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Rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Strzykalskiej

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

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. Joanny Wietrzyk
(promotor pomocniczy dr inz. Mateusz Psurski)
w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej Instytutu Immunologii
i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu.

Rak gruczotu sutkowego, potocznie - rak piersi, jest najczgstszym nowotworem ztosliwym
rozpoznawanym u kobiet i druga w Polsce — po raku ptuca, przyczyna ich $mierci spowodowang przez
nowotwory zfosliwe. Pomimo, iz etiologia wigkszosci przypadkéw raka piersi jest nieznana,
opisywanych jest wiele réznych czynnikéw, mogacych mieé wplyw na powstawanie tego nowotworu.
Naleza do nich przede wszystkim czynniki genetyczne, hormonalne, srodowiskowe, czynniki zwigzane
z dietg, prokreacjg czy narazeniem na promieniowanie Jonizujace. Wedhug danych epidemiologicznych
ryzyko rozwoju raka piersi w zyciu kobiety wynosi ok. 12% i wyraznie wzrasta wraz z wiekiem, ze
szczytem zachorowan przypadajacym pomiedzy 50 a 70 rokiem Zycia. Warto wspomniec¢, iz nowotwor
ten, cho¢ znacznie rzadziej, moze réwniez wystepowaé u mezczyzn, a ryzyko zachorowania na raka
piersi w tej grupie rowniez wzrasta z wiekiem.

Mimo znacznego postepu jaki dokonatl sie w ciagu ostatnich lat w zakresie diagnostyki raka
piersi, zwlaszcza dzigki programom przesiewowym dla kobiet oraz nowym, czesto celowanym
strategiom terapeutycznych, efekty leczenia s wciaz dalekie od oczekiwar. Zwiazane jest to gtdwnie z
wysokim zréznicowaniem raka piersi pod wzgledem obrazu klinicznego, morfologicznego oraz
molekularnego. Wybor metod leczenia w odpowiednich stopniach zaawansowania opiera si¢ na ocenie
klinicznej i patomorfologicznej, a stosowana terapia obejmuje leczenie chirurgiczne, radio- i
hormonoterapig, terapie biologiczng oraz systemowa chemioterapi¢ adjuwantowa i neoadjuwantowsa.
Poza leczeniem samego nowotworu, terapia uwzglednia réwniez dolegliwosci jakie dajg przerzuty, a
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takze dziatania niepozadane zwiazane z zastosowanym protokolem leczniczym np. niedokrwisto$é,
neutropeni¢ czy osteoporoze.

Na tym tle, w przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej, mgr Aleksandra Strzykalska
podjeta si¢ zbadania wptywu biologicznie aktywnej formy witaminy D (kalcytriolu) oraz jej analogu
(takalcytolu) na przebieg mysiego raka gruczotu sutkowego w kontekécie réznicowania limfocytow
Th17 przy udziale osteopontyny. Podjecie takiej tematyki badawczej zostalo wyczerpujaco
uzasadnione, albowiem niski poziom witaminy D w surowicy jest uwazany za czynnik ryzyka
zachorowania na raka piersi i ma réwniez znaczenie prognostyczne w tej grupie chorych. Z kolei,
podawanie kalcytriolu u kobiet w okresie po menopauzie stanowi obiecujaca strategi¢ w leczeniu raka
piersi z ekspresja receptoréw estrogenowych. Jednakze, ze wzgledu na ryzyko wywolania osteoporozy
u tych kobiet konieczna jest suplementacja wapnia, stad tez coraz powszechniejsze jest stosowanie
analogéw kalcytriolu, np. takalcytolu, ktére posiadajg podobng do witaminy D aktywnosé
przeciwnowotworowa, przy zredukowanym dzialaniu niepozadanym, zwigzanym z hiperkalcemis i
nasileniem osteoporozy. Rola samych limfocytéw Th17 w przebiegu raka piersi nie jest jednoznaczna.
Z jednej strony, komorki te biora udzial w procesach promujacych rozwéj guza, np. poprzez wptyw na
powstawanie mieloidalnych komérek supresorowych (MDSC) czy réznicowanie do limfocytow Treg,
a z drugiej, dzigki swojej plastycznosci moga ulegaé réwniez konwersji do limfocytéw Thl o
aktywnosci przeciwnowotworowej. Cho¢ pionierskie badania na tym polu prowadzone przez
Promotora Doktorantki wskazuja na odmienny wplyw kalcitriolu i jego analogéw na aktywno$é
limfocytow Th17 w przebiegu raka gruczolu sutkowego u myszy mtodych i w okresie post-
menopauzalnym, rola osteopontyny w tym procesie nie zostata w pelni wyjasniona. Wszystko to
sprawia, iz podjgty temat rozprawy doktorskiej jest istotny zaréwno ze wzgledow czysto
poznawczych, jak i w kontekscie aspektéw praktycznych, majac potencjalnie duze znaczenie
translacyjne. Warto§¢ naukows przeprowadzonych badafi dodatkowo potwierdza fakt ich
finansowania przez NCN w ramach projektu OPUS.

Rozprawa liczy 174 strony druku i posiada ukfad typowy dla prac doswiadczalnych.
Poprzedza jg streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz skrétéw uzytych w tekscie, a
zamyka suplement, zawierajacy dodatkowe ryciny.

Obszerny ,,Wstep” wprowadza czytelnika w problematyke podjetych badan, poczynajac od
charakterystyki i klasyfikacji raka gruczotu sutkowego. W kolejnych podrozdziatach Autorka
przedstawia epidemiologie i czynniki ryzyka raka piersi, szczegétowo omawia systemy klasyfikacji
tego nowotworu, opisuje proces przerzutowania i przytacza stosowane obecnie formy leczenia,
obejmujgce réwniez nowoczesne strategie immunoterapii. Dalej Autorka przechodzi do opisu
witaminy D, jej funkcji biologicznej i roli w rozwoju i leczeniu nowotworéw, aby nastepnie opisaé
osteopontyng i jej funkcje w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej, zwlaszcza w kontekscie
progresji choroby nowotworowej. Ostatni podrozdziat ,,Wstepu” dotyczy roli wybranych komoérek
uktadu odpornosciowego w progresji nowotworéw, ze szczeg6lnym uwzglednieniem roli limfocytow
Th17 i innych subpopulacji limfocytéw Th oraz limfocytéw Treg. Napisanie calej tej czgsci rozprawy
wymagato od Autorki duzo wysitku, gdyz dotyczylo réznorodnych zagadnien, ktérych zlozenie w
logiczng calos¢ nie byto tatwe. Doktorantka wywiazala si¢ z tego zadania bez zarzutu, a caly ,,Wstep”
posiada ogdlnie edukacyjny charakter, dodatkowo poparty czytelnymi i kolorowymi rycinami,
obrazujagcymi opisywane aspekty.

Zatozenia i cele pracy zostaly jasno sformutowane, a podjete w nich zadania byly niezwykle
ambitne. Doktorantka podjeta si¢ w nich bowiem oceny efektu przeciwnowotworowego kalcytriolu i
Jego analogu na wzrost, przerzutowanie i angiogeneze guzéw dwéch typoéw mysiego raka gruczotu
sutkowego, wywodzacych si¢ z komoérek linii 4T1, ktére po wszczepieniu daja in vivo model
odpowiadajacy IV stadium zaawansowania ludzkiego potréjnie ujemnego raka piersi; oraz z komérek
linii 67NR - dajacych in vivo model ludzkiego nieprzerzutujacego raka piersi. Warto zauwazy¢, iz
wybor takich modeli badawczych jest wazny dla aspektow translacyjnych podjetych badaf. W swojej
pracy Doktorantka zaplanowata réwniez zbadaé fenotyp limfocytéw Th17 i innych limfocytow T
CD4" w kontekscie ekspresji wybranych receptoréw dla osteopontyny w réznych tkankach chorych
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zwierzat, przeanalizowaé role tych receptoréw w rdznicowaniu limfocytow Th17 w obecnosci
witaminy D i jej analogu, a takze ocenié ekspresje wybranych gendéw istotnych w procesie proliferaciji
i roznicowania limfocytéw CD4* ogélnie oraz biatek kluczowych dla przebiegu tych proceséw, juz
wybidrezo, w samych limfocytach Th17. Wszystkie te badania Doktorantka zaplanowala wykonaé
zar6wno w grupach myszy mtodych, jak i 40-tygodniowych poddanych owariektomii, w modelu post-
menopauzalnym. W tym miejscu nalezy podkresli¢ ogrom zaangazowania Doktorantki w realizacje
tych zadan, gdyz tak obszernie postawione cele badawcze moglyby z powodzeniem staé si¢ podstawa
do realizacji kilku rozpraw doktorskich.

Kolejna czgs¢ pracy - ,Materialy i metody”, to dwudziestoszesciostronicowy opis metod
badawczych wykorzystanych w pracy, uzupelniony 13 tabelami i 2 rysunkami. Procedury
laboratoryjne s wlasciwie dobrane a ich opis, w znakomitej wigkszosci, szczegdtowy. Uwage zwraca
tu bardzo szeroki zakres zastosowanych metod badawczych, uwzgledniajacy réwniez techniki
molekularne wykorzystane do genotypowania zwierzat czy analizy ekspresji genow na poziomie
mRNA. Niektére z uzytych w badaniach metod to zaawansowane technologicznie, nowoczesne
techniki, jak np. metoda Jess Simple Western stuzaca do zautomatyzowanej oceny ekspresji biatek czy
technika obrazowania ultrasonograficznego, wykorzystana do oceny perfuzji guzéw nowotworowych.
W tej czgsci pracy pewien niedosyt pozostawia jednak opis procedur prowadzonych na zwierzetach,
poczawszy od braku danych o calkowitej liczbie zwierzat wykorzystanych do badafi, niejasnej
informacji o liczebnosci poszczegdlnych grup zwierzat, po brak opisu kontroli efektywnosci zabiegu
owariektomii. W tym kontekscie, przy tak wielowgtkowych badaniach, dla zobrazowania ich pelnej
koncepcji, w moim odczuciu pomocne bytoby wprowadzenie schematu przedstawiajacego wszystkie
grupy badane, ich liczebno$¢ i wykorzystanie na poszczeg6lnych etapach realizacji badan. W aspekcie
metodologii, bardzo interesowataby mnie réwniez informacja o kontrolach uzytych do badan metods
cytometrii przeplywowej, zwlaszeza tych stuzacych do oceny swoisto$ci wigzania poszczegdlnych
przeciwcial i tych pozwalajacych na weryfikacje zjawiska tzw. »Spillover spreading” pomiedzy
barwnikami fluorescencyjnymi. Z obowiazku recenzenta muszg tez zwroci¢ uwage na fakt, iz do
oceny zywotnosci komérek stosuje si¢ odpowiednie barwniki fluorescencyjne, a nie przeciwciata, jak
niewlasciwie Doktorantka zakwalifikowala Fixable Viability Dye eFluor 780. Dysonans jezykowy
budzg tez uzyte niekiedy skréty myslowe czy niezrecznodci stylistyczne, jak np. ,,zawarto$¢ probowki
przelewano do filtra”, ,komorki policzono przy uzyciu roztworu Trypan Blue” czy okreslenia
slangowe typu ,,pelet” i ,,supernatant”, zamiast polskich odpowiednikéw - ,,0sad” i ,»nadsacz”. Sg to
Jednak drobne mankamenty, ktore nie umniejszaja wartosci merytorycznej tej czgsci rozprawy.

Rozdziat ,,Wyniki”, to najobszerniejsza czesé pracy. Doktorantka na 46 stronach, z uzyciem
25 wykresow i 1 tabeli obszernie przedstawita rezultaty swoich badan. Ich uzupetnieniem jest
suplement, zawierajacy 9 dodatkowych rycin zamieszczonych na koticu rozprawy. Te cze$¢ pracy
Doktorantka rozpoczyna od oceny aktywnosci przeciwnowotworowej uzytych preparatéw kalcytriolu i
Jego analogu. Autorka zestawita uzyskane wyniki, poréwnujac wplyw badanych zwiazkéw na
wielkos¢ i unaczynienie guzéw oraz mase ciala myszy miodych i w modelu post-menopauzalnym w
trakcie trwania eksperymentu. W przypadku myszy w modelu post-menopauzalnym po owariektomii,
dodatkowg kontrole stanowily zwierzeta bez usunigtych jajnikéw, poddane tylko chirurgicznemu
nacieciu powlok ciata. W tym kontekscie zastanawiajace jest, dlaczego do pewnych analiz, np. oceny
zmian masy ciala zwierzat grupa ta zostala wlaczona, a do innych juz nie.

W dalszym etapie, Doktorantka przedstawita wyniki badan ex vivo, poczynajac od analizy
parametréw morfologii krwi. Juz to podstawowe badanie pozwolito na zaobserwowanie istotnych
roznic w sktadzie ilosciowym leukocytéw krwi, dokumentujac u myszy z guzami 4T1 bardzo wyrazng
leukocytozg, spowodowang gléwnie wzrostem liczby krazacych granulocytéw i monocytow. Zmiany
te wystepowaly zaréwno u zwierzat mlodych, jak i w modelu post-menopauzalnym, a podawanie
witaminy D lub jej analogu wartosci tych parametrow jeszcze zwigkszato. W rozprawie nie
doszukatem si¢ jednak interpretacji tego zjawiska w kontekscie Jjego potencjalnego znaczenia dla
odpowiedzi przeciwnowotworowej organizmu. Podczas obrony pracy chetnie wigc poznam opinie
Doktorantki na ten temat.
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Dalej, Doktorantka przedstawita wyniki analiz wptywu podawanej witaminy D lub Jjej analogu
na wybrane parametry biochemiczne osocza, w tym poziom aminotransferaz oraz oceny aktywnosci
przeciwprzerzutowej tych preparatéw u myszy z rakiem 4T1. W tym ostatnim aspekcie Doktorantka
oceniata liczbg przerzutéw nowotworowych w odlegtych narzadach (watroba, $ledziona, ptuca, mozg,
szpik kostny) oraz badata potencjat komérek 4T1 z tych narzadéw do tworzenia kolonii. Uzyskane
wyniki wykazaly zmniejszong hepatotoksycznoéé takalcytolu w poréwnaniu z witaming D oraz
potwierdzily dziatanie hamujace obu preparatéw na powstawanie odleglych przerzutéw u myszy z
nowotworem typu 4T1 (tu jednak skutecznos¢ witaminy D byta wyzsza).

Kolejny podrozdziat przedstawia wyniki oceny fenotypowej limfocytéw T CD4* w tkankach
zwierzat z rakiem gruczolu sutkowego, traktowanych witaming D badZ jej analogiem. Wyniki te
wskazuja, iz w obrebie guza nowotworowego i phuc odsetek limfocytéw T CDA4+ istotnie wzrastat po
podaniu tokalcytolu, a po podaniu witaminy D efekt taki zaobserwowano jedynie w tkance plucne;j.
Do tego fragmentu rozprawy mam jednak dwie uwagi. Po pierwsze, nie wszystkie limfocyty T CD4*
to limfocyty pomocnicze, jak podaje tu Doktorantka. Populacja ta obejmuje bowiem réwniez
limfocyty Treg, ktérych dzialanie jest zgola inne i z pewnoscia wystepuja one w badanych tkankach,
co zresztg dokumentuje sama Doktorantka nieco dalej na Rycinie 24. Zapewne do opisanych tu badan
Doktorantka uzyta komérek od zmodyfikowanych genetycznie myszy z ekspresja biatka zielone;j
fluorescencji (GFP) znajdujgcego si¢ pod kontrola promotora dla mysiego czynnika FoxP3, co
pozwolito na eliminacj¢ z analizy cytofluorymetrycznej limfocytéw Treg. Dla klarownosci przekazu,
informacja ta powinna jednak byla by¢ podana na schemacie analizy (Rycina 17A) oraz w opisie tych
wynikéw. Druga uwaga ma charakter metodyczny i dotyczy sposobu identyfikacji limfocytéw T CD4*
w materiale tkankowym metodg cytometrii przeptywowej. Na przedstawionym schemacie zabraklo mi
etapu wyodrebnienia do analizy tylko leukocytéw, np. w oparciu o ekspresje antygenu CD45. W
konsekwencji, nie jest jasne w jakim stopniu populacja limfocytarna, identyfikowana w materiale
tkankowym jedynie na podstawie parametréw morfologicznych (dot-plot 1.) jest ,.kontaminowana”
innymi niz limfocyty komoérkami, o podobnych do nich wartoéciach parametréow Forward i Side
Scatter (FSC i SSC). Jest to dos¢ istotny aspekt, gdyz finalnie moze powodowaé zanizenie wartosci
odsetkowych badanych populacji limfocytow.

W kolejnym podrozdziale Doktorantka drobiazgowo przedstawita wyniki analiz ekspresji
receptorow dla osteopontyny na powierzchni limfocytéw T CD4* w réznych tkankach u myszy z
rakiem 4T1, traktowanych witaming D lub jej analogiem. Zadanie to bylo bardzo pracochtonne
bowiem Doktorantka podjeta sig tutaj zbadania ekspresji 4 znanych receptoréw dla osteopontyny i to
zarowno w modelu przed- jak i post-menopauzalnym. Liczba przebadanych tu prébek zostala
dodatkowo zmultiplikowana réznorodnym materiatem tkankowym wykorzystanym do tych oznaczen
— Sledziona, pluca, guz, wezly chionne i krew. Przedstawione wyniki wskazujg na niewielki wptyw
witaminy D i jej analogu na ekspresje tych receptoréw na limfocytach T CD4" — istotne statystycznie
zmiany odnotowano w odniesieniu do ekspresji CD29 i CD51 na limfocytach w tkance guza po
traktowaniu zwierzat takalcytolem w modelu post-menopauzalnym, CD29 i CD44 na limfocytach w
krwi po traktowaniu witaming D w modelu post-menopauzalnym oraz CD44 na limfocytach w
sledzionie w modelu przed menopauzalnym.

W dalszej czgdei tego rozdziatu Doktorantka przedstawia wyniki badan oceniajacych wplyw
kalcytriolu i takalcytolu na poziom limfocytéw Th17 i Treg w roznych tkankach w obu typach raka
gruczotu sutkowego u myszy mtodych i w modelu post-menopauzalnym. Populacje Th17 Doktorantka
identyfikowala na podstawie cytoplazmatycznej produkcji IL-17 po stymulacji komérek danej tkanki
PMA z jonomycyna w obecnosci brefeldyny A. Interesujaca jest tu obserwacja wyraznego wzrostu
odsetka limfocytow Th17 w tkance guza 4T1 po podaniu witaminy D u zwierzat w modelu post-
menopauzalnym. Nalezy zalowaé, iz nie udalo si¢ uzyskaé odpowiednie] liczby komoérek do
przeprowadzenia analogicznej oceny w materiale z guzéw myszy miodych. Licze, iz w czasie obrony
Doktorantka poda potencjalne przyczyny takiego stanu rzeczy. W kontekscie tych wynikéw
zastanawia mnie réwniez, jak obecno$¢ w hodowli réznych typow komorek z badanych tkanek i ich
produktéw, w tym cytokin oraz samej witaminy D lub jej analogu moze wplywaé na poziom
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limfocytéw Th17? Wprowadzenie dodatkowej kontroli w postaci probek niestymulowanych PMA z
Jjonomycyng mogloby rzuci¢ nieco wiecej $wiatla na ten aspekt. Kwestig te pozostawiam jednak
otwartg do przedyskutowania podczas obrony pracy.

W przypadku limfocytéw Treg, byly one identyfikowane w oparciu o ekspresje ,,zielonego”
czynnika FoxP3 oraz obecno$é antygenu CD25, a ich odsetek istotnie si¢ obnizyl w krwi zwierzat z
nowotworem 4T1 w modelu post-menopauzalnym po podaniu witaminy D oraz ich weztach
chlonnych po podaniu takalcytolu.

Kolejne podrozdzialy Doktorantka poswiecita opisowi analiz wplywu witaminy D i jej
analogu na ekspresje wybranych genéw, kluczowych dla réznicowania limfocytow T CD4" oraz
ekspresji bialek szlakow sygnatowych istotnych dla réznicowania Jjuz samych limfocytow Th17.
Analizy te zostaly poprzedzone wynikami oceny czystosci izolowanych ze §ledzion limfocytéw T
CD4". lIzolacje te przeprowadzano metoda sortowania magnetycznego z wykorzystaniem selekcji
pozytywnej, a przedstawione dane wskazuja na duze zanieczyszczenie limfocytéw T CD4", zaréwno
komoérkami pochodzenia nowotworowego, jak i innymi leukocytami. Doktorantki powinna
ustosunkowa¢ si¢ do tej kwestii i przedyskutowaé potencjalny wplyw tej relatywnie niskiej czystosci
komorek CD4" na wyniki ekspresji badanych genéw i bialek wybranych szlakéw sygnatowych.

Ostatnie podrozdzialy tej czesci rozprawy zostaly poswigcone wynikom analiz stezenia
aktywnej formy witaminy D, naczyniowo-$rédbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF) i osteopontyny.
Zwiazki te oznaczano w osoczu zwierzat z nowotworami 4T1 lub 67NR w modelu przed- i post-
menopauzalnym po podaniach kalcytriolu lub takalcytolu. Doktorantka wykazata tu istotnie WyZSze
stezenie witaminy D w osoczach zwierzgt, ktérym byta ona podawana, co potwierdza jej dobre
wehfanianie z przewodu pokarmowego w tej grupie zwierzat. Dodatkowo, we wszystkich grupach
zwierzat z nowotworami, bez podawania witaminy D lub Jjej analogu stwierdzono wyzsze stezenie
osteopontyny w osoczu. Poziom osteopontyny dodatkowo mierzono w nadsaczach z hodowli zaréwno
komoérek CD4", jak i wyindukowanych in vitro limfocytéw Th17 od myszy z rakiem 4T1 w modelu
przed- i post-menopauzalnym, po stymulacji PMA i jonomycyng. W odniesieniu do tych analiz nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomigdzy badanymi grupami.

Na zakonczenie tego wielowatkowego rozdziatu Doktorantka przedstawita wyniki wskazujace
na istotng rol¢ wybranych receptordw dla osteopontyny, tj. CD44, CD51 i CD29 w procesie
roznicowanie sledzionowych limfocytéw T CD4* do indukowanych komérek Th17 (iTh17) oraz dalej,
w kierunku limfocytéw Thl u myszy z guzem 4T1 w modelu przed- i post-menopauzalnym, w
kontekscie uzycia witaminy D i jej analogu. Dane te moga byé podstawa do opracowania przysztych
nowych form immunoterapii nowotworéw, nakierowanych na réznicowanie limfocytow Th17 w
kierunku limfocytéw Thl.

W ,,Podsumowaniu wynikéw” Doktorantka zwiezle rekapituluje rezultaty swoich badan z
poszczegblnych etapéw ich realizacji. Moja drobna uwaga dotyczy wniosku nr 2 z badan nad
toksycznoscia zastosowania kalcytriolu i takalcytolu, w kontekscie ich wplywu na skilad ilosciowy
leukocytow — zaobserwowane zmiany ilosciowe wystepowaly w pelnej krwi a nie osoczu, jak pisze
Doktorantka — osocze pozbawione jest bowiem elementéw morfotycznych. Nie moge jednak zgodzi¢
si¢ ze sformutowaniami odnoszacymi si¢ do zmian ekspresji IL-17 w limfocytach T CD4* oraz
receptoréw dla osteopontyny na tych komérkach pod wptywem witaminy D lub Jjej analogu. Zmianie
ulegal bowiem odsetek (poziom) komoérek produkujacych IL-17 oraz posiadajacych na swojej
powierzchni receptory dla osteopontyny, a nie ekspresja samych biatek, jak konkluduje Doktorantka.
O zmianach ekspresji danego bialka moglibysmy méwi¢ w aspekcie analiz cytometrycznych jedynie
na podstawie poréwnania $redniej intensywnosci fluorescencji (MFI) badanych komorek, ktora jednak
nie byla tu oceniana.

Ze swej strony pragne podkresli¢ ogromny wysitek Doktorantki wlozony w wykonanie i
przeanalizowanie wynikéw tak szeroko zakrojonych badan. Ze wzgledu na ich mnogo$¢ i stopien
skomplikowania nie zawsze udalo si¢ je odpowiednio zrealizowaé, chociazby w kontekscie doboru
whasciwych ukladéw kontrolnych. Sporo do zyczenia pozostawiajg tez aspekty analizy
cytofluorymetrycznej. Mimo tych mankamentéw, wyniki przedstawionych badan dostarczaja
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wartosciowych obserwacji dotyczacych wplywu witaminy D i jej analogu na réznicowanie
limfocytéw Th17 przy udziale osteopontyny u myszy z rakiem gruczotu sutkowego, zaréwno w
modelu przed-, jak i post-menopauzalnym. Wthasciwe ich wyselekcjonowanie i zestawienie z
pewnoscig zaowocuje dobrymi publikacjami z tej tematyki.

Na uznanie zastuguje réwniez ,,Dyskusja”. W tej czesci rozprawy, Doktorantka wykazata si¢
bardzo dobra znajomoscig przedmiotu i wnikliwie ustosunkowala sie do uzyskanych wynikow w
kontekscie literatury, biorgc réwniez pod uwage istotny dorobek w tym zakresie Zespotu swojego
Promotora. Autorka przekonujaco uzasadnia wybér modelu badawczego z uzyciem komoérek dwoch
roznych typoéw raka gruczotu sutkowego oraz modelu przed- i post-menopauzalnego raka piersi. Na tle
pismiennictwa Swiatowego dyskutuje celowo$é zastosowania kalcytriolu i jego analogu w leczeniu
tego nowotworu. Autorka podkresla odmienny status immunologiczny, a tym samym rdzng
odpowiedz na stosowane kalcytriolu lub jego pochodnych organizméw miodych i w wieku post-
menopauzalnym. Odmienne funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego w zaleznosci od wieku w rézny
sposob wptywa réwniez na ksztattowanie srodowiska guza. W tym kontekscie Doktorantka odnosi si¢
do przebiegu choroby w wybranych przez siebie modelach, przytacza role osteopontyny i jej
receptorow komoérkowych oraz populacji limfocytéw Treg i Thl7 w réznych jednostkach
chorobowych ze szczegdlnym odniesieniem do raka piersi i dyskutuje ja w kontekscie wlasnych
wynikéw i wezesniejszych badaf Zespohu.

Rozprawe podsumowuja 2 schematy oraz tabela, obrazujace wptyw kalcytriolu i takalcytolu
na oceniane parametry w obu badanych typach raka gruczotu sutkowego w modelu przed- i post-
menopauzalnym, oraz jasno sformutowane ,,Wnioski” koficowe. Spis Tabel i Rycin poprzedza liste
pismiennictwa, ktéra obejmuje 317 pozycji starannie dobranych publikacji. Sposréd tych cytacji,
szereg odnosi si¢ do artykutéw opublikowanych przez Promotora Doktorantki, ktorego dorobek na
tym polu badan jest nie do przecenienia. Calo$¢ rozprawy zamyka Suplement, zawierajacy 9
dodatkowych rycin, pomocnych do zilustrowania odpowiednich fragmentow wynikow badan.

Na zakonczenie swojej recenzji pragng podkresli¢, iz dysertacja doktorska mgr Aleksandry
Strzykalskiej prezentuje wyniki oryginalnych badan i jest interesujgca, tak z naukowego, jak i
potencjalnie translacyjnego punktu widzenia. Przedstawione badania sg logiczng kontynuacjg
zainteresowan naukowych Promotora Doktorantki na tym polu i stanowig istotny wkiad dla
racjonalnego stosowania witaminy D i jej analogéw w terapii raka piersi. Osobiscie jestem
zwolennikiem prezentacji rozprawy doktorskiej wiasnie w formie monografii. W przeciwienstwie do
zbioru publikacji, tzw. ,,spinki”, taka forma daje bowiem recenzentowi mozliwosé przesledzenia
roznych aspektéw podjetych przez doktoranta badan. Zwykle, znaczna ich czg$¢ nie bedzie
przedmiotem publikacji, ale ich prezentacja daje catosciowy obraz zakresu zaplanowanych badan oraz
zaangazowania samego doktoranta. W tym konkretnym przypadku, Doktorantka wykazata si¢ wrecz
tytaniczng praca, a ilo$¢ zebranych przez Nig danych jest olbrzymia i jestem przekonany, iz po
odpowiednim ich wyselekcjonowaniu bedg one podstawg dla wartosciowych publikacji.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art.187 ust.1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. 2023 r. poz. 742
z pozn.zm.). W zwiazku z powyzszym, zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu z wnioskiem
o dopuszczenie mgr Aleksandry Strzykalskiej do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia
doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych, w dyscyplinie nauki biologiczne.
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