych pochodzi z
ostatnich pieciu lat. Rozprawe zamykaja streszczenia w jezyku polskim oraz angielskim,
przedstawiajgce skrétowo zatozenia pracy oraz uzyskane wyniki.
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Warto podkresli¢, ze dotychczasowy dorobek Doktorantki obejmuje sze$¢ publikacji, w
dwadch Doktorantka jest pierwszym autorem.

Laczny IF tych prac wynosi 24,919, MNiSW — 570.
Uwagi:

- ograniczenia dostepnosci materialu badanego zbyt mata ilos¢ dostgpnej matrycy cDNA
niepozwalajaca na wykonanie kompletu oznaczen u wszystkich pacjentow, przeprowadzenie
badan w poszczegdlnych podprojektach na grupach badanych o réznej liczebnosci mogty
wplyna¢ na poziom istotnosci statystycznej uzyskanych wynikéw. Zwigkszenie liczby
analizowanych probek moze spowodowac, ze istotnos¢ statystyczna bedzie bardziej widoczna.
W celu potwierdzenia uzyskanych przez Doktorantke wynikéw oraz ustalenia mozliwych
mechanizméw potrzebne s3 dalsze badania przeprowadzane zaréwno u pacjentéw, jak i w
hodowlach komoérkowych

- majac na uwadze zlozonos¢ pracy 1 ilo$¢ przedstawionych interesujacych wynikéw zasadne
wydaje si¢ ich pogrupowanie i przedstawienie w postaci odrebnych publikacji

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny dysertacja zawiera oryginalng
i nowatorska koncepcje naukowo-badawcza. Ponadto §wiadezy o bardzo dobrym warsztacie
Doktorantki, umiej¢tnosei wyciggania kluczowych wnioskéw na podstawie uzyskanych
wynikéw. Wymienione wyzej uwagi w recenzji w zaden sposob nie umniejszaja wartosci i
oryginalnosci dysertacji i sa jedynie wskazéwkami do dalszych publikacji.

Przedstawiona praca w pelni odpowiada kryteriom stawianym przed kandydatami do
stopnia doktora, spelnia warunki okreslone w art.13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr
65, poz. 595, z pdzn. zm.).

W zwiazku z tym mam zaszczyt zwroci¢ si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu z wnioskiem o dopuszczenie mgr inz. Pauliny
Lewandowskiej-Pote¢ do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

7 wyrazami szacunku
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