PAN - Tnstysot fmunolopd

Wpi. dria I ! .-07" 2018 }

dr hab. n.med. Jarostaw Baran

Zaklad Immunologii Klinicznej,

Katedra Immunologii Klinicznej i Transplantologii,
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum,

ul. Wielicka 265, 30-663 Krakow

RECENZJA

Rozprawy doktorskiej mgr Agaty Pawlik pt. ,, Wplyw kalcytriolu oraz jego analogow na
proces zapalny towarzyszacy rozwojowi mysiego raka gruczolu sutkowego”.

Praca doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Prof. dr hab. Joanny Wietrzyk
w Laboratorium Doswiadczalnej Terapii Przeciwnowotworowej Instytutu Immunologii
i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroclawiu.

Rak piersi jest najezgstszym nowotworem zlo§liwym rozpoznawanym u kobiet i druga
w Polsce — po raku pluca, przyczyng ich $mierci spowodowang przez nowotwory ztosliwe.
Pomimo, iz etiologia wigkszosci przypadkéw raka piersi jest nieznana, opisywanych jest
wiele réznych czynnikéw, mogacych mie¢ wpltyw na powstawanie tego nowotworu. Naleza
do nich przede wszystkim czynniki genetyczne, hormonalne, $rodowiskowe, czynniki
zwigzane z dieta, prokreacjg czy narazeniem na promieniowanie jonizujgce. Wedtug danych
epidemiologicznych ryzyko rozwoju raka piersi w zyciu kobiety wynosi ok. 12% i wyraznie
wzrasta wraz z wiekiem, ze szczytem zachorowan przypadajacym pomiedzy S0 — 70 rokiem
zycia.,

Mimo znacznego postepu jaki dokonat si¢ w ciagu ostatnich lat w zakresie diagnostyki
raka piersi, zwlaszcza roli programéw przesiewowych w wykrywaniu wezesnych stadiow
nowotworu oraz nowych, czesto celowanych strategii terapeutycznych, efekty leczenia sa
weiaz dalekie od oczekiwan. Zwigzane jest to gldwnie z wysokim zréznicowaniem raka piersi
pod wzgledem obrazu klinicznego, morfologicznego oraz molekularnego. Wybér metod
leczenia w odpowiednich stopniach zaawansowania opiera sie na ocenie klinicznej i
patomorfologicznej, a stosowana terapia obejmuje leczenie chirurgiczne, radio- i
hormonoterapig, terapi¢ biologiczng oraz systemowa chemioterapig. Poza leczeniem samego
nowotworu, terapia uwzglednia réwniez dolegliwosci jakie dajg przerzuty, a takze dziatania
niepozadane zwigzane z zastosowanym protokotem leczniczym np. niedokrwistosc,
neutropenia, osteoporoza, nudnosci i wymioty.

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej, mgr Agata Pawlik podiela sie
zbadania wplywu witaminy D oraz jej analogéw na wzrost i przerzutowanie komorek
mysiego raka gruczotu sutkowego 4TI, ktory stanowi zwierzecy model IV stadium
zaawansowania ludzkiego raka piersi. Cel ten autorka realizowata posrednio, oceniajac
wplyw witaminy D i jej analogéw na uklad odpornosciowy myszy mlodych oraz 60-
tygodniowych w modelu postmenopauzalnym. Podjecie takiej tematyki badawczej bylo ze
wszech miar uzasadnione, albowiem niski poziom witaminy D w surowicy jest uwazany za
czynnik ryzyka zachorowania na raka piersi i ma réwniez znaczenie prognostyczne. Z kolei
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podawanie kalcytriolu u kobiet w okresie po menopauzie stanowi obiecujacg strategic w
zapobieganiu lub leczeniu raka piersi z ekspresjg receptorow estrogenowych. Dodatkowo, w
trakcie leczenia innych typow tego nowotworu czesto stosuje si¢ suplementacje witaming D
oraz wapniem, w celu zapobiezenia rozwojowi osteoporozy w tej grupie kobiet.

Rozprawa liczy 181 stron druku i posiada uklad typowy dla prac doswiadczalnych.
Poprzedza ja streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz skrotow uzytych w
tekscie, a zamyka spis rycin i tabel oraz zatgczniki.

Obszerny wstep wprowadza czytelnika w problematyke podjetych badan, poczynajgc
od charakterystyki zapalenia i jego roli w inicjowaniu procesu nowotworowego. W kolejnych
podrozdziatach autorka przedstawia role réznych populacji komorek uktadu odpornosciowego
w reakcji na rozwijajaey si¢ nowotwor, przytaczajac przyktady ich aktywnosci zaréwno pro-
jak 1 przeciwnowotworowej, szczegbtowo omawia rol¢ wybranych cytokin w przebiegu
choroby nowotworowej, by ptynnie przej$é do opisu raka piersi, jego klasyfikacji i aktualnych
form terapii. Wstep konczy podrozdziat poswigcony charakterystyce, funkcji biologicznej i
roli witaminy D w rozwoju i leczeniu nowotworéw. Napisanie calej tej czesci rozprawy
wymagato od autorki duzo wysitku, gdyz dotyczylo roznorodnych zagadnien, ktdrych
zlozenie w logiczng calos¢ nie bylo tatwe. Doktorantka wywigzata sie z tego zadania dobrze,
ale niekiedy nie zdotala unikna¢ bledéw lub mankamentéw, na ktore z obowigzku recenzenta
musz¢ zwréci¢ uwage. Autorka rozpoczyna wstep od podrozdziatu zatytulowanego ,,Rola
stanu zapalnego w procesach patologicznych”. Jest to do$é niefortunne sformulowanie, bo
sam proces zapalny jest reakcjg patologiczng i w zaleznosci od przebiegu moze byé
krotkotrwaly (zapalenie ostre) lub dlugotrwaty, inicjujgc dalsze zaburzenia homeostazy
ustroju. W podrozdziale tym, autorka stwierdza, iz: ,,Zapalenie...uwazane jest za element
mechanizmu odpornosci wrodzonej...” (str. 19). Nie do konca moge sie z tym stwierdzeniem
zgodzi¢, jako ze proces zapalny towarzyszy zaréwno reakcjom odpornosci wrodzonej, jak i
nabytej (adaptacyjnej). Dalej, charakteryzujagc proces zapalny, doktorantka pisze o
»wzmozonym ruchu plazmy z krwioobiegu do ogniska zapalnego”. Autorka zapewne ma tu
na mysli tworzenie wysigku towarzyszacego zapaleniu, nie mniej jednak mechanizm jego
powstawania jest inny i wymaga bardziej precyzyjnych sformulowan. Podobnie, uzycie
skrotu myslowego, iz witamina D jest hormonem syntetyzowanym z promieni stonecznych
(str. 42) nie powinno mie¢ miejsca w rozprawie doktorskiej. Natomiast podrozdziat
zatytulowany ,,Klasyfikacja nowotwordéw piersi” nie w pelni odpowiada przedstawionej w
nim tredci, jako ze sugeruje opis roéznych rodzajow nowotwordw piersi, réwniez tych
tagodnych, tymczasem odnosi si¢ jedynie do charakterystyki raka piersi. Wszystkie te bledy
w nomenklaturze nie wplywaja jednak znaczaco na ogélnie edukacyjny charakter tej czesci
rozprawy, dodatkowo poparty czytelnymi i kolorowymi rycinami.

Cel nadrzedny oraz cele posrednie pracy zostaly jasno sformutowane, a podjete w nich
zadania byly niezwykle ambitne. Doktorantka podj¢ta si¢ w nich bowiem przeanalizowania
calej gamy parametréw immunologicznych zwigzanych z reakcjg zapalng towarzyszgca
rozwojowi nowotworu, poczgwszy od skladu jakosciowego populacji limfocytdw krwi,
sledzion oraz weztow chlonnych myszy z rakiem gruczotu sutkowego w grupach zwierzat
kontrolnych (tylko z nowotworem) oraz traktowanych witaming D lub jednym z jej dwoch
analogow, i to w kilku punktach czasowych. Dodatkowo, doktorantka zdecydowala si¢ na
ocene poziomu prozapalnych cytokin w osoczu krwi, w obrebie tkanki nowotworowej oraz
cytokin produkowanych przez splenocyty po ich poliklonalnej stymulacji in vitro, a takze
podjela si¢ oceny ekspresji genow zwigzanych z roznicowaniem sie limfocytéw T CD4+ do
subpopulacji komoérek efektorowych, gléwnie Thl17 w $ledzionach, weztach chionnych i
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guzach nowotworowych. Za cel przyjela rowniez zbadanie profilu genéw zwigzanych z
produkcja bialek ostrej fazy w watrobie i1 funkcjg prozapalnej populacji limfocytow Th17 w
Sledzionie. Analizy te doktorantka zaplanowala wykonaé zaréwno w grupach myszy
miodych, jak i starych w modelu postmenopauzalnym. W tym miejscu nalezy podkresli¢
ogrom zaangazowania doktorantki w realizacje tych badan, gdyz tak obszernie postawione
cele badawcze moglyby z powodzeniem staé sie podstawa do realizacji kilku rozpraw
doktorskich.

Kolejna czgé¢ pracy, ,,Materialy i metody”, to dwudziestotrzystronicowy opis metod
badawczych wykorzystanych w pracy, uzupelniony dziewigcioma tabelami i jednym
rysunkiem, przedstawiajgcym schematycznie przebieg eksperymentu in vivo. Procedury
laboratoryjne sg wlasciwie dobrane a ich opis szczegdtowy. Uwage zwraca bardzo szeroki
zakres zastosowanych metod badawczych, uwzgledniajacy réwniez metody molekularne
oparte o zaawansowang analize eckspresji gendéw na poziomie mRNA i bialka z
wykorzystaniem odpowiednich macierzy. Drobna uwaga do tego rozdziatu dotyczy analizy
fenotypowej wybranych populacji komorkowych metodg cytometrii przeptywowej, zwlaszeza
tych uzyskiwanych ze $ledziony i weztéw chtonnych. Komorki takie, szczeg6lnie po ich
rozmrozeniu, powinny by¢ oceniane w cytometrze przeptywowym rowniez pod katem ich
zywotnosci, w celu wyeliminowania z analizy komoérek martwych. Komorki martwe bowiem,
a takie na pewno byly obecne w rozmrazanym materiale, majg zdolno$é do nieswoistego
wigzania przeciwcial 1 zafalszowywania uzyskanych wynikéw. W tej czesci pracy spory
niedosyt pozostawia natomiast opis procedur prowadzonych na zwierzetach, poczawszy od
braku danych o liczbie zwierzat wykorzystanych do badan, liczebnosci poszezegdlnych grup,
po informacje zwigzane z kontrola efektywnosci zabiegu owariektomii czy sposobem
pobierania krwi do badan. Wszystkie te informacje sg istotne dla oceny jakosci uzyskanych
wynikow.

Kolejny rozdzial — ,,Wyniki”, to najobszerniejsza cze$¢ pracy. Doktorantka na 46
stronach, z uzyciem 24 wykresdOw obszernie przedstawila rezultaty swoich badan.
Uzupetieniem wynikow jest 6 zalacznikéw zamieszczonych na koncu rozprawy. Te czesé
pracy rozpoczyna ocena aktywnosci przeciwnowotworowej i przeciwprzerzutowej uzytych
preparatdw kalcytriolu i jego analogéw. Autorka zestawila uzyskane wyniki, poréwnujgc
wplyw badanych zwigzkéw na mase ciata, wielko$¢ guzow i liczbe przerzutdéw w plucach
myszy miodych i starych w modelu postmenopauzalnym, po owariektomii. W przypadku
myszy starych po owariektomii, dodatkowa kontrole stanowily zwierzeta bez usunietych
jajnikéw, poddane tylko chirurgicznemu naci¢ciu powlok ciata. W zestawieniu tym,
zastanawia fakt dokonywania pomiaréw masy ciata i objetosci guzow w obu grupach zwierzat
w innych punktach czasowych (innych dniach eksperymentu), co komplikuje poréwnanie
uzyskanych wynikéw pomiedzy grupami zwierzat mtodych i starych. Natomiast oceny liczby
przerzutdw w plucach dokonywano juz w tych samych dla obu grup, wybranych punktach
czasowych, tj. 21, 28 1 33 dniu obserwacji. Wyjasnienia wymaga tu z kolei duza rozbieznosé
w liczebnosci zwierzat w obu grupach (znacznie mniejsza liczba w grupach zwierzgt starych)
oraz brak wynikow w grupie zwierzat starych bez usuni¢tych jajnikow (kontrola N/OV) w 28
dniu badania (Ryc.11b).

W dalszej kolejnosci, doktorantka przedstawita wyniki badah przesiewowych
ekspresji genéw zwigzanych z réznicowaniem limfocytéw T CD4+ do populacji
efektorowych, tj. Thl, Th2, Th17 i Treg w §ledzionach i weztach chtonnych myszy mlodych z
rakiem gruczolu sutkowego oraz samej tkanki nowotworowej pobranej od myszy starych, w
obu wypadkach, traktowanych kalcytriolem lub jednym z jego analogdéw. Badania takie
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wykonano w dwdéch punktach czasowych, tj. w dniu 21 i 28 dla $ledzion, 14 i 28 dla weztéw
chfonnych myszy miodych oraz w jednym punkcie czasowym, tj. w dniu 21 dla tkanki
nowotworowej uzyskanej od myszy starych, kazdorazowo pordéwnujgc wyniki wzgledem
grupy kontrolnej zwierzat, ktérym podskdrnie podawano 80% glikol propylenowy. Uzyskane
wyniki normalizowano wzgledem genéw kontrolnych. W tym zestawieniu nie jest jasne,
dlaczego u myszy starych nie przeprowadzono takich badan réwniez z wykorzystaniem
Sledzion, bo o braku mozliwosci ich wykonania z wykorzystaniem wezléw chlonnych,
doktorantka wspomina w rozdziale ,Materialy i metody”. Wyjasnienia wymaga réwniez,
dlaczego analogicznego badania, w celach poréwnawczych, nie wykonano dla tkanki
nowotworowej pobranej od myszy mlodych, a jedynie od osobnikow starych. W tym
kontekscie, nalezy zatowaé, iz nie udato si¢ przeprowadzi¢ tych samych analiz u myszy
starych i mlodych w identycznych punktach czasowych, co znacznie ulatwiloby poréwnanie
badanych parametréw w obrgbie obu grup zwierzat i dodatkowo podniosto warto$é takich
rezultatow. W tej grupie wynikow na osobny komentarz zastuguje fakt uzycia kilku réznych
genéw kontrolnych do normalizacji ekspresji badanych genéw, np. dla wezléw chlonnych
myszy mtodych az 3 takie geny zostaty wykorzystane.

W dalszej czedci tego rozdzialu doktorantka przedstawia wyniki z przesiewowych
oznaczen poziomoéw wybranych cytokin oraz chemokin ostrej fazy stanu zapalnego,
wykonanych zaréwno dla supernatantéw z hodowli aktywowanych splenocytéw myszy
miodych, jak i osoczy myszy miodych i starych, traktowanych kalcytriolem lub jego
analogami. Do tego celu doktorantka wykorzystala zestawy macierzy cytokinowych,
umozliwiajgce ocen¢ w badanym materiale réwnoczasowo poziomu od kilkunastu do
kilkudziesigciu biatek. W tym kontekscie zastanawia, dlaczego do oceny pozioméw cytokin w
osoczach myszy miodych doktorantka uzyta zestawdéw umozliwiajgcych detekeje 40 cytokin,
a do tego samego celu u myszy starych uzyta zestawéw innego producenta, umozliwiajacych
pomiar tylko 12 bialek. Biorac pod uwage fakt, ze oba systemy roznity sig¢ zapewne w stopniu
czulosci detekcji, a dodatkowo, pomiaréw tych dokonywano w réznych punktach czasowych
- dzief 21 i 33 dla myszy mlodych i dzien 14 i 28 dla myszy starych, poréwnanie uzyskanych
wynikow w obrebie zwierzat mlodych i starych wydaje si¢ mato miarodajne.

Kolejny podrozdzial zatytulowany ,,Analiza wyselekcjonowanych w badaniach
przesiewowych czynnikéw zaangazowanych w szlak odpowiedzi zapalnej w modelu mysiego
raka gruczotu sutkowego” omawia wyniki oznaczen istotnych parametréw reakcji zapalnej, w
tym ekspresji gendw dla 4 wybranych biatek ostrej fazy w watrobie czy analize fenotypowa
limfocytow krwi obwodowej, ale tylko poziomy niektorych wybranych cytokin, podlegaty
wezesniejszym badaniom przesiewowym i to w nieco odmiennych punktach czasowych.
Wybdr tych nowych punktéw czasowych dla oznaczen metodg ELISA poziomu cytokin, tych
oznaczanych 1 nieoznaczanych we wczeéniejszych badaniach przesiewowych w grupach
myszy mlodych i starych. wymaga jednak dodatkowych wyjasnien. Przedstawiona z kolei
analiza ilosciowa 1 jakosciowa subpopulacji limfocytow krwi obwodowej zostala
przeprowadzona z nalezyta fachowoscia i dotyczyla wszystkich wybranych punktow
czasowych. Szkoda, iz w tej cze$ci badann doktorantka nie pokusila sie o oznaczanie
leukocytozy, jako jednego z podstawowych parametréw klinicznych $wiadezacych o
toczacym si¢ procesie zapalnym. W tej czeSci autorka skoncentrowala si¢ na badaniu
subpopulacji limfocytow, podczas gdy oznaczenie skladu odsetkowego leukocytow krwi
nawet metodg cytometrii przeptywowej w oparciu o parametry FSC/SSC, pozwoliloby
dodatkowo zidentyfikowa¢ zmiany w poziomie innych populacji, zwlaszcza wzrost poziomu
granulocytow, odpowiedzialnych zapewne za postgpujacy spadek odsetka limfocytow,
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obserwowany przez doktorantk¢ w trakcie trwania eksperymentu. Dalsze przedstawione w
tym podrozdziale wyniki badan obejmuja bardzo dokladng analize fenotypowa subpopulacji
limfocytéw w $ledzionach myszy mlodych i starych we wszystkich wybranych punktach
czasowych, co pozwala na kinetyczne $ledzenie zachodzacych zmian i ich poréwnywanie w
obrgbie tych grup zwierzgt. W kolejnych podrozdziatach doktorantka przedstawita jeszcze
wyniki badafi wptywu kalcytriolu i jego analogéw na ekspresje genow zwigzanych z
aktywnoscia limfocytow Th17 w $ledzionach oraz izolowanych splenocytach CD4+ od myszy
miodych i starych z rakiem sutka, po ich stymulacji w kierunku limfocytéw Th17. W tak
wyindukowanej populacji iTh17 oceniala réwniez poziom IL-17A. Dodatkowo, w mysich
sledzionach w 28 dniu eksperymentu badata réwniez ekspresje genu dla receptora witaminy D
oraz osteopontyny. Wyniki analogicznych badan zwigzanych z limfocytami Th17 doktorantka
przedstawita w odniesieniu do wezlow chlonnych pobranych od myszy mlodych. Brak
wystarczajgcej ilosci materiatu z wezléw chlonnych od myszy starych uniemozliwil jej
wykonanie takich oznaczen w tej grupie zwierzat.

Ostatnia czg$¢ tego rozdziatu podejmuje analize poziomu wybranych cytokin w
lizatach tkanki nowotworowej pochodzacej od myszy mtodych i starych w dwéch wybranych
punktach czasowych (dzien 21 i dzien 33).

W ,Podsumowaniu wynikéw” doktorantka na 6 stronach zwigzle rekapituluje
uzyskane w poszczegoélnych etapach badaf wyniki. Autorka stwierdza, iz witamina D i jej
analogi modulujg uktad odpornosciowy gospodarza, prowadzac do nasilonego przerzutowania
komorek nowotworowych u myszy mlodych. Obserwacja ta zostata dodatkowo potwierdzona
w publikacji z tego tematu badan, ktorej doktorantka jest wspétautorem.

Ze swej strony pragng podkresli¢ ogromny wysitek doktorantki wlozony w wykonanie
i przeanalizowanie wynikéw tak szeroko zakrojonych badas. Niestety, ze wzgledu na ich
mnogos¢ 1 stopiefi skomplikowania nie zawsze udato sie je odpowiednio zrealizowaé w
kontekscie doboru odpowiednich punktéw czasowych, materiatu biologicznego czy nawet
metod badawczych, umozliwiajgcych pozniejsze poréwnanie uzyskanych wynikdéw w obrebie
badanych grup zwierzat. Jest to niekiedy przyczyna braku spojnosci w niektérych
fragmentach prezentowanych wynikéw. Nie zawsze w pelni adekwatne do treci, tytuly
poszczegolnych podrozdziatow tej czesei pracy, dodatkowo komplikuja $ledzenie opisu
rezultatow. Mimo tych mankamentéw, wyniki dostarczaja warto$ciowych obserwacji
dotyczagcych wptywu witaminy D i jej analogéw na szereg parametrow ukladu
odpornosciowego myszy z rakiem gruczotu sutkowego. Whasciwe ich zestawienie, zwlaszcza
w obrgbie grup myszy mtodych, moze zaowocowaé kolejnymi publikacjami z tej tematyki.

Na uznanie zastuguje réwniez ,,Dyskusja”. W tej czesci rozprawy, doktorantka
wykazala si¢ bardzo dobrg znajomoscig przedmiotu i wnikliwie ustosunkowala si¢ do
uzyskanych wynikéw w kontekscie literatury. Autorka uzasadnia wybér modelu badawczego
z uzyciem linii raka gruczotu sutkowego 4T1 i na tle pismiennictwa Swiatowego argumentuje
celowos¢ zastosowanie kalcytriolu i jego dwoch analogdw, rdéznigcych sie istotnie
mechanizmem dziatania. Podkresla odmienny status immunologiczny, a tym samym rozng
odpowiedz na stosowane leczenie w trakcie choroby nowotworowej organizmdéw mitodych i
starych. Odmienne funkcjonowanie uktadu odporno$ciowego organizméw mtodych i starych
W rozny sposob wplywa réwniez na ksztaltowanie srodowiska guza. Na tym tle doktorantka
odnosi si¢ do przebiegu choroby w wybranym przez siebie modelu raka piersi. Dalej
przytacza rol¢ czynnikéw humoralnych, osteopontyny, TGFp i innych cytokin oraz populacji
limfocytow Treg i Th17 w rozwoju choroby nowotworowej, zwlaszcza raka piersi i dyskutuje
ja w kontekscie wlasnych wynikow.
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Rozprawe podsumowujg ,,Wnioski”, w ktérych doktorantka z jednej strony zwraca
uwage na immunosupresyjny wptyw witaminy D i jej analogdw na uktad odpornosciowy
zwlaszcza myszy mlodych, stymulujgcy powstawanie przerzutow w plucach, a z drugie;j,
wskazuje na prozapalne dzialanie zastosowanych zwigzkow, poprzez ich wptyw na indukcje
subpopulacji limfocytow Th17. Oba te stwierdzenia wzajemnie si¢ wykluczajg, ale ten na
pozdr sprzeczny zwigzek moze by¢ wytlumaczony faktem, iz limfocyty Th17 sg bardzo
plastyczng populacjg komorkowsg 1 w zaleznoscei od czynnikéw $rodowiskowych nie muszg
wykazywaé aktywnosci prozapalnej, mogg natomiast fatwo réznicowac do limfocytéw Treg
o aktywnosci immunosupresyjnej. Rozwianie tych watpliwosci wykracza jednak poza ramy
niniejszej pracy.

Pismiennictwo obejmujace 283 pozycje starannie dobranych publikacji. Sposrdd
licznych cytacji, kilka odnosi si¢ do artykutéw opublikowanych przez Promotora doktorantki,
ktdrej dorobek na tym polu badan jest znaczacy.

Przedostatnim rozdzialem rozprawy jest spis rycin i tabel, a calos¢ zamykaja
zatgczniki dokumentujgce wartosci liczbowe zmiany ekspresji badanych gendéw oraz gestosei
optycznych dla pomiaréw spektrofotometrycznych poziomu cytokin.

Na zakonczenie swojej recenzji pragng podkresli¢, iz dysertacja doktorska mgr Agaty
Pawlik prezentuje wyniki oryginalnych badan i jest interesujgca, tak z naukowego, jak i
potencjalnie klinicznego punktu widzenia. Jest wartosciowym wktadem w rozwoj badan nad
racjonalnoscig stosowania witaminy D i jej analogow w terapii raka piersi. Jestem
przekonany, iz przedstawione w dysertacji wyniki, po odpowiednim wyselekcjonowaniu bedg
podstawg do wartosciowych publikacji doktorantki.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa spetnia wymogi
stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk we Wroctawiu z wnioskiem o dopuszczenie mgr Agaty Pawlik do dalszych
etapodw przewodu doktorskiego.

Krakow, 07.07.2018 : dr habAT’med. Jarostaw Baran
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