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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Martyny Stachowicz-Suhs

pt.
»Charakterystyka makrofagow towarzyszacych rakom gruczolu sutkowego

w kontekscie wplywu witaminy D na mikro$rodowisko guza”

Przedstawiona do oceny dysertacja Pani mgr Martyny Stachowicz-Suhs pt. ,,Charakterystyka
makrofagéw towarzyszacych rakom gruczolu sutkowego w kontek$cie wplywu witaminy D
na mikro§rodowisko guza” zostala wykonana w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii
Przeciwnowotworowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk pod kierunkiem Promotoréw: Pami prof. dr hab. n. biol. Joanny Wietrzyk oraz
Pana prof. dra hab. n. med. Rafala Matkowskiego. Podstawg formalng wykonania recenzji jest pismo
z dnia 12 stycznia 2023 roku Pana prof. dra hab. Andrzeja Gamiana, Dyrektora Instytutu Immunologii
i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
(pismo nr RN-7/2023) oraz dokumentacja w postaci papierowej wersji pracy doktorskiej.

Ogélna charakterystyka rozprawy doktorskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska w postaci monografii porusza wazng tematyke
zwigzang z rolg witaminy D w procesach nowotworzenia. W niniejszej pracy Doktorantka opisuje wyniki
badan, ktorych gldéwnym celem byta charakterystyka makrofagéw towarzyszacych przerzutujgcym oraz
nieprzerzutujgcym rakom gruczotu sutkowego w kontekscie wptywu witaminy D3 oraz kalcytriolu na ich
ukierunkowanie w kierunku pro- lub przeciwnowotworowym. Badania byly prowadzone na modelach
mysich raka gruczotu sutkowego oraz na materiale biologicznym uzyskanym od pacjentek
ze zdiagnozowanym rakiem gruczotu sutkowego.
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Badania podjete przez Panig Magister sa bardzo wazne z punktu widzenia poznawczego, ale
rowniez aplikacyjnego. Rak gruczotu sutkowego jest najczesciej wystgpujgcym nowotworem
diagnozowanym u kobiet, zar6wno w Polsce jak 1 na $wiecie. Glownym celem terapii
przeciwnowotworowych sa komorki nowotworowe, ale coraz czesciej zwraca si¢ uwage na interakcje
pomigdzy komoérkami nowotworowymi, a komoérkami uktadu odpornosciowego z otaczajacego
mikro$rodowiska. Oddziatywania te odgrywaja istotng rol¢ w rozwoju, progresji i powstawaniu
przerzutow, a réznicowanie sie komorek organizmu w kierunku pro- lub przeciwnowotworowym
i przyczyny tych proceséw staja si¢ bardzo waznym aspektem w terapii antynowotworowej. W pracy
doktorskiej Pani Magister podjeta si¢ badania wptywu witaminy Ds3 oraz kalcytriolu na polaryzacj¢ pro-
lub przeciwnowotworowa makrofagéw. Dobor problematyki badawczej zaproponowany —przez
Doktorantke wpisuje si¢ istotnie w najnowsze trendy badan nad rola witaminy D i jej wptywem na
organizm cztowieka. Szlak metaboliczny witaminy D stanowi sie¢ skomplikowanych pofaczefi migdzy
sprawnym dziataniem bialek zaangazowanych w proces przejécia nieaktywnej formy witaminy D w jej
aktywny metabolit, kalcytriol. Receptory dla witaminy D sg obecne na wielu komorkach, dlatego
odgrywa ona kluczowa role w ukladzie hormonalnym, ktéry kontroluje homeostaz¢ wapnia, reguluje
uktad odpornosciowy i wplywa na szereg innych procesow zwigzanych z prawidiowym
funkcjonowaniem organizmu.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczaca 174 strony ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich. Rozprawg rozpoczyna
Spis treSci, Wykaz skrétéw, a nastgpnie Streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim. Pierwszy
rozdzial stanowi Wstep liczacy 26 stron i zawierajacy 3 glowne podrozdzialy, ktére wprowadzaja
czytelnika w tematyke pracy oraz zakres badan opisanych w dysertacji. Kolejny rozdziat to Zalozenia
i cel pracy, w ktérym Autorka przedstawia cel gtowny wraz z podaniem celow szczegétowych rozprawy.
Trzeci rozdziat stanowi opis Materialéw i metod (18 stron), z podziatlem na 3 gléwne czgsci dotyczace
badan przeprowadzonych z uzyciem mysiego modelu raka gruczotu sutkowego, badaf przeprowadzonych
z wykorzystaniem materiatu biologicznego pochodzacego od pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem
gruczotu sutkowego oraz metod stosowanych w pracy. Wyniki, liczace az 57 stron, podzielone zostaty na
dwie czesci (kazda cze$¢ zakonczona podsumowaniem najwazniejszych wynikéw) i 13 mniejszych
podrozdziatéw. W nastepujacej po tym rozdziale Dyskusji (22 strony) Doktorantka omawia
najwazniejsze problemy naukowe rozprawy, natomiast rozdziat Wnioski syntetycznie podsumowuje
wyniki uzyskane w pracy. Praca doktorska Pani mgr Martyny Stachowicz-Suhs koficzy si¢ rozdziatem
obejmujagcym Pi§miennictwo, Spis rycin i tabel oraz o$miostronicowym Suplementem.
Na podkreslenie zastuguje fakt duzej liczebnosci pismiennictwa cytowanego w niniejszej pracy — 339
pozycji literaturowych, w wigkszosci pochodzacych z okresu ostatnich 10 lat.
Moim zdaniem praca posiada wiasciwg pracom doktorskim strukture. Ponadto, 20 tabel (+4 tabele
w Suplemencie) i 30 rycin (+6 rycin w Suplemencie) ulatwiajg czytelnikowi zrozumienie omawianego
tematu, analizowanie wynikow, jak tez znaczaco podnoszace warto$¢ naukowsg catego opracowania.
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Merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej

Pierwszy rozdzial Dysertacji stanowi napisany w sposob interesujagcy Wstep, w ramach ktorego
Autorka dokonata przegladu najbardziej aktualnej wiedzy oraz pogladow dotyczacych aspektow
zwigzanych z tematem pracy. Doktorantka jako pierwsze scharakteryzowala makrofagi towarzyszace
nowotworom, okreslita ich rol¢ w progresji nowotworowej, a nastepnie wymienita czynniki wptywajace
na polaryzacje makrofagow w kierunku przeciwnowotworowym.

W kolejnym podrozdziale Pani Magister skupita si¢ na omdwieniu raka gruczotu sutkowego
(epidemiologia, klasyfikacja i czynniki zwickszajace ryzyko zachorowania), a takze opisala role
makrofagéw w procesie sprzyjajacym jego rozwojowi. W trzecim podrozdziale Wstepu Autorka bardzo
obszernie omowila metabolizm witaminy D3 i jej zwigzek miedzy ryzykiem zachorowania na raka,
wplywem na mikrosrodowisko nowotwordow, a takze przedstawila mechanizmy dziatania kalcytriolu
w komorkach raka gruczotu sutkowego. Pewnym niedosytem w tej czesci pracy jest, wedtug mnie, brak
informacji na temat biatka wigzgcego witaming D w konteks$cie biatek zwigzanych z biologiczng funkcjg
kalcytriolu (Autorka wymienia VDR, CYP24A1 oraz CYP27B1). W zwigzku z tym zwracam si¢ do Pani
Magister z prosba o informacije, czy biatko wigzace witaming D (VDBP, VDB) moze takze mieé¢ wplyw
na biologiczng funkcje kalcytriolu i jego przeciwnowotworowe dzialanie?

Wstep zamyka bardzo interesujacy podrozdziat, bezposrednio dotyczacy tematu pracy i opisujacy
wplyw witaminy D3 na makrofagi. W tej czgsci pracy Pani Magister przytacza takze badania, ktore

zostaly wykonane wczesniej w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej [ITD PAN
i dowiodly, ze kalcytriol w makrofagach wywodzacych si¢ ze szpiku zdrowych myszy wzmocnit ich
réznicowanie si¢ w kierunku M2, czyli pronowotworowym.

Podsumowujgc, dobdr informacji przytoczonych we Wstepie Swiadczy o wnikliwej znajomosci
problematyki badawczej Doktorantki. W mojej opinii Autorka omowila wszystkie zagadnienia niezbedne
dla zrozumienia uzyskanych wynikow, a bardzo dobra znajomo$¢ literatury i umiejetnos¢ przekazania
zdobytej wiedzy $wiadczy o przygotowaniu Autorki do podjecia niniejszych badan.

7. obowigzku recenzenta przedstawiam kilka drobnych uwag do tej czgsci pracy:
1. W pracy Autorka uzywa wymiennie skrotu dla kalcydiolu ,25(OH)D” lub ,25(OH)Ds3”
— w publikacjach naukowych spotyka si¢ obie formy, ale wskazane jest uzywanie jednej formy
w calej pracy, w zwigzku z tym prosze o ujednolicenie (podobnie w Dyskusji).
2. Nagtowek strony 61 7: jest ,, Wykaz skrotow”, powinno by¢ ,,Spis tresei”.

Zalozenia i cel pracy zostaly jasno przedstawione i zamieszczone jako oddzielny rozdzial. Gtownym
celem byta charakterystyka makrofagow, ktore towarzysza przerzutujgcym i nieprzerzutujagcym rakom
gruczotu sutkowego w kontekscie wplywu witaminy Ds/kalcytriolu na ich polaryzacje pro- lub
przeciwnowotworowg. Aby zrealizowa¢ cel gléwny, Doktorantka przedstawita takze 5 celow
szczegbtowych.

KATEDRA BIOCHEMII

UNIWERSYTET WARMINSKO-MAZURSKI W OLSZTYNIE

ul. Oczapowskiego 1a, 10-719 Olsztyn

tel. (89) 523 39 90 d.filipiak@uwm.edu.pl

fax (89) 535 20 15 www.uwm.edu.pl/biolbioch str. 3




l \ Y4 l UNIWERSYTET
I A I v | WARMINSKO-MAZURSKI W OLSZTYNIE

WYDZIAL BIOLOGII | BIOTECHNOLOGII
KATEDRA BIOCHEMII

Rozdzial Materialy i metody zostal opracowany bardzo skrupulatnie. Autorka zastosowata
szereg technik z zakresu biologii molekularnej i komérkowej, ktore umozliwity przeprowadzenie hodowli
in vitro, analize wybranych genow, poziomu biatka czy markerow powierzchniowych makrofagéw
towarzyszacych nowotworom (TAMs). Rozdziat zostat opisany w sposob na tyle dokladnie, aby wykazac¢
bardzo dobre opanowanie przez Panig Magister powyzszych metod. Bardzo pozytywnie oceniam
umieszczone w tym rozdziale schematy (Ryciny 3, 4, 5, 6), ktore porzadkujg opisywane eksperymenty.
Poprawy wymagataby jednak rozdzielczo$¢ niektorych rysunkow.

Podczas analizy tego rozdziatu nasungto mi si¢ kilka pytan/sugestii:

1. Czy podczas optymalizacji metod okreslono toksyczng dawke kalcytriolu dla komoérek
hodowanych w warunkach in vitro?
Strona 41 — poprosze o podanie ilosci samic myszy, ktére zostaty wykorzystane do eksperymentu.
Strona 42 — poprosze o podanie sktadu karmy, do jakiej miaty dostep myszy.
Strona 46 — poprosze o podanie liczby pacjentek, ktore zostaly wlaczone do badan.
Strona 56 - ze wzgledu na brak opisu metod ELISA zastosowanych w badaniach, warto by byto
w tabeli nr 6 poda¢ numery katalogowe uzytych zestawow.

P EIS

Rozdzial Wyniki jest najobszerniejszym rozdzialem rozprawy doktorskiej. Autorka w syntetyczny
sposob przedstawia uzyskane wyniki badan, ktére sg pogrupowane w poszczegélnych tabelach
i zobrazowane czytelnymi kolorowymi rycinami, z uwzglgdnieniem wynikoéw analizy statystycznej.
Na podkreslenie zastuguje réwniez fakt mnogosci oznaczen roéznych parametréw i kompleksowosce
badan, co $wiadczy o duzej wszechstronnosci Doktorantki. Waznym porzadkujacym elementem rozdziatu
jest podsumowanie najwazniejszych wynikéw umieszczone po omoéwieniu analiz przeprowadzonych
z uzyciem materialu biologicznego pochodzacego od myszy obarczonych rakiem gruczolu sutkowego
oraz z analiz przeprowadzonych z uzyciem komorek pochodzacych od pacjentek ze zdiagnozowanym
rakiem gruczotu sutkowego.

Podczas analizy tego rozdziatu, nasungto mi si¢ kilka uwag/sugestii:
1. Strona 90 — brakuje opisu ryciny 21
2. Strona 96 — jest ,,pozmiom”, powinno by¢ ,,poziom”.
3. Strona 110 — jest ,,Ryc. 28 A” oraz ,,Ryc. 28 B”; czy Autorka miata na mysli ,,Ryc. 30 A” oraz
»Ryc. 30 B”?

W rozdziale Dyskusja Pani Magister umiejetnie dyskutuje wyniki wlasnych badan na tle licznych
doniesien literaturowych. Przebieg Dyskusji jest uporzadkowany i merytoryczny, a uzyskane wyniki maja
nowatorski charakter. Jest to kolejny dowdd na to, ze Doktorantka jest dojrzalym i wnikliwym
pracownikiem naukowym.
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W rozdziale Wnioski przedstawionej do oceny Dysertacji Autorka wykazata, ze cele rozprawy
zostaly osiggniete i stanowig duzy wkiad w poszerzenie dotychczasowej wiedzy na temat roli witaminy
Ds/kalcytriolu na proces nowotworzenia. W pelni zgadzam si¢ z trafnoscia przedstawionych wnioskow.
Szczegolnie wazne sg w mojej opinii rezultaty wskazujace na to, ze wysoka ekspresja Cyp24al oraz niska
ekspresja Vdr sa czynnikami, ktére wpltywaja na brak wrazliwosci komoérek nowotworowych na
przeciwproliferacyjng aktywno$¢ kalcytriolu.

Podczas analizy rozdzialu Dyskusja, Wnioski oraz Pismiennictwo nasuneto mi si¢ kilka uwag/sugestii:

1. Ze wzgledu na omawianie bardzo duzej ilosci wynikow w rozdziale Dyskusja, warto by byto
odnosi¢ si¢ w tekscie do okreslonych rycin/tabel zamieszczonych w rozdziale Wyniki, co by
ulatwito czytelnikowi ich analizg.

2. Strona 116 — jest ,,magrofagdw”, powinno by¢ ,makrofagdw”.

Strona 121 — jest ,,zrowych”, powinno by¢ ,,zdrowych”

4. Strona 126 (ostatni akapit) oraz 127 — poprosz¢ o doprecyzowanie, czy ,,poziom VDR” odnosi si¢
do ilosci biatka czy do ekspresji genu?

5. Pozycje 290 i 298 Pismiennictwa wymagaja uzupehienia.

6. Pani Magister w_swojej Dysertacji okreslita szereg istotnych parametrow. Czy ktoéry$ z nich
szczegblnie by Pani polecita, by modgl pretendowaé¢ do miana nowego markera i/lub celu
terapeutycznego?

(O8]

Wyzej wymienione uwagi, niedopatrzenia edytorskie i sugestie, wykazane z obowigzku
recenzenta, nie umniejszajg warto$ci merytorycznej niniejszej rozprawy doktorskiej.

Podsumowanie

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg doktorskg Pani mgr Martyny Stachowicz-Suhs uwazam,
ze uzyskane wyniki stanowig duzg warto$¢ zarowno poznawcza, ale takze sg podstawg do prowadzenia
kolejnych doswiadczen naukowych. Jestem tez pod wrazeniem dorobku naukowego Doktorantki. Wyniki
stanowigce rozprawe zostaly juz czeSciowo opublikowane w dwdch pracach: w Nutrients (2020) oraz
Cancers (2022), w ktorych Doktorantka jest wspotautorka.

W $wietle wszystkich powyzszych argumentéw stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
dysertacja doktorska pt. ,,Charakterystyka makrofagéw towarzyszacych rakom gruczolu sutkowego
w kontek$cie wplywu witaminy D na mikrosrodowisko guza” autorstwa mgr Martyny Stachowicz-
Suhs wnosi znaczgcy wktad w rozwdj dyscypliny i odpowiada wymogom stawianym dysertacjom na
stopief naukowy doktora, okreslonym w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (tj. Dz.U. z 2021 r., poz. 478 ze zm.) i moze by¢ podstawa do nadania stopnia
naukowego doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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Praca charakteryzuje si¢ duzg wartoscig poznawczg, szerokim zakresem badan, wykorzystanych
metod badawczych zaréwno na komorkach ludzkich, jak i na materiale zwierzgcym, a takze wpisuje si¢
we wspolczesny nurt badah nad nowotworami. Swiadczy to o duzej dojrzalosci, samodzielnogci
naukowej i badawczej Doktorantki.

Biorgc pod uwage powyzsze przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Immunologii
i Terapii Dos$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu wniosek
o wyréznienie niniejszej dysertacji doktorskiej Pani mgr Martyny Stachowicz-Suhs.

Olsztyn, 09.03.2023 r.

-{\Th\\m_ (,\,C%(Ani%{,

Dr hab. Anna Cieslinska, prof. uczelni
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