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Recenzja
Rozprawy doktorskiej Lek. Karola Rogowskiego

p.t. ,, Ocena modulacyjnego dzialania tamoksyfenu na ekspresje¢ i funkcje
sparowanych immunoreceptoréow kwasu sjalowego Siglec-5/14
w komorkowym modelu raka piersi”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska przygotowana przez Lek. Karola
Rogowskiego dotyczy waznej tematyki badawczej bardzo dobrze wpisujgeej sie w potrzeby
naukowe wspdlczesnej medycyny. Doktorant ocenit w modelu i vitro modulacyjne dziatanie
tamoksyfenu na ekspresj¢ 1 funkcjg sparowanych immunoreceptoréw kwasu sjalowego Siglec-
5/14 w komoérkowym modelu raka piersi”.

Problemy zwiazane zodpowiedzia komérek organizmu na pojawiajace sie zmiany
patologiczne takie jak nowotwory, ktére destabilizuja jego naturalng homeostaze oraz
poszukiwanie jak najbardziej efektywnych metod ich leczenia stanowia jeden z wiodgcych
nurtdw wspoiczesnej tarmakologii. Prowadzone sg liczne badania dotyczgce zaréwno poznania
mechanizméw molekularnych dziatania znanych Iekéw takich jak tamoksyfen jak
1 wprowadzenia nowych czynnikéw o potencjalnym dzialaniu terapeutycznym. Nalezy
podkresli¢, ze rak piersi jest ogromnym wyzwaniem dla wspdlczesnej medycyny poniewaz jest
jednym z najczgéciej wystgpujacych nowotwordw ztoéliwych u kobiet dajgcym przerzuty
zaréwno do wezldw chlonnych jak inarzadéw wewnetrznych. W chwili obecnej badania
genetyczne 1 proteomiczne komérek nowotworowych stajg si¢ standardem stosowanym przy
podejmowaniu decyzji o konkreinym postgpowaniu farmakologicznym. Jednym z wainych
elementéw tych badan sa np. sjalowane glikany bton komérkowych oraz ich odziatywanie ze
swoistymi immunoreceptorami zrodziny Siglec mogace prowadzi¢ do hamowania lub
aktywacji ukiadu immunologicznego pacjenta, proceséw kluczowych w przebiegu progresji
nowotworu. Jak wskazuja dostepne dane literaturowe receptory te stanowig wainy element
badafi dotyczgcych nowotworzenia a zwilaszeza raka piersi. wiym kontekscie wyniki
stanowigce tre$¢ przedstawionej do oceny Rozprawy Doktorskiej dotyczace konkretnic
sparowanych immunoreceptordéw kwasu sjalowego Siglec-5/14 nabieraja szczeg6lnego
znaczenia. Kompleksowe poznanie zagadnien zwigzanych z modulacjg ich ekspresji i roli przez




znane leki takie jak zaproponowany w pracy tamoksyfen dostarcza nowych danych na temat
tego zwigzku stosowanego wleczeniu raka piersi itym samym moze mie¢ wplyw na
skutecznos¢ planowanej terapii. Dlatego w opinii recenzenta podjecie przez Doktoranta
zaprezentowanej termatyki badan jest jak najbardziej uzasadnione.

Rozprawa doktorska przygotowana przez Iek. Karola Rogowskiego ma uktad klasyczny
charakterystyczny dla prac eksperymentalnych. Opracowany manuskrypt obejmuje 134 strony
tekstu, 24 strony spisu 260 pozycji pismiennictwa oraz 4 tabele 143 ryciny w ktérych
zaprezentowano wyniki eksperymentdéw stanowigcych podstawe merytoryczng pracy. Praca
zostata podzielona przez Doktoranta na 9 rozdzialéw, poprzedzona spisem tredci oraz skr6tow
wykorzystanych w przedstawionym do oceny manuskrypcie i zakoficzona spisem literatury.
Spis skrétow zostal przygotowany przejrzyscie i starannie. Manuskrypt jest opracowany
z zachowaniem regut dotyczgcych rozpraw doktorskich.

Wstep pracy zostal podzielony przez Doktoranta na siedem podrozdziatow.
Wplerwszym Autor opierajac si¢ na przegladzie dostepnych danych literaturowych
wprowadza czytelnika wtematyke obejmujaca epidemiologie iczynniki ryzyka zwigzane
z etiopatogeneza raka piersi. Opisuje zardéwno czynniki niemodyfikowalne o podiozu
genetycznym czy zalezne od piei pacjentki jak i modyfikowalne wynikajgce z prowadzonego
stylu zycia czy dziatania uktadu hormonalnego. W kolejnym podrozdziale Autor skupil sie na
oméwieniv metod diagnostycznych stuzacych wykryciu guza ijego prawidlowemu
rozpoznaniu ptzy wykorzystaniu technik takich jak mammografia piersi bedaca badaniem
podstawowym, badanie ultrasonograficzne piersi, obrazowanie za pomoca rezonansu
magnetycznego (MRI) czy umozliwiajgce ostateczne rozpoznanie raka piersi badanie
histopatologiczne tkank: guza. Wtym podrozdziale wspomniano réwniez o badaniach
genetycznych jako testach wykrywajacych dziedziczne predyspozycje do zachorowania na ten
typ nowotworu. Podrozdzial czwarty wstepu zostal po$wiecony przedstawieniu kryteriow
szczegdtowej klasyfikacji raka piersi. Umozliwia ona oceng rokowan, agresywnosci czy
przezywalnosci u danej pacjentki i opiera si¢ na wielu kryteriach, wsrdd kiérych najwazniejsze
to typ histologiczny, zaawansowanic kliniczne nowotworu, status receptorowy komérki
nowotworowej czy klasyfikacja DNA. Do zilustrowania przedstawionych danych Doktorant
wykorzystal sporzadzone w oparciu o dostgpne dane literaturowe rycing i tabele. w odczuciu
recenzenta nalezatoby zwr6cié wigksza uwage na ich jakosC i przejrzystoéé np. dodaé tytuly
poszczegdlnych kolumn. Jest to warte rozwazenia zwlaszcza w kontekscie przyszlej publikacii.
Podrozdziat 5 koncentruje si¢ wokét tematyki metod stosowanych w leczeniu nowotworéw
piersi. Zwrocono wnim uwage na fakt, ze nadal gtéwng procedurg jest leczenie chirurgiczne
oszczedzajgee piers lub mastektomia z catkowitym hub czg$ciowym usunigciem piersi w ktorej
zdiagnozowano obecnos¢ zmiany nowotworowej. Opisana zostala réwniez radioterapia,
1leczenie systemowe ze stosowang chemioterapig, immunoterapia c¢zy hormonoterapia.
Podpunkt poswigcony hormonoterapii zostal podzielony na dwie oddzielne czesci poswigcone
w pierwsze] kolejnodci inhibitorom aromatazy a nastgpnie selektywnym modulatorom
receptora estrogenowego (SERM). W podpunkcie tym Autor opisuje role tamoksyfenu
w terapii raka piersi. Ze wzgledu na znaczenie tego elementu w prezentowanej Rozprawie
Doktorskiej korzystne byloby wodczuciu recenzenta przedstawienie charakterystyki -
tamoksyfenu w postaci np. tabeli iewentualnie schematu ilustrujgcego mechanizm jego




dziatania i wyrazne oddzielenie informacji dotyczacych tego leku od innych zawartych w tej
czgsécl wstgpu. Zebranie informacii o innych lekach z tej grupy wraz ze wskazaniem réznic
w ich budowie i mechanizmach dziatania w postaci ap. oryginalnego diagramu lub oddzielnej
tabeli mogloby poprawié przejrzysto$¢ tego podrozdziatu. Kolejny podpunkt Wstepu
wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z terapig celowang stosowana w leczeniu raka
piersi. Jako cel lekdw ztej grupy sa wymieniane biatka powierzchniowe i cytoplazmatyczne
charakterystyczne dla komoérek nowotworowych. Ich ekspresja jest szacowana w ramach
profilowania molekularnego danego pacjenta i jest roznicg pomicdzy komérka nowotworows
aprawidtows. Znaczna czg$¢ rozdzialu Wstep zostala poswiecona przez Autora wprowadzeniu
czytelnika wiematyke zwigzang zrolg uktadu odpornosciowego w przebiegu proceséw
kancerogenezy. Na podstawie odpowiednio dobranych danych literaturowych
scharakteryzowane zostaly antygeny nowotworowe, odpowiedZ immunologiczna organizmu
podczas kancerogenezy wtym rola komérek NK, makrofagdéw, newirofili, komérek
dendrytycznych czy limfocytéw T. Ostatni podrozdzial pierwszej czedci Rozprawy Doktorskiej
zostat poswigcony szczegdtowemu opisaniu receptoréw Siglec. Zaproponowany przez Autora
schemat prezentacji danych opartych na aktualnym stanie wiedzy dobrze wprowadza czytelnika
W zaproponowany w pracy temat badawczy. Znajdujemy w nim opis podstaw teoretycznych
definicji i nazewnictwa, podziahu receptoréw Siglec oraz ich dystrybucji w konkretnych typach
komérek. W podrozdziale 1.7.2 zamieszezono dane dotyczace podziatu, miejsca wystepowania
opisywanych receptoréw oraz ich udzialu w procesach chorobowych. Dowiadujemy sie m.in.,
ze sposréd 17 dotychczas opisanych receptoréw Siglec az 15 zostato zidentyfikowanych
w organizmie cztowicka. Usystematyzowanie i przedstawienie danych w postaci tabeli dobrze
wprowadza czytelnika w temat pracy. w odczuciu recenzenta mozna na potrzeby przyszlych
publikacji przemysle¢ i dopracowaé opis poszezegdlnych kolumn, ktére sg nieco zbyt ogdlne
1 skrotowe. Pojawily si¢ w tym fragmencie réwniez pewne bledy edytorskie- np. ostatni wiersz
tabeli znalazl si¢ na kolejnej stronie manuskryptu. Dalsze podrozdzialy Autor pogwiscilt
przedstawieniu ekspresji opisywanych receptoréw oraz podstaw molekularnych przekazywania
przez te integralne biatka blonowe sygnatéw wewngtrzkomorkowych., W tym fragmencie
pojawito sie¢ zdanie ,Fosfatazy SHP-1 iSHP-2 defosforylujg posrednie sygnaly
wewnagtrzkomoérkowe, prowadzae do zakonczenia sygnatu aktywujacego generowanego przez
cytozolowy receptor ITAM”, ktére zdaniem Recenzenta jest niejasno sformutowane-
defosforylacja sygnatéw wydaje si¢ by¢ tutaj dosy¢ niefortunnym okreéleniem. W podrozdziale
1.7.5 opisano rodzing kwasdéw sjalowych skupiajgca niemal pigédziesigt monocukréw
pochodnych kwasu neuraminowego. Dominujgcymi w btonach komérkowych i ptynach
ustrojowych ssakow sg trzy gléwne zwiazki takie jak kwas N-acetylo-5-neuraminowy (kwas
sjalowy, NeuSAc), kwas N-glikoliloneuraminowy (Neu5Gc) oraz S-acetylo-9-O-
acetyloneuraminowy (Neu5,9Ac2). Autor wyjaénia w tym podrozdziale oraz dwoch
nastgpnych znaczenie kwasu sjalowego i wzoru sjalilacji bton komérkowych w mechanizmach
odpowicdzi immunologiczne]j oraz procesach nowotworzenia. Pewnga niescistoscia w odczuciu
recenzenta jest uzywanie wopisic kwasu sjalowego sformutowania ,.ekspresja kwasu
sjalowego” czy ,.ekspresja sjalotransferaz” w pojeciu biochemicznym okreslenie ,,ekspresja”
jest raczej zarezerwowane dla opisywania ekspresji genéw, dla bialek- biosynteza . Uwaga ta
odnosi sig ogolnie do catej pracy. w przypadku podrozdziatu 1.7.5 korzystne byloby zdaniem
recenzenta przedstawienie czgséci informacji w formie np. tabeli. Podrozdziat 1.7.8. zawiera
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aktualne dane dotyczace sparowanych immunoreceptoréw Siglec-5 i Siglec-14 stanowigce
dobre uzasadnienie podstaw wyboru tematu badawczego prezentowanej Rozprawy
Doktorskiej. Opisywane receptory Siglec-5 i Siglec-14 to ludzkie receptory Siglec
spokrewnione z CD33 obecne na powierzchni np. komorek szpiku, neutrofilach, monocytach,
komorkach dendrytycznych, w makrofagach tkankowych. w Siglec-5 (sygnalizacja hamujaca)
zidentyfikowano 4 domeny zewnatrzkomérkowe Ig- podobne 1cytozolowe motywy
sygnalizacyjne ITIM aktywujace fosfatazy tyrozynowe SHP-1 i SHP-2. Receptor Siglec-14
bedgcy biatkiem transblonowym, zlozonym ztrzech domen Ig-podobnych, domeny
transblonowe;j i fragmentu cytoplazmatycznego. Co charakterystyczne cze$¢ cytoplazmatyczna
Siglec-14 nie zawiera motywéw sygnalizacyjnych ITIM (sygnalizacja aktywujaca). Pewien
niedosyt budzi czytelno$é wykorzystanych wtym rozdziale opracowan graficznych
dotyczacych opisywanego tematu zwlaszcza Rycina 6. 110. Zabraklo tez w odeczuciu
recenzenta podania danych literaturowych prac wykorzystanych przez Doktoranta przy
wykonaniu Ryciny 11. Korzystne byloby réwniez wyrazne podkreslenie nowatorskiego
charakteru opisanych wpracy eksperymentéw w odniesieniu do dostepnych danych
litaraturowych.

Podsumowujac, poza pewnymi niedociggnieciami edytorsko- stylistycznymi, rozdziat
Wstep przedstawionej do recenzji Rozprawy Doktorskiej opracowano w sposdb obszemy,
bardzo dobrze wprowadzajgcy czytelnika w temat pracy, a zamieszczone informacje zostaly
poparte odpowiednio dobranymi danymi literaturowymi. Odzwierciedla on réwniez dobrze
przemyslane podejscie Autora do opisywanych zagadnien,

Kolejnym rozdzialem jest Cel pracy w ktorym Doktorant w syntetyczny sposob
przedstawit gtéwne zalozenia zrealizowanego planu eksperymentalnego. Wedtug opisu jego
wykonanie mialo doprowadzi¢ do okreslenia cytotoksycznego wplywu tamoksyfenu na
komorki raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231 oraz monocytéw linii THP-1 (monokultury
lub kokultury) oraz ocen¢ wplywu tamoksyfenu na aktywnoéé immunologiczng monocytéw
linii THP-1(monokultury THP-1 lub kokultury zkomérkami MCF-7 i MDA-MB-231).
Doktorant zaplanowat takze m.in. zbadanie dzialania tamoksyfenu na ekspresje receptoréw
Siglec-5 1 Siglec-14 w monocytach linii THP-1 (monokultury lub kokultury z MCF-7 i MDA-
MB-231) oraz interakcje sparowanych receptoréw Siglec-5 i Siglec-14 z btonami komérek raka
piersi lmii MCF-7 1 MDA-MB-231 (monokultury MCF-7 i MDA-MB-231 lub kokultury
hodowane z THP-1).

Kolejny rozdzial to Materialy iMetody. Wykorzystana w pracy metodyka
eksperymentalna, $wiadczy o dobrym opanowaniu przez Doktoranta nowoczesnego warsztatu
badawczego odpowiednio dobranego do zadan przedstawionych w celu pracy. Rozdzial ten
zlozony jest z4 podrozdzialéw obejmujacych spis wykorzystanych materialéw, aparatury
1 zastosowanego oprogramowania. Zamieszczono takze szczegblowy opis wykorzystanych
linii komorkowych poparty dokumentacja fotograficzng wykonang osobiscie przez Doktoranta
iopis hodowli zaréwno w warunkach monokultury jak ikokultury. Z punktu widzenia
recenzenta korzysine byloby uzupemienie fotografii o skale. Scharakteryzowane zostaly
szozegotowo procedury przygotowania materiatu  biologicznego wykorzystanegoe do
wykonanych oznaczen takich jak: ocena wptywu tamoksyfenu na zywotno$é komérek MCF-7
1 MDA-MB-231 i monocytéw linii THP-1 w warunkach monokultury i kokultury (test MTT)
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(zastosowano stezenia od 0,1 do 50 upM), ocena potencjalu inwazyjnego komoérek
nowotworowych (test migracji), ocena wplywu tamoksyfenu na aktywno$é immunologiczng
komoérek THP-1 oparta na analizie profilu uwalnianych znich wybranych cytokin pro-
1 przeciwzapalnych (IL-1B, IL-6, IL-8, I1.-10, T1.-12p70 i TNFa) w monokulturze i kokulturach
oraz markeroéw roznicowania si¢ monocytéw THP-1 ifenotypu immunologicznego (CD68
iarginazy-1). W kolejnych podrozdzialach rozdziatu 3.3. Doktorant zamiescit metodyke
badawczg wykorzystang do detekcji wplywu tamoksyfenu na ekspresjc sparowanych
receptoréw Siglec-5/14 ielementéw wewnatrzkomérkowych szlakow  sygnalizacyjnych
(cytometryczny pomiar ekspresji sparowanych receptorow Siglec-5/14 na powierzchni
komorek THP-1 w warunkach monokultury 1kokultury, reakcja taincuchowej polimerazy
w czasie rzeczywistym (Real Time PCR) do wykazania zmian w poziomie ekspresji gendow
(SIGLECS, SIGLEC14, SIIP1 (PTPN6), SHP2 (PTPN11), DAP12 (TYROBP)). Jako ostatni
etap opisana zostaly przez Autora metodyka zastosowana do oceny wiazania biatek fuzyjnych
Siglec-5 Fc 18iglec-14 Fec do wykorzystanych jako material biologiczny komérek
nowotworowych MCF-7 1 MDA-MB-231.

Kolejny rozdzial pracy to Wyniki, ktére Doktorant podziclit na 8 podrozdziatéw
opisujacych kolejno realizacje planu badawczego przedstawionego w Celn pracy. Rozdziat ten
zostal opracowany przez Autora w sposéb analityczny i przejrzysty. Badania, ktére staly sie
podstawa prezentowanej pracy wykazaly, ze wprzypadku linii MCF-7 tamoksyfen
w stezeniach 10 150 puM spowodowal istotny statystycznie spadek zywotnosci komorek
nowotworowych tak w warunkach monokultury jak ikokultury zkomérkami THP-1.
w przypadku komérek linii MDA-MB-231 zaobserwowano efekt podobny lecz réznice nié byly

istotne statystycznie. Badanie wplywu tamoksyfenu na zywotno$é komérek linii THP-1
| pokazato, ze wtym przypadku jedynie przy 50 pM tamoksyfenu zaobserwowano istotny
statystycznie efekt hamujgcy. Wyniki kolejnego etapu badan przedstawione przez Doktoranta
postuzyly do oceny potencjatu migracyjnego komorek raka piersi linii MCF-7 1 MDA-MB-
231 w warunkach monokultury lub w kokulturze z monocytami linii THP-1. Jak wynika
z zamieszczonego opisu, dodatek 10 uM tamoksyfenu zar6wno w przypadku komoérek linii
MCF-7 jak i MDA-MB-231 tak w monokulturach jak i kokulturach z monocytami linii THP-1
spowodowal wyrazne ograniczenie ich potencjatu migracyjnego w poréwnaniu do prébek bez
dodatku leku. Zgodnie z opisem zamieszczonym w dyskusji potencjat migracyjny badanych
limii nowotworowych byl wyzszy wobecno$ci monocytéw linii THP- Jezeli chodzi o
interpretacje koncowsa przedstawionych wynikéw, z punktu widzenia recenzenta wskazana
bylaby weryfikacja tekstu opisujacego wyniki z opisem zastosowanej metodyki badawczej.
Pojawiaja si¢ tu jednak pewne niescistosci, ktére warto bytoby ujednolicié i wyjasnié: a) jaki
parametr byl podstawa przeprowadzonej analizy czy byt to rozmiar szczeliny (szerokosé
szezeliny), pole powierzchni szezeliny czy odleglodé pomigdzy czotami komorek- na wykresie
mamy np. kolejny parametr wzgledna szeroko$é szczeliny a w podpisie pole powierzchni
szczeliny, b) czy nie byloby wskazane przyjecie jako kontroli hodowli bez tamoksyfenu z 24h
i poréwnanie jej zkulturami po inkubacji ztamoksyfenem co prawdopodobnie najlepic
odzwierciedlatoby réznice wywolane dziataniem leku. Warto byloby réwniez zweryfikowaé
opisy dotyczace zaleznosci wynikajgeych ze zmian pola powierzchni szezeliny a zwickszenia
lub zmnigjszenia potencjatu migracyjnego komérek: im mniejsze pole powierzchni szczeliny,
rozmiar szczeliny czy wzgledna szeroko$é szczeliny w odniesieniu do kontroli tym wieksza
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migracja komérek. W opisie wynikéw tego badania pojawil sie takze prawdopodobnie blad
edytorski w zdaniu ,, Pomiar powierzchni wolnej od komérek wykazal, ze w monokulturach
komérek linii MCF-7 i ich kokulturach z monocytami linii THP-1 pole powierzchni szczeliny
zmmniejszylo si¢ znamiennie odpowiednio 0 68% i 52% w ciggu 24 godzin od wykonania , rany”
- zamiast linii MCF-7 powinna by¢ zapewne wymieniona linia MDA-MB-231, kt6rej dotycza
przedstawione na figurze 22 123 wyniki. Powyzsze uwagi moga w opinii recenzenta pomdc
zwhaszcza przy opracowaniu danych do ewentualnej przysztej publikacji uzyskanych wynikGw.

W kolejnym podrozdziale Wynikéw zaprezentowano zmiany w poziomie wybranych
cytokin TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 i IL-12p70, okreslajace immunomodulacyjne dzialanie
tamoksyfenu w zastosowanych wpracy ukiadach do$wiadczalnych (w monokulturach
monocytow linii THP-1 i kokulturach z komérkami raka piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231).
Poréwnujgc poziomy wymienionych cytokin wykazano rézmice pomiedzy komérkami
w kulturach z dodatkiem tamoksyfenu w odniesieniu do kontroli. Nizsze poziomy TNF-a, IL-
6 11L-8 zaobserwowano w hodowlach monocytéw THP-1 w monokulturze odniesieniu do
stgzen wprobkach uzyskanych zkokultur. w monokulturach monocytéw TIIP-1, nie
stwierdzono wydzielania IL-1B, IL-10 i IL-12p70. Przedstawione dane wskazuja na wyraZnie
prozapalny charakter dziatania tamoksyfenu potwicrdzony wzrostem stezenia TNFo we
wszystkich wariantach badawczych. W odniesieniu do zaprezentowanych danych zdaniem
recenzenta dobrze bytoby uwzglednié w wykorzystanym modelu biologicznym np. przy okazji
powtdrzenia oznaczen dotyczacych IL-10 iIL-12p70 réwniez monokultury komoérek raka
piersi linii MCF-7 i MDA-MB-231 aby zbada¢ czy obserwowana reakcja nie jest rdwniez
wynikiem specyficznych oddziatywan migdzykomérkowych. Wyniki przedstawione w pracy
wskazujg, ze zarowno w przypadku monokultury monocytéw linii THP-1 jak i ich kokultur
z komérkami MCF-7 1 MDA-MB-231 obecnosé tamoksyfenu zwigkszato ekspresjg CD68 oraz.
obnizato poziom arginazy-1, jednak wtym przypadku mimo obserwowanego efekiu
hamujgcego w kokulturach THP-1 zkomérkami MDA-MB-231 réznice nie byly istotne
statystycznie. W przypadku analizowanej ekspresji sparowanych recepioréw Siglet 5/14
statystycznie istotny efekt stymulujacy tamoksyfenu zanotowano jedynie w przypadku kokultur
THP-1 z komérkami MCF-7. Inkubacja z tamoksyfenem réwniez w istotny sposéb zwickszata
ckspresje genéw SIGLECS i SIGLEC14 zaréwno w monokulturach THP-1 jak i kokulturach.
Okreslany w pracy jako poziom transkryptéw genu SIGLEC14 byl wyraZnie wyzszy od
SIGLECS. Odnoénie genu PTPN6 poziom transkryptéw wzrastal jedynie po dodaniu
tamoksyfenu do monokultur THP-1. W kokulturach z komérkami MDA-MB-231 ekspresja
byla wyraZnie hamowana. Odmienny wynik uzyskano badajgc poziom ekspresji gendéw
PTPN11 iTYROBP, gdzie =zanotowano wzrost poziomu transkryptéw zard6wno
w monokulturach THP-1 jak i kokulturach z komérkami linii MDA-MB-231. W tej czesci
wynikéw dobrze byloby doprecyzowac jednostki podawane na figurach: relatywna ekspresja
genu , wzgledna ekspresja. Wyniki badan dotyczace dziatania tamoksyfenu w kontekscie
wigzania rekombinowanego biatka fuzyjnego Siglec-5/Fc¢ z komérkami linii MCF-7 i MDA- -
MB-231 wykazata istotny statystycznie wzrost powinowactwa w przypadku monokultur MCF-
7 1 kokultur z THP-1 oraz kokultur MDA-MB-231z monocytami THP-1. Dla biatka Siglec-
14/Fc taki efekt zanotowano w monokulturach MDA-MB-231 i kokulturach MDA-MB-231
z monocytami THP-1.




Podsumowujac rozdzial Wyniki, pomimo uwag dotyczacych przedstawienia tej czesci
pracy, zktérych cze$¢ ma charakter dyskusyjny stanowi on kompleksowe i syntetyczne
opracowanie. Ten fragment rozprawy zostal przygotowany w sposdb staranny i przejrzysty.

Otrzymane w wyniku realizacji planu badawczego wyniki zostaly podsumowane
w liczacym 12 stron rozdziale Dyskusja, gdzie Doktorant przedstawil interpretacje uzyskanych
w pracy danych w oparciu o zaproponowany material literaturowy. Rozdzial ten zawiera
obszerne fragmenty opisujace problemy zwigzane zleczeniem raka piersi, znaczeniem
profilowania i katalogowania mikrosrodowiska nowotworu piersi na poziomie komorkowym,
poznaniem ziozonych mechanizméw lezacych u podstaw kontroli immunologicznej, dynamiksg
przerzutowania, jego wrazliwoscia na chemioterapie c¢zy immunoterapie. Doktorant
przedstawil tez kryteria wyboru konkretnych linii komérek nowotworowych oparte na ich
cechach biologicznych np. ekspresja receptorow estrogenowych czy poziom wrazliwo$¢ na
tamoksyfen.

Doktorant na podstawie wybranych danych literaturowych wyjasnit role i zasadno$é
wyboru badania poziomu ekspresji biatka CD68 i arginazy-1 jako wskaznikow fenotypu M1
i M2. Uzasadnit i przedyskutowat réwniez w oparciu o trafnie dobrane dane wybrany model
badania immunomodulacyjnego wptywu tamoksyfenu poprzez oceng ckspresji konkretnych
cytokin. Uzyskane rezultaty pozwolily na sformutowanie wniosku poiwierdzajacego
prozapalne dzialanie badanego lcku. 7 zaprezentowanych danych dotyczacych zmian
poszczegbdinych markeréw wynika, ze tamoksyfen zwieksza réwniez ekspresje sparowanych
receptoréw Siglec-5/14 i wigzanie biatek fuzyjnych w wybranych uktadach doswiadczalnych
wykorzystanych w pracy. Sposéb zaprezentowania tego rozdziatu wyraznie pokazuje, ze Autor
jest dobrze zorientowany w opisywanej problematyce naukowej, potrafi prawidtowo
analizowaé wyniki wykonanych analiz oraz w sposob przejrzysty je przedstawié w kontekscie
aktualnych danych literaturowych. W odczuciu recenzenta przygotowujae prace do publikacji
warto ograniczy¢ nieco czg$¢ teoretyczng na rzecz interpretacji danych doswiadczalnych.
Korzystne byloby réwniez w opinii recenzenta wlaczenie do tego rozdziatu schematycznych
opracowan graficznych podsumowujace omawiane dane. Wedhug oceny recenzenta o czym
wspomniano wezesnie] moze wyrazniej nalezatoby bardziej podkresli¢ réwniez w tym miejscu
nowatorskie elementy pracy, dotyczace modulacyjnego dziatania tamoksyfenu w kontekécie
ekspresji ifunkcji sparowanych immunoreceptordéw Siglec-5/14 w badanym modelu raka
piersi.

Oceniany manuskrypt zakonczony zostal przez Doktoranta rozdzialem zatytulowanym
Whioski, ktoéry jest racze] syntetycznym podsumowaniem najwasnigjszych wynikow
uzyskanych podczas realizacji zadan zaproponowanych w celu pracy. Giéwne osiggnigcia
przedstawione przez Lek. Karola Rogowskiego koncentrowaty si¢c wokét kilku punktow takich
jak: a) hamowanie przez tamoksyfen w zastosowanym stezeniu wzrostu ipotencjalu
migracyjnego komoérek raka piersi linii MCF-7 (estrogenozaleznych) hodowanych zaréwno
w warunkach monokultury jak i kokultury zkomérkami THP-1, b) potwierdzenie efekiu
immunomodulacyjnego tamoksyfenu w badanym ukladzie do§wiadczalnym (zmiana profilu
wykrytych cytokin i polaryzacja fenotypu monocytdw linii THP-1 w obecnosci komérek MCF-
7 1MDA-MB-231), c¢) stymulacja ekspresji sparowanych receptoréw Siglec-5/14
w monocytach THP-1 w kokulturach z komérkami MCF-7 lub MDA-MB-231, d) zmiana
w poziomie franskrypeyji genéw SIGLECS, SIGLEC14, PTPN6, PIPN11 iDAPI12
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w monocytach linii THP-1 w wykorzystanych modelach badawczych, €) prawdopodobna
immunomodulacja mikrosrodowiska zmiany nowotworowej poprzez wptyw tamoksyfenu na
ekspresj¢ sparowanych receptoréw Siglec-5/14 w monocytach iich powinowactwo do
komoérek nowotworowych MCF-7 oraz MDA-MB-231. Warto zaznaczy¢, ze rozdziat ten
odpowiada schematowi zadan badawczych zawartych w celu pracy.

Podsumowujgc, w mojej ocenie wykonana i przedstawiona do recenzji przez Lek. Karola
Rogowskiego Rozprawa Doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie zaproponowanego w celu
pracy, konkretnego zadania badawczego imoze byé podstawg do przyszitych publikacji
naukowych. Biorac pod uwage wzrastajacy odsetek chorych na raka piersi precyzyina
diagnostyka, ocena rokowan i podjgcie optymalnego postepowania terapeutycznego nabiera
szczegoOlnego znaczenia. Bardzo wazne sg tutaj wysitki podejmowane w kierunku nie tylko
analizy genomu czy proteomu komoérek nowotworowych ale roéwniez badania mikrosrodowiska
guza zwigzane zrozrostem nowotworu. W procesach tych wazng role odgrywajg sjalowane
glikany blony komorkowej, ktére poprzez immunoreceptory z rodziny Siglec mogg modulowaé
odpowiedZ immunologiczna. Podwyzszone w probkach ztamoksyfenem. wigzanie biatek
fuzyjnych Siglec-5 i Siglec-14 do wykorzystanych w pracy komérek nowotworowych sugeruje
réwniez mozliwo$¢ zmiany wzoru sjalilacji blony komérkowej w zaproponowanych uktadach
do$wiadczalnych. W opinii recenzenta wyniki przedstawione przez Doktoranta moga zostaé
wykorzystane jako skladowa nowoczesnych narzedzi diagnostycznych w przewidywaniu
progresji nowotworu oraz ocenie wybrane] procedury lecznmiczej réwniez pod katem
oddziatywan migdzykomorkowych w mikrosrodowisku guza.

Prace oceniam pozytywnie podkreslajac, ze zamieszczone w recenzji uwagi, sugestie czy
pytania nie zmieniajg w zaden sposob jej ogdlnej pozytywnej oceny. Przedstawiona do recenzji
Rozprawa spelnia kryteria stawiane eksperymentalnym pracom doktorskim okreslone w art.
187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. 22023 r.
poz. 742 ze zm.). W zwiazku z tym wnioskuje o dopuszezenie Lek. Karola Rogowskicgo do
dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Lublin, 12.07.2023 Dr hab. Magdalena Jaszek prof. UMCS
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