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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Strzykalskiej
zatytutowanej , Zaleiny od wieku wptyw kalcytriolu i takalcytolu na réznicowanie
limfocytow Th17 przy udziale osteopontyny w mysim raku gruczotu sutkowego”
wykonanej w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej
Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu
pod kierunkiem promotorow
prof. dr hab. Joanny Wietrzyk oraz dr inz. Mateusza Psurskiego

1. Podstawa formalno-prawna opracowania recenzji

Przedmiotem recenzji jest dysertacja doktorska Pani mgr Aleksandry Strzykalskiej,
pt. ,Zalezny od wieku wptyw kalcytriolu i takalcytolu na réznicowanie limfocytow Th17 przy
udziale osteopontyny w mysim raku gruczotu sutkowego”. Promotorami rozprawy jest Pani
prof. dr hab. Joanna Wietrzyk i Pan dr inz. Mateusz Psurski Matkowski.

Podstawa formalng opracowania recenzji jest pismo z dnia 30 pazdziernika 2024r.
(RN-96/2024) Pana Dyrektora Instytutu, prof. dr hab. Andrzeja Gamiana, w sprawie
powierzenia mi oceny rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Strzykalskiej, w oparciu o
uchwate Rady Naukowej Instytutu podjetej 10 pazdziernika 2024 roku.

Recenzja ma na celu ustalenie, czy rozprawa spetnia wymogi okreslone w art. 187 ust.
1-4 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce (Dz. U. z 2023 poz. 742 z pdzn. zm.). Ocene
korncowa oparto na nastepujgcych kryteriach: wybdr problemu badawczego i tematu
rozprawy, cele i hipotezy badawcze, metodyka badan, uktad tresci oraz zawartos¢ formalna i
merytoryczna pracy.

2. Formalna ocena pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma konwencjonalny oraz logiczny uktad
i spetnia wymagania stawiane dysertacjom doktorskim o charakterze eksperymentalnym.
Zostata napisana klarownym i poprawnym jezykiem. W wiekszosci rozdziatéw wydzielono
liczne, trafne z merytorycznego punktu widzenia, podrozdziaty. Rozprawa liczy 194 strony i
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skfada sie z nastepujacych rozdziatéw: Streszczenia w jezyku polskim i angielskim (4 strony),
Wykazu skrétow (3 strony), Wstepu (35 stron), Zatozen i celéw pracy (1 strona), Materiatow i
metod (25 stron), Wynikéw (47 stron), Podsumowania wynikdw (3 strony), Dyskusji (18
stron), Wnioskow (1 strona), Bibliografii (27 stron, 317 pozycji). Zamieszczono rowniez: spis
tabel i rycin (facznie 4 strony, 38 rycin, 16 tabel) oraz suplement (7 stron, 92 rycin), co
utatwia lekture pracy oraz wzbogaca jg o graficzne przedstawienie dodatkowych wynikéw.
Ponadto, Doktorantka zamiescita informacje o zrodtach finasowania badan (projekt NCN pt.
,Udziat osteopontyny we wptywie kalcytriolu i takalcytolu na réznicowanie komérek Th17 u
mtodych i starych myszy obarczonych rakiem gruczotu mlekowego”, nr 2019/35/B/NZ5/01).
Zbrakto natomiast informacji o publikacji wynikéw uzyskanych przez Doktorantke oraz
informacji o wspoétfautorstwie publikacji innych niz wynikajacych z realizacji prac w ramach
rozprawy doktorskiej. Nalezy takze zaznaczy¢, ze przygotowanie wykazu skrotow w
kolejnosci alfabetycznej znacznie utatwitoby korzystanie z niego. Dodatkowo, nie wszystkie
skroty uzyte w pracy zostaty uwzglednione w ww wykazie (np.: CRE).

3. Ocena wartosci merytorycznej

Doktorantka w swojej pracy podjeta sie préby oceny wptywu kalcytriolu i jego
analogu - takalcytolu, na tempo wzrostu guzéw piersi, ich zdolno$¢ do przerzutowania a
takze proces angiogenezy. Ponadto, Doktorantka dokonata charakterystyki odpowiedzi
immunologicznej Th17 i Treg w organizmach myszy w trakcie progresji raka gruczotu
sutkowego, traktowanych kalcytriolem i takalcytolem. Badania skupity sie szczegdlnie na
wplywie tych zwigzkéw na ekspresje receptoréw dla osteopontyny i ich roli w procesie
réznicowania limfocytéw, a takze na ich regulowaniu ekspresji gendw i biatek istotnych w
procesach proliferacji i réznicowania limfocytéw T. Podjeta przez Doktorantke tematyka
badawcza jest niezmiernie wazna z punktu widzenia zrozumienia potencjafu
terapeutycznego kalcytriolu i jego analogéw w zaleznosci m.in. od statusu menopauzalnego.
Jest to takze niezmiernie aktualny temat, gdyz w ostatnich latach coraz wigksza wage
przyktada sie do holistycznego traktowania procesu nowotworowego, uwzgledniajgcego
m.in. mikro$rodowisko guza nowotworowego i oddziatywanie komdrek nowotworowych z
komorkami  prawidtowymi, np.: fibroblastami i limfocytami, a w swoich badaniach
Doktorantka skupia sie wtasnie na uktadzie immunologicznym, szczegdlnie komorkach Treg i
Th17, ktérych rola w progresji nowotworow wecigz jest nie jest do kornca poznana.
Doktorantka w dysertacji takze zwraca uwage na wielokierunkowos¢ dziatania tych
limfocytdw oraz na ztozony mechanizm regulacji ich dziatania pod wptywem kalcytriolu i
takalcytolu. Uwazam, ze badania, ktorych realizacji podjeta sie Doktorantka poszerzajg
wiedze w zakresie potencjatu terapeutycznego kalcytriolu i takalcytolu i/lb modulacji
odpowiedzi immunologicznej przez te zwigzki u pacjentek z nowotworami piersi w zaleznosci
od statusu menopauzalnego.

We Wstepie Doktorantka przedstawita przeglad literatury zwigzanej z zagadnieniami
poruszanymi w pracy. Rozdziat ten jest stosunkowo obszerny, bardzo dobrze napisany od
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strony merytorycznej, jak i stylistycznej i pokazuje znajomos¢ literatury przedmiotu
Doktorantki. Szczegdétowo zostaty przedstawione zagadnienia zwigzane z charakterystyka
nowotwordéw piersi, uwzgledniajgcg epidemiologia, klasyfikacje i nowoczesne terapie
stosowane w leczeniu tych nowotworéw. Doktorantka osobne podrozdzialy poswigcita:
mechanizmom dziatania witaminy D, jej analogom oraz roli witaminy D w karcynogenezie, w
tym karcynogenezie guzow piersi, znaczeniu osteopontyny w regulacji odpowiedzi
immunologicznej, a takze roli komérek uktadu immunologicznego, szczegdlnie limfocytow
Treg i Th1l7 w progresji nowotworow. Rozdziat ten wzbogacony zostat przez 8 rycin
opracowanych przez Doktorantke. W czasie lektury tego rozdziatu nasunegty mi sig
nastepujgce uwagi:

-zabrakto informacji alternatywnych szlakow metabolizmu witaminy D, szczegdlnie szlakow
w ktore zaangazowany jest CYP11A1, a takze na temat pochodnych witaminy D,
powstajgcych w tych szlakach, ktore wykazujg wysoka aktywnosc biologiczna; wprawdzie
Doktorantka wspomina o analogach witaminy D, ale jedynie w kontekscie syntezy analogow
do zastosowan terapeutycznych;

-podobnie, zabrakto informacji na temat informacji na temat alternatywnych receptoréw dla
witaminy D (ROR alfa i ROR gamma), ktore sg rowniez badane przez Doktorantke w
kontekscie modulacji dziatania komérek uktadu immunologicznego, szczegdlnie limfocytow
Th17.

Pomimo powyzszych uwag, uwazam, ze dane zawarte w tym rozdziale sa
przedstawione w sposdb zrozumialy i stanowig dobrze przygotowane teoretyczne
wprowadzenie oraz uzasadnienie do podjetej w badaniach naukowych tematyki.

Jako osobny rozdziat wyodrebniono Zatozenia i cele pracy, ktére obejmowaty
scharakteryzowanie:

- efektu przeciwnowotworowego kalcytriolu i takalcytolu poprzez okreslenie ich
wplywu na wzrostu guzow, proces przerzutowania i angiogenezy w dwoch modelach raka
piersi u myszy;

- odpowiedzi immunologicznej Th17 i Treg w progresji raka gruczotu sutkowego u
myszy traktowanych kalcytriolem i takalcytolem, z uwzglednieniem oceny fenotypowej
populacji limfocytéw Th17 oraz ekspresji wybranych receptorow dla osteopontyny;

- wptywu kalcytriolu i takalcytolu na ekspresje gendéw i biatek kluczowych w
procesach proliferacji i réznicowania limfocytéw Th17;

- roli receptorow dla osteopontyny w réznicowaniu limfocytéw Th17 pod wptywem
kalcytriolu i takalcytolu w modelu raka gruczotu sutkowego.

O ile cele gtdéwne i posrednie ocenianej dysertacji zostaty opisane poprawnie, o tyle
zatozenia/hipotezy pracy w mojej ocenie nie zostaty przedstawione. Nie zmienia to jednak
faktu, ze podejmowana tematyka badawcza i postawione cele badawcze reprezentuja wazne
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badania naukowe, ktére pozwalaja na lepsze zrozumienie wptywu kalcytriolu i takalcytolu na
proces progresji nowotworu piersi w zaleznosci od statusu menopauzalnego, modulacje
odpowiedzi immunologicznej, szczegdlnie limfocytéw Th17 oraz limfocytéw supresorowych
Treg. Ponadto, choé¢ Doktorantka tego nie wskazuje bezposrednio, zaplanowane
doswiadczenia réwniez wpisujg sie w nurt poszukiwan nowych terapii. Doktadne poznanie
mechanizméw regulacji dziatania komdrek uktadu immunologicznego by¢ moze pozwoli na
rozwadj terapii przeciwnowotworowych opartych na witaminie D lub jej analogach.

Rozdziat Materiaty i metody zostat podzielony na 5 podrozdziatow i zawiera opis
uzytych odczynnikéw, charakterystyke uzytych linii komdrkowych, opis uzytych zwierzat
doswiadczalnych wraz z zaplanowanymi i przeprowadzonymi badaniami in vivo oraz ex vivo
Doktorantka rowniez w sposob graficzny przedstawita schemat zaplanowanych na danym
materiale tkankowym badan. Na uwage zastuguje szeroki wachlarz uzytych metod
eksperymentalnych, w tym technik opartych na modelu zwierzecym, na ustalonych liniach
komarkowych, technik biologii molekularnej, takie jak RT-PCR, immunofenotypowanie przy
uzyciu cytometrii przeptywowej. Nalezy zaznaczy¢, ze doswiadczenia zostaty dokfadnie
zaplanowane, z uwzglednieniem odpowiednich kontroli, np.: kontroli ,,sham”, co pozwolito
na ocene rzeczywistego wptywu badanych zwigzkéw na wzrost guzow czy przerzutowanie.
Dodatkowo, Doktorantka do badan wprowadzita takze modele mysie przed- i
pomenopauzalne, co takze stanowi dodatkowg wartos¢ uzyskanych wynikéw. Nalezy
podkresli¢, ze Doktorantka zaznaczyta ktére badania wykonywata we sama lub wspétpracy, a
ktore byty zlecane jednostkom zewnetrznym.

Wszystkie metody zostaty zastosowane prawidtowo, cho¢ nasuneto sie pytanie o
dawke/stezenie rozpuszczalnika podawanego zwierzetom.

W rozdziale Wyniki, podzielonym na tematyczne podrozdziaty, Doktorantka dokonata
omoéwienia rezultatow wynikéw przeprowadzonych badan dotyczacych analizy wptywu
kalcytriolu i takalcytolu na wzrost guzéw, mase ciata myszy, angiogeneze, zdolnosci do
przerzutowania, a takze na parametry morfologiczne i biochemiczne krwi oraz fenotyp
limfocytéw Treg i Th17. Dosy¢ obszerny opis i graficzng prezentacje uzyskanych wynikéw
Doktorantka zakoriczyta dodatkowym rozdziatem - Podsumowaniem wynikéw, w ktérym, w
sposob systematyczny, wypunktowata najwazniejsze uzyskane wyniki. Lektura tej czesci
dysertacji obrazuje ogrom pracy, jaki Doktorantka wtozyta w realizacje badan oraz ich analize
i graficzne przedstawienie.

Za najciekawsze, w mojej ocenie, nalezy uznac wyniki in vivo oraz ex vivo wskazujgce
na zréznicowane dziatanie kalcytriolu i takalcytolu na badane modele guzéw sutka. Wyniki te
pokazaty, ze komodrki nowotworowe w modelu przedmenopauzalnym cechujg sie inng
wrazliwoscig na dziatanie badanych zwigzkow w poréwnaniu do modelu pomenopauzalnego,
w ktérym odnotowano spadek liczby przerzutéw do ptuc po traktowaniu kalcytriolem oraz
do watroby po traktowaniu kalcytriolem i takalcytolem (model 4T1) oraz spadek wartosci PE
po traktowaniu takalcytolem (model 67NR). Powyzsze obserwacje wskazujg, iz potencjalne
rozbieznosci w badaniach epidemiologicznych dotyczgcych dziatania witaminy D moga miec
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m.in. zrodfo w statusie menopauzalnym pacjentek, a takze, ze pacjentki w okresie
pomenopauzalnym mogg odnie$¢ potencjalnie wiekszg korzys¢ z terapii opartych na
witaminie D. Rowniez profilowanie odpowiedzi immunologicznej zalezne byto od statusu
menopauzalnego, co takze wskazuje na koniecznos$¢ jego uwzglednienia w planowanych
badaniach i opracowywanych terapiach, nie tylko hormonalnych, a co Doktorantka réwniez
podkreslita w dyskusji oraz wypunktowata we Wnioskach (,,w modelu przedmenopauzalnym
raka 4T1, populacja Th17 pod wptywem leczenia witaming D3 zyskuje charakter
pronowotworowy. W modelu pomenopauzalnym dominuje populacja Th1l7 o charakterze
przeciwnowotworowym, a populacja pronowotworowych komérek Treg obniza sie”,
ykalcytriol i takalcytol wyciszajg odpowiedz ze strony komodrek Treg, jednoczesnie
zwiekszajgc udziat populacji Th17 w pomenopauzalnym modelu 4T1. W przypadku
traktowania myszy obarczonych rakiem gruczotu sutkowego 4T1 kalcytriolem, zwiekszeniu
udziatu komorek Th17 oraz obnizeniu liczby komérek Treg towarzyszy zahamowanie
tworzenia przerzutéw do watroby i ptuc po zastosowaniu kalcytriolu”).

Po rozdziale prezentujagcym uzyskane wyniki Doktorantka zamiescita Dyskusje, w
ktérej skonfrontowata uzyskane wyniki z danymi literaturowymi z zakresu tematycznego
poruszanego w ocenianej pracy, m.in. w kontekscie wptywu kalcytriolu i/lub takalcytolu na
wzrost guza, immunosupresje i fenotyp limfocytéw. W tym rozdziale Doktorantka dodata
rowniez graficzng prezentacje uzyskanych wynikdw w zakresie leczenia kalcytriolem i
takalcytolem na parametry zwigzane z procesem nowotworowym oraz populacje limfocytow
Th17 i Treg, co znacznie utatwia poruszanie sie w zawitosciach uzyskanych wynikéw,
podobnie jak tabelarycznie zostaty przedstawione wyniki wptywu blokowania
poszczegdlnych receptoréow dla osteopontyny na rdznicowanie limfocytéw Th17 i Thil.
Wprawdzie uzyskane wyniki sg dyskutowane tylko z kilkoma publikacjami, zwfaszcza biorac
pod uwage ogdlng liczbe cytowanych artykutow, ale nalezy uwzglednic¢ dosy¢ szczegodlny cel
projektu ukierunkowany na okre$lone modele nowotworéw, profilowanie ukfadu
immunologicznego oraz testowane zwigzki.

Majgc na uwadze uzyskane wyniki chciatabym dodatkowo prosi¢ Doktorantke o
przedstawienie plandw lub perspektyw dalszych badan.

Podsumowujac, praca napisana jest dojrzatym i poprawnym jezykiem, jest
przygotowana dokfadnie i estetycznie. Ryciny i tabele sg adekwatne do tresci rozdziatow, na
ogot dobrej jakosci, przejrzyste i zawierajg wiele cennych informacji.

4. Ocena koncowa

Przedstawione wyniki pracy doktorskiej Pani Aleksandry Strzykalskiej stanowig istotny
wktad w scharakteryzowanie wptywu kalcytriolu i jego analogu — takalcytolu na biologie raka
piersi. Sposdb zaplanowania i przeprowadzenia badan, przedstawienia podstaw
teoretycznych podjetego problemu badawczego, sposdb prezentacji oraz interpretacja
wynikow dowodzg, ze Doktorantka ma nie rozlegtg wiedze dotyczacq przedmiotu badan, a
takze umiejetnos¢ analizy uzyskanych wynikdw. Kandydatka wykazata znaczace
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doswiadczenie w planowaniu i prowadzeniu prac badawczych. Autorka zastosowata wiele
metod eksperymentalnych i odpowiednio zinterpretowata uzyskane wyniki, co potwierdza
Jej naukowg dojrzato$é. Moje uwagi i komentarze rowniez drobne usterki redakcyjne, btedy
stylistyczne, literowe, czy drobne btedy przy bazie bibliograficznej, ktorych nie
zamieszczatam w niniejszej recenzji, nie podwazajg wysokiej wartosci pracy. W mojej ocenie
Doktorantka w petni rozwigzata oryginalny problem badawczy, jaki przed soba postawita.

5. Wniosek koncowy

Uwazam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Aleksandry
Strzykalskiej pt. ,Zaleiny od wieku wptyw kalcytriolu i takalcytolu na réinicowanie
limfocytow Th17 przy udziale osteopontyny w mysim raku gruczotu sutkowego” spetnia
wszelkie wymagania okreslone spetnia wymogi okreslone w art. 187 ust. 1-4 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 poz. 742 z pdzn. zm.). W zwigzku z powyzszym
przedktadam Radzie Naukowej Instytutu wniosek o dopuszczenie mgr Aleksandry
Strzykalskiej do dalszych etapdéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Kierownik
KateizBiologii Czlowieka
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