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RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Bartosza Szymczaka pod tytutem: ,Sygnalizacja
purynergiczna w komodrkach glejaka — badania in vitro nad mechanizmami patologicznymi i
mozliwosciami terapeutycznymi”, wykonanej pod kierunkiem Promotor: dr hab. Katarzyny
Roszek, prof. UMK oraz Promotor pomocniczej: dr Joanny Czarneckie]. Praca doktorska zostata
zrealizowana w Szkole Doktorskiej Nauk Scistych i Przyrodniczych na Uniwersytecie Mikotaja
Kopernika w Toruniu.

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi pismo Pani Dziekan, prof. dr hab.
Justyny Rogalskiej z dnia 28.10.2024 roku, oparte na mocy uchwaty nr 73 Rady Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu z dnia 25.10.2024 roku.

1. Formalna ocena ukfadu rozprawy doktorskiej

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Bartosza Szymczaka zawiera
informacje o finansowaniu przeprowadzonych badan, spis tresci, wykaz skrotéw, streszczenia
w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materiaty i metody, omdwienie wynikéw,
podsumowanie i wnioski oraz wykaz wybranych 69 pozycji piSmiennictwa. Nastepnie Autor
umiescit cykl trzech publikacji naukowych, opublikowanych w 2023 i 2024 roku w
zagranicznych czasopismach naukowych, takich jak: International Journal of Molecular
Sciences, Cellular Signalling, BBA - Molecular Basis of Diseas. W skfad cyklu wchodza
nastepujgce publikacje:

1. Adinolfi, E., De Marchi, E., Grignolo, M., Szymczak, B., & Pegoraro, A. (2023). The P2X7
receptor in oncogenesis and metastatic dissemination: New insights on vesicular

release and adenosinergic crosstalk. International Journal of Molecular Sciences, 24,
18, 13906. https://doi.org/10.3390/ijms241813906

2. Szymczak, B., Czarnecka, J., Czach, S., Nowak, W., & Roszek, K. (2023). Purinergic
approach to effective glioma treatment with temozolomide reveals synergistic anti-
cancer effects mediated by P2X7 receptor. Cellular Signalling, 106, 110641.
https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2023.110641



https://doi.org/10.1016/j.cellsig.2023.110641

3. Szymczak, B., Pegoraro, A., De Marchi, E., Grignolo, M., Maciejewski, B., Czarnecka, J.,
& Roszek, K. Retinoic acid-induced alterations enhance eATP-mediated anti-cancer
effects in glioma cells: implications for P2X7 receptor variants as key players. Praca
przyjeta do druku w BBA - Molecular Basis of Disease

Podkredli¢ nalezy, ze wszystkie prace, sktadajace sie na cykl, zostaty opublikowane w
renomowanych czasopismach o duzych wartosciach wspoétczynnika oddziatywania (IF - ang.
impact factor) oraz punktacji MNiSW. taczna wartos¢ IF dla tych publikacji wynosi 13,5; a
taczna liczba punktéw MNiSW 380.

W dwadch publikacjach, sktadajgcych sie na cykl, bedacy podstawg rozprawy, Doktorant jest
pierwszym autorem, a w jednej czwartym. Zgodnie z zatgczonym do rozprawy o$wiadczeniem
o wspofautorstwie wktad w przygotowanie przez Doktoranta publikacji jest znaczacy.

W pracy pierwszej Doktorant dokonat przegladu literaturowego i uczestniczyt w pisaniu
oryginalnego manuskryptu. W pracy drugiej i trzeciej Autor opracowat koncept badan,
przygotowat przeglad literaturowy, sporzadzit protokoty eksperymentalne, przeprowadzit
samodzielnie wiekszos¢ doswiadczen, wykonat analize statystyczng wynikoéw, wizualizacje
wynikow oraz brat wspoétudziat w pisaniu manuskryptu publikacji, jej edycji i odpowiedziach
na recenzje. Opublikowane prace $wiadczg o duzym zaangazowaniu, samodzielnosci oraz
dojrzato$ci naukowej Doktoranta.

Podsumowujgc formalng ocene pracy doktorskiej mgr Bartosza Szymczaka stwierdzam, ze
praca ta zostata przygotowana zgodnie z normami przyjetymi dla tego typu opracowan.

2. Merytoryczna ocena pracy

Glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma multiforme, GBM) jest najbardziej
agresywnym typem nowotworu wystepujgcym w osrodkowym uktadzie nerwowym.
Podstawowe metody jego leczenia to operacja z nastepowq uzupetniajgcg radioterapig
skojarzong z temozolomidem (TMZ). Wyniki leczenia w tej grupie chorych sg bardzo zte , 5-
letnie wskazniki przezycia wahajg sie na poziomie 5-10%. Dlatego wybdr tematyki pracy
doktorskiej jest bardzo aktualny.

Gtéwnym celem pracy doktorskiej byto okreslenie, jakie zmiany w systemie sygnalizacji
purynergicznej zachodzg w komoérkach glejaka poddanych procesowi indukowanego
réznicowania w kierunku neuralnym. Bardzo interesujgce z punktu widzenia klinicysty sg
réwniez szczegdtowe cele postawione przez Doktoranta.

W publikacji pierwszej przedstawiono przeglad pisSmiennictwa dotyczacy znaczenia
receptora P2X7 i jego ludzkich wariantow splicingowych w proliferacji nowotworow litych i
ptynnych, rozprzestrzenianiu sie nowotworu oraz krzyzowaniu sie z komodrkami
odpornosciowymi. Szczegdlng uwage poswiecono zaleznemu od P2X7 uwalnianiu
mikropecherzykéw i egzosomodw, ich zawartosci, w tym ATP (adenozynotrifosforan) i miRNA,



oraz mechanizmom aktywowanym przez P2X7 sprzyjajagcym rozprzestrzenianiu sie
przerzutédw. Przedstawiono rdowniez nowe informacje na temat jego potencjatu
terapeutycznego. Przedstawione doniesienia literaturowe wyraznie sugerujg, ze receptor
P2X7 jest odpowiednim celem terapeutycznym w schorzeniach onkologicznych. W zaleznosci
od rodzaju nowotworu, wariantéw i kontekstu adenozynoergicznego, P2X7 moze by¢
wykorzystany do opracowania nowych strategii terapeutycznych.

W drugiej pracy Doktorant zbadat interakcje receptora P2X7 z temozolomidem (TMZ)
na linii komodrkowej ludzkiego glejaka. Zastosowano wstepne réznicowanie komaérek glejaka
A172 indukowane kwasem retinowym (RA) i zbadano ekspresje receptora P2X7 w
niezréznicowanych i zréznicowanych glejakach. Poréwnano wptyw agonistéw/antagonistow
receptora P2X7 i ich wspétdziatanie z TMZ w obu typach komdrek poprzez ocene proliferacji
komarek, ich zywotnosci i wiasciwosci migracyjnych. Zréznicowane komorki glejaka okazaty
sie bardziej podatne na dziatanie samego ATP i TMZ, ale takze na skojarzone dziatanie TMZ i
ATP. Réwnoczesne zastosowanie ATP i TMZ zmniejsza o 70% zywotnos$¢ i zdolno$¢ migracji
zréznicowanych komoérek glejaka A172. Wykazano, ze wyniki te mozna osiggnac¢ juz przy
niskim nietoksycznym stezeniu ATP i przy zmniejszonym do 125 uM skutecznym stezeniu TMZ.
Czasteczki ATP muszg by¢ obecne i utrzymywane w odpowiednim stezeniu w mikrosrodowisku
komodrek glejaka, aby osiggnac¢ ich wspodtdziatanie z TMZ i zwiekszong aktywnos¢
przeciwnowotworowg. Wszystko to z kolei moze skrécié terapie, zwiekszyc¢ jej skutecznosé i
ograniczy¢ skutki uboczne dla pacjenta. Uzyskane wyniki stwarzajg obiecujgca perspektywe
dla rozwoju nowych skojarzonych terapii onkologicznych.

W trzeciej pracy celem byto wspieranie zmian indukowanych przez kwas retinowy (RA)
w komérkach glejaka za pomocy zewnatrzkomoérkowego ATP. Przeprowadzone przez
Doktoranta badania koncentrowaty sie na okresleniu dynamiki sygnalizacji purynergicznej
dwéch réznych ludzkich linii komérkowych glejaka M0O59K i M059J poddanych protokotowi
rdoznicowania opartemu na RA. Zastosowana procedura spowodowata znaczng modulacje
ekspresji wariantéw receptora P2X7 na poziomie gendw i biatek oraz zmniejszenie aktywnosci
ekto-nukleotydazy. tacznie prowadzito to do zmniejszenia tempa proliferacji i migracji
komédrek, a takie zwiekszonej wrazliwosci na cytotoksyczny wptyw eATP. Doktorant
potwierdzit, ze mikromolarne stezenia ATP zmniejszyty zywotnos¢ komdrek odpowiednio o
40% i 20% w komdrkach M0O59K i M059J traktowanych RA. Ponadto zaobserwowano spadek
zdolnosci migracji do 60% w obecnosci 100 uM ATP. Podsumowujac stwierdzono, ze zmiany
indukowane kwasem retinowym w potgczeniu z mikromolarnym eATP mogg by¢ skuteczne
jako terapia przeciwnowotworowa wptywajgca na sygnalizacje purynergiczna.

Wszystkie cele badawcze zostaty zrealizowane. W rozdziale ,Podsumowanie i Wnioski”
przedstawiono zwiezte podsumowanie wynikajgce z przeprowadzonych badan. Dla
klinicystdw istotne jest, ze przeprowadzone w niniejszej pracy badania rozszerzajg wiedze na
temat zmian zachodzacych w komarkach glejaka pod wptywem indukowanego réznicowania
w kierunku neuralnym i zwracajg uwage na zmiany zachodzace w systemie sygnalizacji



purynergicznej. Wyniki wskazujg, ze réznicowanie kwasem retinowym w potgczeniu z kontrolg
sygnalizacji purynergicznej w mikrosrodowisku nowotworu posiadajg potencjat jako terapia
wspierajgca do obecnie stosowanych kuracji przeciwnowotworowych. Dodatkowo, mozliwos¢
wptywania na poziom ekspresji izoform receptora P2X7 i jego warunkowa oraz miejscowo
specyficzna aktywacja jest obiecujgcym celem terapeutycznym.

Rozprawa jest pracg wyrdzniajaca sie, porusza istotny dla klinicystéw temat. Nowe
mozliwosci terapeutyczne glejaka wielopostaciowego przedstawione w pracy moga przyczynié
sie do poprawy wynikéw leczenia tego bardzo agresywnego nowotworu.

Autor wykazat sie odpowiednig wiedzg teoretyczng i nabyt umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia badan naukowych, czego efektem sg trzy publikacje w renomowanych
czasopismach naukowych.

W zwigzku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, wniosek o dopuszczenie Doktoranta
do dalszych etapdw przewodu doktorskiego. Wnioskuje rowniez o wyrdznienie pracy.
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