& GDANSKI

¥
¥

X & e

UNIWERSYTET
MEDYCZNY
www.gumed.edu.pl
5834911 11

info@gumed.edu.pl

@ ul. M. Sktodowskiej-Curie 3a,

80-210 Gdarsk

Gdansk, 30.12.2020

Recenzja w postepowaniu habilitacyjnym dr n.med Marcina Surmiaka, w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne

L. Ocena osiggniecia naukowego , Udzial granulocytow obojetnochtonnych
w patogenezie ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn”.

Osiaggniecie naukowe stanowia 4 prace oryginalne, o iacznym wspdiczynniku
oddziatywania 13,231 i 295 punktach MNiSW. We wszystkich pracach kandydat jest pierwszym
autorem. Wszystkie prace sg wieloautorskie - odpowiednio 6, 7, 5 i 9 autoréw, a swoj udziat
kandydat okresla zbiorczo, jako 60%. Do dokumentacji dotaczono o$wiadczenia wspotautorow
deklarujace ich udzial w poszczegdlnych pracach i wyrazili zgode na przedlozenie prac jako
rozprawe habilitacyjng dr Surmiaka, jednocze$nie uznali oni jego wkitad w rozwdéj medycyny.

Prace zostaly opublikowane w latach 2015-2020.

Tematyka prac jest zgodna z tytutem osiagniecia naukowego. We wstepie do habilitacji
kandydat omawia bardzo krétko poglady na temat patogenezy ziarniniakowatos$ci z zapaleniem
naczyn (GPA), w szczeg6lnosci role granulocytéw obojetnochtonnych, omawiajgc klasyczny
mechanizm aktywacji tych komoérek w przebiegu GPA, a jednocze$nie podkreslajac, Ze moze
istnie¢ inny mechanizm aktywacji granulocytow w tej chorobie, regulujacy tworzenie putapek

zewnatrzkomoérkowych (NET).

Cykl prac wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego miat za zadanie zbadanie czy
istnieje taki mechanizm i na czym on polega. W pierwszej pracy przedstawiono badania
wykrywajace pochodzenie DNA, krazacego we krwi pacjentéw z GPA. Metodg PCR w czasie
rzeczywistym oceniono poziom niejgdrowego DNA i mitochondrialnego DNA (mtDNA). W tej
pracy potwierdzono podwyzszong obecno$¢ mtDNA u pacjentow z aktywna postacia GPA, w
poréwnaniu z pacjentami z GPA w remisji i 0s6b zdrowych, co wiecej poziom wolnego krazacego
mtDNA korelowat z aktywnoscig choroby, co sugerowato istotna role tego zjawiska w patogenezie

zaostrzen GPA. Z uwagi na ztozono$¢ metody PCR w czasie rzeczywistym nie zastosowano tej
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metody w praktyce diagnostycznej. Pojawily sie jednocze$nie sugestie w literaturze, ze nowym
obiecujgcym markerem aktywnosci GPA moze by¢ oznaczenie w surowicy Krwi poziomu
kompleks6w DNA z biatkami uwalnianymi przez aktywowane neutrofile. Hipoteze te sprawdzono
w pracy 2, w ktorej oceniano stezenie enzymow proteinazy-3 (Pr-3), elastazy neutrofilowej (NE)
i mieloperoksydazy (MPO) oraz poziomu komplekséw tych biatek z wolno krazacym DNA.
Stwierdzono wyzsze stezenia wszystkich badanych enzyméw, natomiast wykryto tylko
kompleksy mieloperoksydaza-DNA, ktore wystepowaty w wiekszej ilosci we krwi pacjentéw z
aktywng postacia choroby i korelowaly z t3 aktywnoscia. Dodatkowym sugerowanym
mechanizmem wplywajacym na aktywacje granulocytéw i tworzenie NET moze by¢ agregacja
krazacych granulocytéw obojetnochtonnych z ptytkami krwi; w pracy wykazano podwyzszony
procent krgzacych agregatéw neutrofiléow i ptytek, ponownie u oséb z aktywna postacig GPA.
Dodatkowo procent tych agregatow korelowat z stezeniem kompleksu MPO-DNA oraz z
aktywnosciag choroby. Tutaj jedna uwaga techniczna dotyczaca terminologii, poziom jest
okresleniem mato precyzyjnym, w sytuacjach gdy uzywamy technik ELISA - to sugerowatabym
stowo ,stezenia”. Tym bardziej stowo ,poziom” wydaje mi sie nieadekwatne do uzycia przy
technice cytometrii przeptywowej — w ktorej okreslone sg odsetki czy MFI. OczywiScie, wiem, ze
prace s3 juz opublikowane, ale to sugestia na przysztos¢. Podsumowujac 2 pierwsze prace
wchodzace w sklad osiagniecia habilitacyjnego mozna stwierdzi¢, ze wykonane badania
potwierdzily istotna role aktywacji granulocytow obojetnochlonnych i tworzenia
neutrofilowych pulapek zewnatrzkomoérkowych w patogenezie GPA, szczeg6lnie w czasie
aktywnej postaci choroby, i sg to pierwsze prace o tej tematyce, nosza znamiona nowosci a

nawet odkry¢ naukowych.

Praca trzecia skupia sie na procesie apoptozy neutrofiléw, i weryfikuje hipoteze czy
proces apoptozy jest zaburzony w neutrofilach u oséb z GPA. Nie do konca jasny jest zwigzek
apoptozy z zwiekszong ilo$cig krazacego mtDNA, skoro we wczesniejszych pracach sugerowano,
ze mtDNA pochodzi z komdrek nieapoptotycznych. Pomijajgc ten aspekt - sama praca
zaprojektowana jest dobrze, zastosowano w niej rézne metody - od cytometrii przeptywowej,
poprzez hodowle komérkowe, ELISA do ekspresji gené6w zaangazowanych w proces apoptozy.
Uzyskano ciekawe wyniki, u pacjentéw z GPA wystepuje nizszy odsetek apoptotycznych
granulocytéw, zwigzany z zaburzeniem ekspresji genéw zaangazowanych w ten proces w

neutrofilach. Kierunek zaburzenia wskazuje na obnizenie ekspresji genéw hamujacych apoptoze
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z réwnoczesnym zwiekszeniem ekspresji genéw hamujacych ten proces. Badania in vitro -
hodowle neutrofilow przez 24 godziny wykazaty zjawisko op6znionej apoptozy tych komdrek
pochodzacych od pacjentéw z GPA w poréwnaniu z neutrofilami pochodzacymi od oséb
zdrowych, w komérkach hodowanych wielko$¢ ekspresji 93 gendw regulujacych proces apoptozy
nie réznita sie. Dlatego logicznym nastepnym etapem byto zbadanie, czy na ten proces nie maja
wptywu krazace cytokiny i inne mediatory biatkowe. Po przebadaniu stezen 12 biatek w surowicy,
istotnie statystycznie réznice wykryto dla 4 cytokin: TNF, GM-CSF, s-Fas i PTX3, sposrod ktorych,
tylko stezenie PTX3 byto istotnie wyzsze u pacjentéw z wieksza aktywnos$cig choroby. Stezenie
PTX3 pozytywnie korelowato z aktywnoscig choroby oraz z stezeniem kompleks6w DNA-MPO, co
pozwolito autorom na postulowania, ze PTX3 jest biomarkerem aktywacji neutrofilii i tworzenia
putapek zewngatrzkomdrkowych. Tutaj drobna uwaga, wiele ciekawych elementéw metodycznych
tej pracy i cze$S¢ wynikdw odsyta do materiatéw dodatkowych, ktérych nie dotaczono do
dokumentacji, a szkoda. Ryzykowna jest tez korelacja uzyskanych wynikéw ze $wiezo pobranej
krwi pacjentéw z GPA z innymi badaniami tych samych pacjentéw sprzed kilku lat
(opublikowanych w pracy 2), nie jest jasne w jakim stanie klinicznym byli pacjenci w 2 réznych
czasach, mogli mie¢ wysoka aktywno$¢ choroby nadal - po kilku latach, lub remisje po leczeniu.
Udowodnienie roli stezenia PTX3 jako biomarkera aktywacji neutrofildow wymagatoby
potwierdzenia w jednoczasowym badaniu, ale sugestia jest atrakcyjna dla potencjalnej

diagnostyki w przyszilosci.

W celu udowodnienia bezposredniego wptywu TNF na proces apoptozy neutrofilow
przeprowadzono hodowle komérkowe na neutrofilach pochodzacych od oséb zdrowych w i bez
obecnosci TNF. Po 24 godzinach stymulacji potwierdzono wiecej zywych neutrofiléw w obecnosci
TNF, z jednoczesnymi zmianami ekspresji gendw w kierunku anty-apoptotycznym. Nie do konca
jest jasne, dlaczego wybrano TNF, skoro TNF ma opisane zar6wno dziatanie pro-apoptotyczne,
jak i proliferacyjne, w zaleznos$ci od wystepowania rodzaju receptoréw dla TNF na powierzchni
komoérek i sygnalizacji wewngtrzkomérkowej. Moim zdaniem nie podjeto w tej pracy préoby
wyjasnienia tego zjawiska. Podsumowujac te prace autorzy zaproponowali sie¢ regulacyjna
apoptozy w granulocytach obojetnochlonnych, ktéra podsumowuje badane procesy i

pokazuje ich ztoZonos¢ regulacyjna.

Czwarta praca z cyklu koncentruje sie na zbadaniu nieklasycznego mechanizmu

aktywacji neutrofilow u pacjentow z GPA. W pracy wykazano role pecherzykéw
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zewnatrzkomérkowych (egzosoméw, EV) w aktywacji neutrofilow u pacjentéw z aktywna
postacig ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn, Praca potwierdzita, ze egzosomy pochodzace
od pacjentéw aktywng postacig GPA powoduja produkcje reaktywnych form tlenu oraz tworzenie
neutrofilowych putapek zewngtrzkomoérkowych, ale procesy te wymagaja obecno$ci GM-CSF.
Proceséw tych nie zaobserwowano przy zastosowaniu egzosomoéw pochodzacych od oséb
zdrowych. W dalszej czesci pracy zbadano profil oksylipin w EV z uzyciem metody HPLC-MS/MS.
Wykryto 14 oxylipin, z ktérych najwyzsze stezenia w EV pochodzacych od pacjentéow z GPA
wykazaly leukotrien-B4 (LTB4), kwas 5-hydroksyeikozotetraenowy (5-HETE) i kwas 5-okso-
eikozatetraenowy (5-ox0-ETE). Stymulacja granulocytéw z uzyciem LTB4 i 5-oxo0-ETE prowadzita
do produkcji wolnych rodnikéw i tworzenia NET w obecnosci GM-CSF. Dodatkowo w pracy
podjeto sie proby wizualizacji tego procesu z uzyciem mikroskopu konfokalnego i barwnikéw
uwidoczniajgch DNA jagdrowe i mitochondrialne. Badania te potwierdzily, ze tworzone przez
neutrofile aktywowane EV lub LBT4 i 5-0x0-ETE pulapki zewnatrzkomorkowe zawieraja
mitochondrialne DNA, co jest bardzo tadnym dopieciem cyklu prac, nawigzujacym do 1.
pracy cyklu. Niestety podobnie jak w poprzedniej pracy wiele ciekawych materiatéw jest
zapewne zawarte w materiatach dodatkowych, ktérych nie zawarto w dokumentach, co
dziwniejsze nie znalaztam ich takze w pracy opublikowanej dostepnej w PubMed. Nie umniejsza

to w Zzadnym razie osiggnieciu, ale troche utrudnia ocene.

Podsumowujac cykl prac zgloszonych jako osiagniecie habilitacyjne - prace
oryginalne, z wiekszo$ciowym udzialem Kandydata, wykonane metodycznie starannie, z
zastosowaniem licznych technik laboratoryjnych: izolacji wolno krazacego DNA, reakcji
PCR w czasie rzeczywistym, izolacji neutrofiléw, izolacji krazacych pecherzykow
zewnatrzkomorkowych (EV); badan ilosciowych bialek - ELISA; oceny markerow
powierzchniowych neutrofiléow, krazacych agregatow neutrofile/plytki krwi, oceny
powierzchni pecherzykéw zewnatrzkomdérkowych metoda cytometrii przeptywowej; a
takze zbadanie skltadu oxylipin w EV metoda HPLC-MS/MS; metody hodowli komérkowej
neutrofilow; badanie regulacji apoptozy z wykorzystaniem techniki RT-PCR w czasie
rzeczywistym, opisujace nowo odkryte mechanizmy aktywacji neutrofilow u pacjentéow z
rzadka choroba ziarniniakowato$ci z zapaleniem naczyn (GPA) sa logicznym i

konsekwentnym dzielem spelniajacym Kkryteria ustawy odnos$nie prac habilitacyjnych.
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Jest to cykl 4 prac powigzanych tematycznie, stanowigcych istotny wklad Autora w rozwaj

badan patogeneza GPA.

I1. Ocena dorobku naukowego

Dorobek naukowy wg analizy bibliometrycznej na dzienn 7 stycznia 2020 roku -
przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora: 7 prac oryginalnych i 2 prace przegladowe
o lacznym IF=11,046 i punktach MNiSW=129. Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora:
19 prac oryginalnych i 2 prace przegladowe o 1acznym IF=72,783, punktach MNiSW=950.
Zestawienie dorobku naukowego przed uzyskaniem stopnia doktora i po jego uzyskaniu wykazuje

znaczny przyrost tego dorobku, ktory spetnia kryteria znacznej aktywnosci naukowe;.

Tematyka badawcza kandydata zmienita sie w okresie po doktoracie w stosunku do
tematyki przed doktoratem. Przed doktoratem publikacje wydajg sie by¢ dos$¢ przypadkowe,
prawdopodobnie wynikalo to z réznych wspéiprac naukowych prowadzonych w miejscu
zatrudnienia. Natomiast po doktoracie dorobek stat sie bardziej spdjny. Tematyka badawcza
obejmowata 3 gtéwne obszary. Pierwszy — badanie aktywacji komdérek uktadu odpornosciowego
w chorobach o podiozu autoimmunologicznym, w szczegdlnosci zagadnienia zwigzane z
sygnalizowaniem miedzykomoérkowym poprzez pecherzyki zewngtrzkomérkowe u pacjentéw z
GPA. Badania te byly zwigzane z pobytem stazowym w Yale School of Medicine oraz w Instytucie
Farmakologii Uniwersytetu w Bernie. Jedna z prac zwigzana z tym tematem badawczym wchodzi
w cykl prac osiagniecia naukowego. W tym obszarze Kandydat jest pierwszym autorem 4 prac

oryginalnych, co potwierdza Jego zainteresowanie tym zagadnieniem i konsekwencja realizacje.

Drugi obszar badan to badania w szerokim temacie: fizjologia przewodu pokarmowego,
co wigzalo sie z miejscem pracy Habilitanta. W tym obszarze ma najwiecej prac, wynikajacych z

realizacji r6znych projektow, w ktorych byt wykonaweca.

Trzeci obszar to badania nad nowymi biomateriatami i ich zastosowanie w medycynie,
bardzo dynamicznie rozwijajgcy sie obszar medycyny, badania prowadzone w ramach projektow
miedzynarodowych we wspéltpracy z Instytutem Metalurgii Materiatowej PAN w Krakowie oraz

licznymi partnerami zagranicznymi.
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Prace habilitanta zostaty zacytowane tacznie 285 razy w wedtug bazy Web of Science Core

Collection (bez autocytowan), a indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science Core Collection =12.

Podsumowujac dorobek naukowy dr Marcina Surmiaka uwazZam, Ze habilitant
posiada bardzo dobry dorobek naukowy, spelniajacy Kryteria znaczacej aktywnoS$ci
naukowej do uzyskania stopnia naukowego doktora habilitowanego; habilitant wykazuje

staly rozwdéj naukowy po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych.

IIL Ocena dorobku dydaktycznego, wspolpracy z organizacjami, instytucjami i

towarzystwami naukowymi oraz dziatalnosci popularyzujacej nauke

Habilitant od poczatku rozwoju naukowego byt aktywnym uczestnikiem grantéw, juz
przed uzyskaniem stopnia doktora uczestniczyt w 3 projektach naukowych ; w 2 jako kierownik

projektu, a 1 jako wykonawca.

Habilitant po uzyskaniu stopnia doktora byt kierownikiem 2 projektéw naukowych, w tym
jednego ze Zrddet zewnetrznych - projekt NCN, dotyczacy roli pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych w transporcie RNA - zakonczony w lutym 2020. Habilitant byt takze
wykonawca w 9 projektach naukowych, w wiekszos$ci byty to projekty NCN, w tym w 4 projektach

bedacych w momencie sktadania dokumentéw w realizacji.

Dr Marcin Surmiak byt wykonawca w 1 projekcie miedzynarodowym, a obecnie jest
wykonawca w kolejnym projekcie miedzynarodowym, zwigzanym z 3 obszarem naukowych

zainteresowan; wspotpracuje takze z sektorem gospodarczym w tych projektach.

Tak duze zaangaZowanie w projekty badawcze jest dobrym wskazZnikiem rozwoju

naukowego i rokuje dalszy rozwdj kariery naukowe;j.
Dr Marcin Surmiak brat aktywny udziat w 17 konferencjach zagranicznych i 2 krajowych,
Kandydat jest cztonkiem 2 towarzystw naukowych.

Kandydat prowadzit krétko zajecia dydaktyczne wedtug Kklasycznej definicji zajec

uniwersyteckich, tzn. zaje¢ ze studentami (3 lata z przedmiotu Genetyka dla studentéw Wydziatu
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Lekarskiego), ale uczestniczyt aktywnie w przygotowaniu i przeprowadzaniu egzaminéw z
przedmiotu Fizjologia dla studentéw Wydziatu Lekarskiego, oraz w zaliczeniu praktycznym z
przedmiotu Chemia kliniczna dla studentéw kierunku analityka medyczna Wydziatu Farmacji CM
U] w Krakowie. Stosunkowo mate zaangazowanie w dydaktyke wynikato prawdopodobnie ze
stanowiska na ktérym Kandydat byt zatrudniony (do roku 2020 na stanowisku naukowo-
technicznym). Mam nadzieje, ze awans na stanowisko adiunkta w kwietniu 2020 pozwoli

Kandydatowi na powiekszenie dorobku dydaktycznego.

Dr Marcin Surmiak odbyl 4 krétkoterminowe staze w osrodkach zagranicznych, w
National Health Institute Doutoe Ricardo Jorge, w Lizbonie; Center for Immunology and
Inflammation, Monash University, Clayton, w Australii; Yale School of Medicine, w USA oraz
Institute of Pharmacology, University of Bern, Berno, w Szwajcarii. Staze te zostaly dobrze
wykorzystane i zaowocowaty rozwojem metodyki i zainteresowan badawczych. Konsekwencja
wiekszosci z tych stazy sa wspélne prace z zespotami zagranicznymi. Swiadczy to o duzym

potencjale mobilnosci i umiejetnosci wspotpracy z wieloma naukowcami.

Dr Marcin Surmiak wielokrotnie recenzowal manuskrypty do kilku miedzynarodowych

czasopism naukowych.

Podsumowujac te cze$¢ dorobku - bardzo dobry dorobek o charakterze wspétpracy z
instytucjami naukowymi i czasopismami, bardzo dobre zaangazowanie w projekty

naukowe, nieco mniejszy udziat w dydaktyce.

Podsumowanie koncowe

Cykl 4 prac zgltoszonych jako osiagniecie habilitacyjne - prace oryginalne, z
wiekszosciowym udzialem Kandydata, wykonane metodycznie starannie, z
zastosowaniem licznych technik laboratoryjnych opisujace nowo odkryte mechanizmy
aktywacji neutrofiléw u pacjentéw z rzadka chorobg ziarniniakowatosci z zapaleniem
naczyn (GPA) jest logicznym i konsekwentnym dzietem spelniajacym Kryteria ustawy
odno$nie prac habilitacyjnych. Cykl 4 prac powigzanych tematycznie stanowi istotny

wklad Autora w rozwdj badan nad patogeneza GPA.
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Dorobek naukowy dr Marcina Surmiaka poza osiggnieciem habilitacyjnym uwazam za
bardzo dobry, spelniajacy Kryteria znaczacej aktywnos$ci naukowej do uzyskania stopnia

naukowego doktora habilitowanego.

Bardzo dobry dorobek o charakterze wspoélpracy z instytucjami naukowymi i

czasopismami, bardzo dobre zaangazowanie w projekty naukowe, nieco mniejszy udziat w

dydaktyce.

Podsumowujgc calo$¢ przedstawionych dokumentow stwierdzam, Ze Kandydat
spelnia kryteria do uzyskania stopnia naukowego doktora habilitowanego wedtug art. 219
ust 1 pkt 2 i 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzZszym i nauce (Dz. U. z

2020 r. poz. 85 ze zm).

W zwigzku z tym wnioskuje do Rady Dyscyplin Nauk Medycznych Uniwersytetu

Jagielloniskiego, Collegium Biomedicum o dopuszczenie dr Marcina Surmiaka do dalszych etapow

przewodu habilitacyjnego.

Prof. dr hab. Ewa Bryl
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