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Nowotworem, ktory najczesciej dotyka kobiety i stanowi blisko 25% wszystkich przypadkow
nowotworoéw na swiecie jest rak gruczotu sutkowego. Wedtug WHO, nowotwor ten plasuje sie na
pigtym miejscu jako przyczyna $mierci z powodu choroby nowotworowej. Wsrod licznych
czynnikow ryzyka zachorowania na raka gruczotu sutkowego wymienié¢ nalezy: pte¢ zenska, wiek
powyzej 50 roku zycia, dodatni wywiad rodzinny i/lub nosicielstwo zmian genetycznych (gltéwnie
mutacji w genach supresorowych), podwyzszone st¢zenie estrogendow, spozywanie odzwierzecych
thuszczow nasyconych i alkoholu oraz otyto$¢. Sugeruje si¢ natomiast, ze karmienie piersig i
spozywanie ubogo-ttuszczowych produktéw mlecznych oraz pokarméw zawierajacych wapn i
witamine D moze chroni¢ przed zachorowaniem na ten typ nowotworu. W kontekscie tematu
rozprawy doktorskiej uwage zwraca otytos$¢ i witamina D. Otylos¢, ktora jest zrodtem przewlektego
stanu zapalnego sprzyja powstawaniu zmian nowotworowych, gdyz przerosnigte komorki
thuszczowe wraz z naciekajacymi je komorkami, w tym uktadu odpornosciowego, wydzielaja
cytokiny prozapalne, adipokiny i czynniki proangiogenne. Tak powstate warunki sprzyjaja
namnazaniu komorek nowotworowych i ich przerzutowaniu. Dodatkowo, czynniki wydzielane przez
komorki nowotworowe zaburzajg rownowage pomiedzy przeciw-nowotworowymi i pro-
nowotworowymi wtasciwosciami komorek uktadu odpornosciowego. Z kolei, witamina D3 znana
jest ze swoich immunomodulujacych wlasciwosci, a jej przeciwnowotworowe dziatanie jest
przedmiotem intensywnych badan. Rowniez w tym obszarze prowadzone sg badania w Instytucie
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we
Wroctawiu. Badania przedstawione w rozprawie doktorskiej Pani Martyny Stachowicz-Suhs byty

realizowane w ramach projektu pt.” Wplyw witaminy D na makrofagi i fibroblasty towarzyszace
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nowotworom gruczotu piersiowego” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki i zostaty
czesciowo opublikowane w dwoch pracach oryginalnych w czasopismach o wysokim Impact Factor.
Scisle ujmujac przedmiotem badan recenzowanej pracy byla charakterystyka makrofagow
towarzyszacych przerzutujacym i nieprzerzutujgcym rakom gruczotu sutkowego w konteks$cie
wplywu witaminy Ds/kalcytriolu na ich polaryzacj¢ pro- i przeciwnowotworowg. Badanie
przeprowadzono na myszach obarczonych mysim rakiem gruczotu sutkowego analizujac makrofagi
towarzyszace nowotworom (TAMSs) oraz makrofagi wywodzace si¢ ze szpiku kostnego (BMDMs)
oraz na probkach od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego, gdzie analizowano
makrofagi pochodzace z monocytéw krwi obwodowej (MDMs) oraz TAMs.

Praca doktorska jest wydana w formie bardzo starannego opracowania wydawniczego,
liczacego 174 strony. Ma typowy uklad rozpraw doktorskich, zawiera: wykaz skrotéw, streszczenia,
wstep, zalozenia i cel pracy, material i metody, wyniki, dyskusja, wnioski, pisSmiennictwo, wykaz
tabel i rycin oraz suplement.

Wstep Doktorantka podzielita na trzy sekcje, w ktérych wyczerpujaco opisata makrofagi
towarzyszace nowotworom, nowotwor gruczotu sutkowego i towarzyszace mu makrofagi oraz
witamine D3. Na wyréznienie zashugujg podrozdziaty, w ktérych Doktorantka scharakteryzowata
znaczenie makrofagow w rozwoju raka gruczohu sutkowego oraz wyniki badan klinicznych
oceniajacych zwigzek witaminy D3 z ryzykiem rozwoju tego nowotworu. Wyczerpujgco
przedstawiono réwniez wptyw witaminy D3 na komorki wystepujgce w mikrosrodowisku guza, w
tym komorki nowotworowe, komdrki srodblonka i fibroblasty, zaznaczajgc jej rolg w proliferacji,
apoptozie, przejsciu epitelialno-mezenchymalnym i powstawaniu macierzystych komoérek
nowotworowych. Wptyw witaminy D3 na proces roznicowania monocytéw do makrofagéw, na
wlasciwosci cytotoksyczne makrofagdw wobec patogendw oraz na proces polaryzacji makrofagow
zostal takze szeroko opisany. Po lekturze Wstepu czytelnik nie ma watpliwosci, ze Doktorantka
posiadla doglebna wiedze na temat przedstawianego zagadnienia. Zalozenia i cele badawcze zostaty
postawione jasno i precyzyjnie. Rozdzial Material i Metody przygotowano starannie, doktadnie
opisujac bardzo ztozony model badawczy obejmujacy badania na mysim modelu raka gruczotu
sutkowego oraz badania na pacjentkach z nowotworem gruczotu sutkowego. Bardzo pomocne w
zrozumieniu zastosowanych modeli badawczych sg schematy zaprezentowane na Ryc. 3-6. Badania
posiadajg odpowiednie zgody komisji bioetycznych. Rozdziat Wyniki jest bardzo rozbudowany,
cho¢ dos¢ zwiezle opisuje uzyskane rezultaty. Ogdlnie Doktorantka zaprezentowata wyniki na 24
rycinach i w 4 tabelach w rozdziale Wyniki oraz na 6 rycinach i w 3 tabelach w Suplemencie.
Rozdzial Dyskusja zostal napisany w sposob przemyslany, cze¢sto nawigzuje do wynikéw
uzyskanych w ramach realizacji wskazanego wyzej projektu NCN bedacych przedmiotem innych

rozpraw doktorskich. Autorka konfrontuje wtasne obserwacje z opublikowanymi do tej pory
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doniesieniami innych badaczy. Prowadzona dyskusja dowodzi bieglo$ci w postugiwaniu sie

zrodtami naukowymi, umiejetnosei syntezy i przedstawienia ich w kontekscie aktualnej wiedzy.

Przedstawiono 11 konicowych wnioskow, ktore korespondujg do celoéw pracy. Bibliografia zawiera

339 pozycji cytowanego pismiennictwa. Calo$¢ pracy jest pisana bardzo syntetycznym jezykiem,

tekst pracy jest gteboko przemyslany, brak jest tutaj zbednych okreslen czy zwrotow.

Komentarze i pytania

Z obowigzku recenzenta chcialabym, aby Doktorantka skomentowata pewne

niedociagnigcia. Zwraca uwage pewna niespojnos$¢ w prezentacji wynikow obejmujgcych model

mysi raka gruczotu sutkowego.

1.

W pierwszym szczegdtowym celu pracy wskazano, ze badania na mysim modelu raka gruczotu
sutkowego obejmujg linie 4T1, 67NR oraz EO771 i polegaja na ocenie ukierunkowania pro- i
przeciwnowotworowego TAMs. O ile wyniki dotyczace klasyfikacji fenotypu TAMs w oparciu o
markery powierzchniowe wykonano dla wszystkich wskazanych linii, to analiza ekspresji genow
nie obejmowatla linii EO771, komérek niewrazliwych na przeciwproliferacyjnie dziatanie
kalcytriolu. Dlaczego nie wykonano tej analizy?

Roéwniez w przypadku celu szezegdtowego drugiego i trzeciego dotyczacego charakterystyki
BMDMs znajduje dwa zapytania: Dlaczego nie wykonano charakterystyki BMDMs
pochodzacych ze szpiku myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem karmionych karmg o
réznej zawartosci witaminy Ds i traktowanych kalcytriolem réznicowanych w obecnosei
mediow kondycjonowanych znad komoérek 67NR? Dlaczego nie wykonano charakterystyki
BMDMs pochodzacych ze szpiku myszy karmionych karmg o réznej zawartosci witaminy D3 i
traktowanych kalcytriolem obarczonych rakiem gruczotu sutkowego EO771 oraz pochodzacych
ze szpiku myszy zdrowych, nieobarczonych nowotworem karmionych karmg o réznej zawartosci
witaminy Ds i traktowanych kalcytriolem réznicowanych w obecnosci mediéw
kondycjonowanych?

Wykonano analizg fenotypowa BMDMs, analize ekspresji wybranych mRNA i biatek dla linii
BALB/c, ktora stanowita kontrole wobec linii 4T1 i 67NR. Natomiast, nie wykonano takowych
analiz dla linii C57BL/6 stanowigcej kontrole wobec linii EO771.

Pozostate komentarze i pytania

Komérki EO771, podobnie jak 4T1, sg niewrazliwe na przeciwproliferacyjne dziatanie
kalcytriolu. Jak zatem mozna thumaczyé wyniki badan in vivo, w ktorych wykazano, ze
podawanie karmy suplementowanej witaming D3, jak i traktowanie myszy kalcytriolem
niezaleznie od podawanej karmy wzmagato potencjat przerzutowy komorek 47T1, ale nie

komoérek EQ771?



5. Wplyw kalcytriolu na réznicowanie monocytow z krwi obwodowej pacjentek do roéznych klas
makrofagéw byl dwojaki, zalezat od stopnia zaawansowania nowotworu gruczohu sutkowego
(nowotwor zlokalizowany miejscowo, w stadium rozsianym), poziomu 25(OH)D; oraz statusu
menopauzalnego. Prosz¢ o probe praktycznego wskazania znaczenia wplywu witaminy Ds na
réznicowanie monocytéw w terapii guzow gruczotu sutkowego.

6. Analizujac uzyskane wyniki widaé, ze wplyw witaminy D3 na polaryzacje makrofagéw jest
zréznicowany i zalezy od wielu czynnikdw, ktore znajduja sie w mikrogrodowisku guza.
Uwzgledniajgc te obserwacje, jakie powinny by¢ zalecenia dotyczace suplementacji witaming Dj

dla chorych na nowotwér gruczotu sutkowego.
W dysertacji dostrzegam nieliczne pomyiki stylistyczne i literowki.
Whioski

Powyzsze niedociggniecia nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej Pani
Martyny Stachowicz-Suhs i mojej pozytywnej opinii. Rozprawa doktorska przedstawia wiedze
teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie oraz umiejetnosé samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej. Recenzowana rozprawa doktorska zawiera elementy nowosci naukowe;j osiggnietej dzieki
zastosowaniu ztozonych badan na mysim modelu nowotworu gruczotu sutkowego oraz badan na
pacjentkach chorych na nowotwor gruczotu sutkowego. Cele pracy zostaly osiagniete, a wyniki
zostaty czgsciowo opublikowano w czasopismach z listy JCR o wysokim IF. Tym samym rozprawa
doktorska Pani Martyny Stachowicz -Suhs spetnia wszystkie wymogi o uzyskanie stopnia doktora
zawarte w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z
2022 r. poz. 574 ze zm.).

Majgc na uwadze koncepcje badawczg oraz wartosé poznawczg jakg wnoszg wyniki, sktadam
do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk wniosek o dopuszczenie mgr Martyny Stachowicz-Suhs do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczeénie zgtaszam wniosek o wyréznienie pracy.

KIER QW N

Zaklodu 8iochemii Kwasow Nukdeinowych
Uniwersyielu lyledycznego w todzi

( (3(< Lo )/(»‘_l&;

dr hab. n. med. Agnieszka Sliwiska

Dr hab. n. med. Agnieszki Sliwir'lskiej prof. uczelni



