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Gdanski Uniwersytet Medyczny

RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Mgr Aleksandry Strzykalskiej pt. ,Zalezny od wieku wptyw kalcytriolu i takalcytolu na réznicowanie
limfocytéw Th17 przy udziale osteopontyny w mysim raku gruczotu sutkowego”

Powierzona do recenzji praca byfa realizowana w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii
Przeciwnowotworowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu. Promotorem pracy jest Prof. dr hab. Joanna Wietrzyk, a promotorem
pomocniczym Dr inz. Mateusz Psurski. Badania zostaly zrealizowane w ramach projektu
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (nr projektu 2019/35/B/NZ5/01).

1. Znaczenie podjetych badan i realizowany problem naukowy.

Tematyka pracy dotyczy aktualnych w onkologii zagadnien zwigzanych z wptywem witaminy D na
rozwdj i progresje nowotworéw, w tym raka piersi u kobiet. Pomimo zdecydowanej wigkszosci
doniesied na temat antyproliferacyjnego, proapoptotycznego i przeciwnowotworowego charakteru
kalcitriolu, aktywnej formy witaminy D, w literaturze mozna znalez¢ takze doniesienia, ktore tego nie
potwierdzajg i wskazuja na potencjalnie pronowotworowe wilasciwosci tego zwigzku, ktére
zaobserwowano w mysim modelu raka gruczotu sutkowego. Podobnie, rola uktadu odpornosciowego
w ksztattowaniu mikroérodowiska nowotworu to wazny aspekt badan z zakresu immunologii
nowotwordw. Tymczasem funkcja limfocytéw Th17 w procesie nowotworowym nie jest do korica
jednoznaczna. Wiekszo$¢ doniesien wskazuje na udziat tej populacji limfocytéw w progres;ji
nowotworu ze wzgledu na produkcje prozapalnej IL-17, ktérej aktywnos¢ zwigzana jest z rozwojem
stanu zapalnego, stymulacjg procesu angiogenezy, proliferacji i migracji komérek nowotworowych.
Jednak wykazano takze zdolnos¢ konwersji komérek Thl7 w kierunku przeciwnowotworowych
komdrek Th1l. Wykorzystany w pracy przerzutujacy (4T1) i nieprzerzutujgcy (67NR) mysi model raka
gruczotu sutkowego obejmujacy zwierzeta réznigce sie wiekiem i statusem hormonalnym jest
cennym narzedziem badawczym. Koresponduje on z réznym statusem hormonalnym kobiet w
okresie przedmenopauzalnym i pomenopauzalnym. Projekt pracy zostat dodatkowo wzbogacony o
aspekt udziatu osteopontyny w procesie réznicowania limfocytéw Th17 i stymulacji ich do produkciji
IL-17 w obecnosci kalcytriolu i takalcytolu. Wiekszo$¢ doniesien w literaturze wskazuje na
stymulujacy wptyw aktywnej formy witaminy D i jej analogédw na ekspresje osteopontyny zaréwno w
komdrkach prawidtowych jak i nowotworowych, przy czym w tych ostatnich czesto dochodzi do
nadekspresji tego biatka. Jednak istniejg réwniez prace, ktére opisujg efekt obnizania ekspresji
osteopontyny przez kalcytriol i jego analogi. Witamina D moze modulowac ekspresje IL-17 w
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populacji limfocytéw Th17, poniewaz receptor VDR ulega silnej ekspresji w tych komdrkach.
Przeprowadzona w pracy analiza zaangazowania receptoréow dla osteopontyny w procesie
réznicowania limfocytow Th17 moze by¢ istotna w kontekscie rozwoju nowych terapii
przeciwnowotworowych. Zatem podjety przez Doktorantke problem naukowy dobrze wpisuje si¢ w
aktualny nurt badan z zakresu onkologii do$wiadczalnej i terapii nowotworéw wykazujac takze
potencjalny aspekt aplikacyjny.

2. Ocena merytoryczna

Praca posiada przejrzystg i uporzagdkowang strukture, obejmuje 174 strony i zawiera 317 pozycji
literaturowych. Zawiera dwa streszczenia: w jezyku polskim i angielskim, ktére krétko przedstawiajg
podejmowany temat badawczy, cele oraz najwazniejsze wyniki i wnioski uzyskane w pracy. Cato$¢
opracowania sktada sie z obszernego wstepu teoretycznego, celu pracy, przedstawionej metodyki
badawczej, szczegdtowo opisanych wynikow wraz z ich podsumowaniem, dyskusji oraz wnioskow.
Praca opatrzona jest licznymi tabelami (16) i rycinami (38 + 9 w suplemencie), ktére stanowig
ilustracje do wstepu teoretycznego, porzadkujg zastosowane materiaty i metody oraz prezentujg
uzyskane wyniki.

We wstepie Doktorantka wyczerpujgco przedstawia na 40 stronach problem badawczy i
uzasadnia jego podjecie opisujac zagadnienia zwigzane z procesem transformacji nowotworowej
zachodzacym na poziomie komdérkowym z uwzglednieniem mechanizmu tworzenia przerzutéw.
Przeprowadza charakterystyke rakdw gruczotu sutkowego obejmujaca ich epidemiologie, czynniki
ryzyka, systemy klasyfikacji, terapie stosowane w leczeniu pacjentéw. Nastepnie koncentruje si¢ na
omdowieniu roli witaminy D i jej analogéw podczas rozwoju i progresji raka piersi z uwzglednieniem
ich wtasciwosci antyproliferacyjnych i proapoptotycznych. W kolejnej czesci Doktorantka przedstawia
role osteopontyny w procesie modulacji odpowiedzi immunologicznej oraz udziat wybranych
subpopulacji limfocytéw w progresji nowotwordw, ze szczegélnym uwzglednieniem limfocytéw Th17
oraz wptywu witaminy D oraz osteopontyny na proces ich réznicowania.

Celem badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej byta ocena wptywu kalcytriolu i
takalcytolu na populacje limfocytéw Th17 z uwzglednieniem udziatu receptoréw dla osteopontyny w
procesie réznicowania tych komérek u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR
nalezgcych do dwdch grup wiekowych odzwierciedlajgcych takze status hormonalny kobiet w okresie
przedmenopauzalnym i pomenopauzalnym. Cel ten zostat zrealizowany w oparciu o cele szczegétowe
obejmujgce ocene efektu przeciwnowotworowego kalcytriolu i takalcytolu, charakterystyke
odpowiedzi immunologicznej limfocytéw Th17 i Treg podczas progresji raka gruczotu sutkowego z
uwzglednieniem cytometrycznej oceny fenotypu badanych populacji komdrek oraz analizy ekspresji
genow i biatek kluczowych w procesie réznicowania limfocytéw T w celu ustalenia roli wybranych
receptorow dla osteopontyny w réznicowaniu limfocytéw Th17.

W dalszej czeéci pracy Doktorantka przedstawita zastosowang metodyke badawczg z
uwzglednieniem czesci doswiadczalnej prowadzonej in vivo z pomoca zespotu specjalistow
Laboratorium Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej, w ktérej Doktorantka uczestniczyta i
asystowata w prowadzonych pracach oraz czesci doswiadczalnej prowadzonej ex vivo. W tej ostatniej
Doktorantka zaprezentowata szeroki warsztat badawczy obejmujacy analize fenotypu komdrek za
pomocyg cytometrii przeptywowej, metody hodowli komérkowej (test klonogenny, aktywacja i

réznicowanie limfocytdw in vitro), testy ELISA, real-time PCR, technika western blot w wersji 0&\
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zautomatyzowanej metoda Jess Simple Western. Analiza statystyczna zostata wykonana z
wykorzystaniem programu GraphPad Prism 7.

W kolejnej czesci pracy zostaty szczegétowo opisane uzyskane wyniki z uwzglgdnieniem czesci
doswiadczalnej przeprowadzonej in vivo i ex vivo zobrazowane 26 rycinami umieszczonymi w
rozdziale ,, Wyniki” i 9 rycinami zawartymi w ,Suplemencie”, co bardzo pomaga w analizie uzyskanych
przez Doktorantke danych. Nie do kofica wydaje sig jednak uzasadnione przeniesienie czgsci wynikow
dotyczacych w wiekszoéci linii 67NR do Suplementu (Ryc S-2 do Ryc S-9), poniewaz zaprezentowanie
ich w gtéwnym tekscie utatwitoby poréwnanie z linig 4T1.

Ostatnig cze$¢ pracy stanowi podsumowanie wynikéw, dyskusja i wnioski. Uzyskane w pracy
wyniki Doktorantka uporzadkowata w rozdziale ,Podsumowanie wynikéw” grupujac je wedtug
zatozen i celéw pracy, co ufatwito przeprowadzenie dyskusji w kolejnej jej czesci. Doktorantka
skonfrontowata uzyskane wyniki z danymi literaturowymi zwracajac uwage na ich podobienstwa i
roznice. Przedstawita réwniez swojg interpretacje w tym kontekécie. Dyskusja zostata
przeprowadzona w sposéb prawidfowy i wyczerpujacy. Zabrakto tam jedynie odniesienia do czgsci
wynikéw uzyskanych in vivo i dotyczacych okreslenia toksycznosci zastosowania kalcytriolu i
takalcytolu (masa ciata, morfologia krwi, poziom Ca2+, kreatyniny, aminotransferazy alaninowej,
wskaznik de Ritisa). Wyciagniete wnioski s3 uprawnione i adekwatne do postawionych celow.
Doktorantka zauwaza, ze wiek, status hormonalny i podawanie witaminy D lub jej analogow
wywieraja wptyw na proces angiogenezy obserwowany w nieprzerzutujgcym modelu raka gruczotu
sutkowego myszy 67NR oraz metastazy w przerzutujgcym modelu tego nowotworu 4T1. Procesy te
sg dodatkowo regulowane poziomem ekspresji osteopontyny w tkance guza, ekspresja VDR w
limfocytach CD4+ oraz stymulacjg limfocytéw Th17. Ponadto, zaleznie od modelu nowotworowego,
wieku myszy oraz pochodzenia tkankowego komérek kalcytriol i takalcytol zdolne s3 do modulowania
ekspresji receptoréw dla osteopontyny. Doktorantka wykazata, ze receptory CD44 i CD51 petnig
istotna role w réznicowaniu komérek Th17, natomiast receptory CD44, CD29 i CD51 w roznicowaniu
komorek Thi.

3. Uwagii pytania

Uwagi:

- z przedstawionego opisu metody 5.4.8. wynika, ze Fixable Viability Dye eFluor™ 780 jest
przeciwcialem, podczas gdy w rzeczywistosci jest barwnikiem stosowanym w cytometrii
przeplywowej do oceny zywotnosci komérek i wybarwiania komérek martwych;

- na wykresach dotyczacych analizy cytometrycznej osie X i Y powinny by¢ opisane nazwami
barwnikéw fluorescencyjnych, ktére byty stosowane podczas analizy wg opisu metod i Tabeli 6 (str.
55), tzn. Fixable Viability Dye eFluor™ 780 (zamiast APC-Cy7 - Ryc. 17Alll; Ryc. 24Alll, Ryc. 25Alll, Ryc.
35Alll, Ryc. S-7C, Ryc. S-7D), Green Fluorecsence Protein (GFP) (zamiast FITC — Ryc. 24AV), PE-
Dazzle594 (zamiast PE-Texas Red — Ryc. 24AlV, Ryc. 25AIV, Ryc. 35AIV), Brilliant Violet 421 (zamiast
Horizon V450, Ryc. 35AV, Ryc. S-7C, Ryc. S-7D). Jeszcze lepszym rozwigzaniem bytoby umieszczenie w
opisie osi X i Y nazw badanych czasteczek/antygendw zamiast nazw barwnikéw fluorescencyjnych

zastosowanych podczas analizy. 0&
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Pytania:

1. Jak mozna zinterpretowac wyniki przedstawione na Ryc. 15 w odniesieniu do wystepujacych
réznic w analizowanych parametrach w modelu przedmenopauzalnym i pomenopauzalnym
raka gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR (w dyskusji ta cze$¢ wynikéw nie zostata ujeta, ale warto
bytoby o niej krétko wspomnie¢).

2. Jaki byt doktadnie wzrost odsetka komérek wykazujgcych ekspresje CD44 w limfocytach T
pomocniczych pochodzacych ze $ledziony pod wptywem kalcytriolu i takalcytolu w modelu
przedmenopauzalnym u myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 (Ryc. 18D)?

3. Zczego moga wynikac réznice w ekspresji CD29, CD44, CD51 i CD61 w réznych tkankach (Ryc.
18 — Ryc. 22, Ryc. S-4 — Ryc. S-6)? Jakie sg doniesienia literaturowe na ten temat? Jak mozna
wyttumaczy¢ réznice w ekspresji tych receptoréw w modelu przedmenopauzalnym i
pomenopauzalnym raka gruczotu sutkowego 4T1 i 67NR?

4. Podsumowanie

W  obszernym wstepie Doktorantka zaprezentowata nie tylko o0gdlng, ale rdéwniez
specjalistyczng wiedze z zakresu onkologii do$wiadczalnej i immunologii nowotwordéw.

Kolejne czgéci pracy ukazuja, ze Doktorantka posiada umiejetnoé¢ prawidtowego
zaprojektowania procesu badawczego rozpoczynajac od sformutowania zatozeri i celéw pracy,
przygotowania bibliografii, doboru i wykorzystania odpowiednich modeli i metod badawczych,
opracowania i przedyskutowania uzyskanych wynikéw w nawigzaniu do zebranej literatury
naukowej, wyciggania wnioskéw na podstawie otrzymanych wynikéw. Przedstawione w pracy
ryciny sg czytelne i informatywne, a ich graficzne opracowanie staranne.

Doktorantka wybrata do rozwigzania nietatwy problem badawczy, poniewaz efekt dziatania
witaminy D w procesie powstawania przerzutéw w raku gruczotu sutkowego nie jest do konca
jednoznaczny. Do tego dochodzi zdolno$¢ witaminy D do modulowania ekspresji osteopontyny,
biatka wptywajgcego na réznicowanie limfocytow Th1l7, a takze na proces przerzutowania
nowotwordow. Dodatkowo, limfocyty Th17, komérki o potencjalnym charakterze zar6wno pro- jak
i przeciwnowotworowym wykazuja ekspresje receptora dla witaminy D i plastyczno$¢ w procesie
réznicowania z mozliwoécig modulacji zmiennosci tych komérek w obecnoéci osteopontyny, dla
ktorej receptory wykazano na powierzchni limfocytéow CD4+. W literaturze brakuje danych
dotyczacych znaczenia poszczegéinych receptoréw dla osteopontyny w procesie réznicowania
limfocytéw Th17 przy zastosowaniu witaminy D lub jej analogoéw w modelu przerzutujgcego raka
gruczotu sutkowego u zwierzat rdznigcych sie statusem hormonalnym. Te zebrane na podstawie
literatury dane i zatozenia wymagaty od Doktorantki prawidtowego sformutowania hipotez
badawczych. Uzyskanie odpowiedzi na stawiane pytania $wiadczy o umiejetnosci doprowadzenia
przez Doktorantke do oryginalnego rozwigzania problemu naukowego.

Doktorantka nie ustrzegta sie pewnych btedéw igzykowych i edytorskich oraz niedociggnie¢ w
opisie rycin, ale nie wptywa to na pozytywna ocene rozprawy.

Podsumowujgc nalezy stwierdzi¢, ze: 7&
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- przedstawiona rozprawa doktorska prezentuje ogélng wiedze teoretyczng Doktorantki w
zakresie nauk biologicznych, ze szczegélnym uwzglednieniem immunologii nowotworéw oraz
onkologii doswiadczalnej;

- recenzowana praca stanowi dowdd, ze Doktorantka wykazuje umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej;

- zaprezentowana rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
zdefiniowanego w zatozeniach i celach pracy.

5. Whniosek koricowy:

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Mgr Aleksandry Strzykalskiej spetnia warunki
okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz.U. 2023 poz.
742 z pbin. zm.). Zatem wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Mgr Aleksandry
Strzykalskiej do dalszych etapdw postepowania o nadanie stopnia doktora.
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