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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostata zrealizowana pod kierunkiem dr
hab. Przemystawa Wielgata w Zakladzie Farmakologii Klinicznej Wydzialu Lekarskiego z
Oddziatem Stomatologii i Oddzialem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku. Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi uchwala Komisji
Doktorskiej z dnia 25.04.2023r.

Dokonujac oceny przedstawionej rozprawy doktorskiej nalezy przede wszystkim
wskaza¢ na trafno$¢ wyboru jej tematu. Nowotwory piersi sg najczgsciej wystgpujacym
nowotworem u kobiet i wigzg si¢ z wysokg $miertelnosdcia. Zachorowalno$¢ wrasta z wiekiem,
az 80% zachorowan dotyczy pacjentek po ukonczeniu 50 roku zycia, a biorgc pod uwage
wydtuzenie $redniej dlugodei zycia, diagnostyka i leczenie tego nowotworu stanowi powazne

wyzwanie medyczne. W zwigzku z tym niezwykle istotne jest poszukiwanie nowych rozwigzan



terapeutycznych. nie tylko ukierunkowanych na komorki nowotworowe, ale réwniez na
mikros$rodowisko guza, w tym odpowiedZz immunologiczng. Najnowsze badania wykazaty, ze
mechanizmy rozwoju nowotworéw obejmujg nie tylko zmiany wewnatrzkomorkowe, ale
dotycza réwniez oddzialywania komorek nowotworowych z otaczajgcym sSrodowiskiem, co
istotnie wplywa na progresje nowotworu, jego zdolno$¢ przerzutowania oraz rokowanie i
efekty terapii. W pismiennictwie $wiatowym dotyczacym wplywu selektywnych modulatoréw
receptora estrogenowego na efekty leczenia nowotwordw piersi, wiele uwagi w ostatnich latach
poswigcono badaniu potencjalu immunomodulacyjnego tych lekdéw oraz ich wplywu na
mikro$rodowisko guza, szczegolnie komorki uktadu odpornosciowego. W interakcjach miedzy
ukladem odpornos$ciowym a komorkami nowotworowymi istotng rolg pelnig immunoreceptory
odpowiedzialne za aktywacj¢ lub supresjg odpowiedzi immunologicznej w zaleznosci od zmian
w glikozylacji i sjalilacji powierzchni komoérek nowotworowych, co pozwala tym ostatnim
unikng¢ nadzoru immunologicznego. Szczegolnie istotng grupg sa receptory Siglec, ktore
wplywajg na aktywno$¢ uktadu odpornosciowego poprzez sjalowane ligandy. Temat rozprawy
doktorskiej wpisuje sie zatem w ogdlnoswiatowy trend badawczy 1 podejmuje probe oceny, czy
terapia selektywnym modulatorem receptora estrogenowego, tamoksyfenem, modyfikuje
aktywnos¢ immunologiczng monocytéw oraz ekspresje i funkcje receptorow Siglec 51 14 w
monocytach hodowanych zaréwno w monokulturze jak i kokulturze komorek raka piersi
estrogeno-zaleznych i niezaleznych od receptoréw estrogenowych w warunkach in vitro.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma typowy uklad, liczy lacznie z
pi$miennictwem 134 strony, z tego 38 stron stanowi ,,Wstep”, 1 strona ,,Cele pracy” ,Materialy
i metody” — 13 stron, ,,Wyniki” — 25 stron, ,,Dyskusja” — 11 stron, ,,Wnioski” — 1 strona. Na
koncu zamieszczono tez streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz pismiennictwa
liczacy 260 pozycji literaturowych oraz wykaz tabel i rycin. Zostala zachowana wiasciwa
proporcja miedzy poszczegolnymi czesciami rozprawy doktorskiej, a obszerny wykaz pozycji
pismiennictwa zawiera najnowsze doniesienia z tematyki rozprawy. Na uznanie zastuguje jasny
i przejrzysty styl pracy, a zilustrowanie opisywanych proceséw immunologicznych oraz
wynikoéw licznymi rycinami ulatwia zrozumienie gtdownych zatozen oraz efektow rozprawy.
Praca jest napisana poprawna polszczyzng, bez znaczgcych uchybien edytorskich.

Rozprawe doktorska rozpoczyna dobrze napisany i bardzo obszerny Wstep, ktory
wprowadza w zagadnienia poruszane w pracy. Na poczatku Doktorant opisuje epidemiologi¢
raka piersi, wskazuje najczestsze czynniki ryzyka, omawia parametry bedace podstawa
klasyfikacji raka piersi, przy czym, biorgc pod uwage cel i zakres badan zaplanowanych w

rozprawie, ten podrozdziat jest zbyt obszerny. Nastgpnie Doktorant opisuje dostepne metody
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terapii, w tym hormonoterapi¢ nowotwordw ztosliwych wykazujgcych ekspresje¢ receptorow
estrogenowych 1 progesteronowych z uwzglednieniem selektywnych modulatoréw receptora
estrogenowego takich jak tamoksyfen, ktorego dzialanie zbadano w niniejszej rozprawie.
Nastgpnie Doktorant szczegolowo omawia role ukladu odpornos$ciowego w procesie
kancerogenezy oraz rolg poszczegolnych komorek (limfocytow T, makrofagow, komoérek NK
czy komorek dendrytycznych) w zwalczaniu komoérek nowotworowych. Nastgpnie opisano
receptory Siglec, ich klasyfikacje, ekspresje w uktadzie krwiotwdrezym oraz szlaki sygnalizacji
aktywujgcych i hamujgcych receptorow blonowych. Kolejny podrozdzial Wstgpu zawiera opis
roli receptorow Siglec w ukladzie odpornosciowym oraz w procesie kancerogenezy. Na
zakonczenie Doktorant opisuje budoweg, dystrybucje i role sparowanych immunoreceptorow
Siglec-5/14 w regulacji odpowiedzi immunologicznej. Dane z pi$miennictwa zawarte we
Wstepie sa dobrane wlasciwie i prawidlowo cytowane i wskazujg na duzg znajomo$¢ tematu 1
przygotowanie merytoryczne Doktoranta do prowadzenia badan eksperymentalnych.
Zakonczenie Wstepu pozostawia pewien niedosyt jesli chodzi o podsumowanie
dotychczasowego stanu wiedzy oraz wskazanie na luki w wiedzy i niejasnosci, ktore sklonity
Doktoranta do podjgcia badan.

Celem pracy byla ocena wplywu tamoksyfenu na aktywnosé¢ komorek ukladu
odpomosciowego na przykladzie monocytow oraz udziatu sparowanych receptorow Siglec-
5/14 w procesie nadzoru immunologicznego w modelu in vifro nowotworu piersi. Wérod celow
szczegotowych Doktorant wymienit zbadanie cytotoksycznego wplywu réznych stezen
tamoksyfenu na zastosowany model komorkowy, wplywu tamoksyfenu na aktywnosc
immunologiczng monocytéw i na ekspresje receptorow Siglec 5 i 14 oraz na interakcje
sparowanych receptorow Siglec-5/14 z blonami komoérek nowotworowych w hodowli.
Zatozone cele zostaly osiagniete w pracy.

Kolejny rozdzial, Materialy i metody, zawiera opis materialu badawczego, wykaz
odczynnikéw, sprzetu oraz metody zastosowane przy realizacji pracy. Prace badawcze zostaly
dobrze zaplanowane i wykonane z duzg starannoscig, a Doktorant weryfikowal hipotezg
badawczg z wykorzystaniem nowoczesnych technik biologii komorki oraz biologii
molekularnej w modelu komérkowym nowotworu piersi. W toku pracy Doktorant
przeprowadzil m.in. hodowle komoérek raka piersi oraz monocytow w monokulturze i
kokulturze, wykonat test oceny zywotnosci komorek, test migracji, ilosciowy PCR w czasie
rzeczywistym (qPCR), ocenil ekspresje sparowanych receptorow oraz wigzanie bialtek
fuzyjnych Slglec-5 1 Siglec-14 Fc do komorek nowotworowych metoda cytometrii

przeptywowej. Opis metod zilustrowano rycinami, co ulatwia zrozumienie schematu
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dos$wiadczalnego. Zawarte w tym rozdziale szczegdtowe opisy wykonywanych procedur
pozwalajg stwierdzi¢ trafnos¢ wyboru metod badawczych do zweryfikowania hipotezy
badawczej oraz wskazujg na duzy wklad pracy Doktoranta w realizacje czesci
cksperymentalnej rozprawy. Na uwage zastuguje kompleksowa analiza cytometryczna
zastosowana nie tylko oceny stezenia cytokin w supernatantach z hodowli komdrkowej, ale
rowniez do oceny markerow roznicowania monocytéw 1 analizy ich fenotypu
immunologicznego oraz do oceny ekspresji sparowanych receptorow Siglec po ekspozycji na
tamoksyfen. Doskonalym uzupehieniem tej czesci rozprawy jest analiza funkcjonalna i ocena
wigzania bialek fuzyjnych Siglec-5 Fc¢ 1 Siglec-14 Fc¢ z komorkami nowotworowymi
wystawionymi na dzialanie tamoksyfenu. Przejrzysto$¢ niektorych podrozdziatow
zwigkszyloby przedstawienie czgsci opisow w formie tabel (np. skiad mieszanin reakcyjnych i
warunki reakcji amplifikacji w podrozdziale opisujgcym ilosciowy PCR). W opisie metodyki
zbyt skrétowo potraktowano podrozdzial opisujgey analize statystyczng wynikow, wskazano
jedynie test oraz pakiet statystyczny, brakuje jednak wyjasnienia, dlaczego zastosowano test
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA (czy wykonano oceng¢ zgodnosci rozkladu
danych z rozktadem normalnym, analiz¢ jednorodnosci wariancji) oraz kryterium wyboru testu
post hoc.

Rozdzial ,,Wyniki” charakteryzuje uporzadkowany opis wynikéw przeprowadzonych
badan dodatkowo zilustrowanych licznymi rycinami. Zawartos$¢ tego rozdziatu, bogactwo zdjeé
i wykreséw wykorzystanych do przedstawienia uzyskanych wynikow oraz opis wynikow
poszczegolnych eksperymentow sg dowodem na bardzo dobre opanowanie warsztatu
badawczego przez Doktoranta. Do najwazniejszych wynikow rozprawy nalezy zaliczy¢
obserwacje, ze tamoksyfen hamuje wzrost i migracie komorek linii MCF-7 w mono- i
kokulturze oraz wpltywa na zmiany w profilu cytokin i polaryzacji monocytéw linii THP-1 w
obecnosci komorek nowotworowych. Doktorant wykazal ponadto zmiany w ekspresji
sparowanych receptorow Siglec-5/14 niezaleznie od fenotypu biologicznego komorek
nowotworowych pod wplywem tamoksyfenu. Doktorant nie ustrzegl sie jednak pewnych
niescistosci. W opisie wynikoéw dotyczacych oceny potencjalu migracyjnego komoérek raka
piersi Doktorant zastosowal test migracyjny, i jako synonim tego testu stosuje zamiennie test
»gojenia rany”. Biorge pod uwage sposob wykonania testu, nie jest to wiasciwe okreslenie,
poniewaz w tescie migracyjnym komorki rosng w dwoch osobnych grupach obok siebie,
natomiast monowarstwa nie ulega uszkodzeniu charakterystycznemu dla testow zwigzanych z
uszkodzeniem np. mechanicznym. Stad procesy komodrkowe lezace u podioza testu

migracyjnego roznig si¢ od procesOw zwiazanych z gojeniem rany/naprawa uszkodzenia
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monowarstwy i w zwigzku z tym nie powinny by¢ stosowane jako synonimy. Wérod brakow
tego rozdziatlu nalezy réwniez wymieni¢ brak skali na rycinach przedstawiajacych zdjecia
mikroskopowe komorek (ryciny 20 i 22), a w opisie legendy powinna si¢ znalez¢ informacja,
Jakiego powigkszenia uzyto do przedstawienia zdjeé, bez tych informacji trudno jednoznacznie
zinterpretowa¢ uzyskane wyniki. Ponadto, w opisie wynikéw na stronie 70 blednie odestano
czytelnika do ryciny 23 A-F, powinna byé rycina 24 A-F.

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorant przeanalizowal znaczenie uzyskanych wynikow w
kontekscie dostepnej literatury. Omowienie wynikéw Doktorant rozpoczyna od uzasadnienia
wyboru linii komorek nowotworowych do badan (zalezne i niezalezne od receptoréw
estrogenowych) oraz uzasadnia wybor stezenia tamoksyfenu (10 pM) do analiz. W kontekécie
uzyskanych wynikow wybor ten wydaje si¢ wiasciwy dla linii komorkowej MCF-7 (rycina 17),
ale jest do$¢ zaskakujacy w przypadku linii MDA-MB-231 w mono- i kokulturze z
monocytami (rycina 18) oraz dla samych monocytow (tu przezywalnos¢ w mono- i kokulturze
z obiema liniami nowotworowymi spada istotnie dopiero przy stezeniu 50 puM, rycina 19), o
czym Doktorant wspomina, ale nie komentuje tych wynikow. Prosz¢ zatem Doktoranta o
komentarz dotyczacy wyboru stezenia 10 pM tamoksyfenu do dalszych analiz we wszystkich
uktadach eksperymentalnych. W nastepnej czesci Dyskusji Doktorant umiejetnie dyskutuje
znaczenie wynikow dotyczagcych ekspresji CD38 oraz arginazy-1 w badanych uktadach
doswiadczalnych, wskazujgc na pewne sprzecznosci miedzy doniesieniami klinicznymi, ktore
informujg o niekorzystnym rokowaniu przy wysokiej ekspresji CD38 w makrofagach, i
konfrontuje je z wynikami rozprawy doktorskiej, ktore wskazujg, ze wyzsza ekspresja CD38 w
kokulturze zwigksza wrazliwo$¢ monocytow na tamoksyfen 1 promuje ich wlasciwosci
prozapalne. Za wartosciowy fragment Dyskusji nalezy rowniez uzna¢ probe wyjasnienia przez
Doktoranta obserwacji dotyczacej uzyskania efektu terapeutycznego tamoksyfenu niezaleznie
od fenotypu komorek nowotworu piersi (zalezne i niezalezne od receptoréw estrogenowych), w
ktorej Doktorant wskazuje na potencjalne wykorzystanie mechanizmu ,off-target”
tamoksyfenu w terapii nowotworow piersi niezaleznych od estrogendéw i umiejetnie wskazuje
na mozliwy mechanizm molekularny tego efektu oraz jego immunostymulujace dziatanie w
kontekscie wynikow uzyskanych dla receptoréw Siglec. Nastepnie Doktorant szeroko
dyskutuje znaczenie obserwacji dotyczgcych wudzialu receptorow Siglec-5 1 14 w
immunomodulacji pod wptywem tamoksyfenu.

Zakonczenie Dyskusji stanowi zwiezle podsumowanie rozwazan dotyczgcych
immunomodulacyjnego dzialania tamoksyfenu w badanym modelu do$wiadczalnym oraz

mozliwosei wykorzystania profilu ekspresji receptorow Siglec jako narzedzia do
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prognozowania progresji nowotworu oraz weryfikacji terapii przeciwestrogenowej. Czytanie
tego rozdzialu pracy utatwito oméwienie znaczenia wynikéw w tej samej kolejnosci, w ktorej
zaprezentowano wyniki we wczesniejszym rozdziale. Dyskusja przeprowadzona jest w sposéb
systematyczny 1 zawiera krytyczng oceng¢ wiasnych wynikéw w odniesieniu do aktualnych
pozycji pismiennictwa, co $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci zagadnienia i dojrzatosci
naukowej Autora.

Rozprawe konczy pig¢ wnioskow, jednak pierwsze cztery stanowig raczej zwiezle
podsumowanie uzyskanych wynikéw. Warto byloby uzupehié te podsumowania o wskazanie
znaczenia tych wynikéw, co Doktorant doskonale sformutowat w ostatnim. pigtym wniosku
(np. dla wniosku 3 warto skomentowa¢, jakie znaczenie ma obserwacja wyzszej ekspresji
sparowanych receptoréw Siglec-5/14 w monocytach hodowanych w obecnosci komorek
nowotworu piersi; dla wniosku 4 warto wskaza¢, jak mozna wykorzysta¢ wiedze o wplywie
tamoksyfenu na aktywno$¢ transkrypcyjng gendéw SIGLECS i 14 oraz pozostalych badanych
genow w monocytach niezaleznie od uktadu komoérkowego. Warto byloby rowniez wskazaé we
wniosku 1 i 2 konkretne stezenie tamoksyfenu, ktore byto przedmiotem analiz.

Tekst rozprawy zostal przygotowany poprawnie merytorycznie i logicznie. Pomimo
kilku uwag natury porzadkujacej, pragne podkreslic, ze nie zmniejszaja one wartosci
merytorycznej zarowno przeprowadzonych badan jak i wnioskowania. Na szczegdlng uwage
zasluguje fakt, ze tak kompleksowa praca eksperymentalna w laboratorium na pewno
wymagata duzego nakladu pracy i czasu od lekarza klinicysty, tym wigksze uznanie dla
zaangazowania Doktoranta w prace badawczg, by osiggngé zatozony cel. Praca jest nowatorska
i wskazuje, jak istotne sg badania nad modyfikacjg mikrosrodowiska guza, szczegdlnie
wykorzystanie potencjalu immunomodulacyjnego dostepnych lekdw, takich jak tamoksyfen, w
poprawie efektow terapii raka piersi.

W $wietle przedstawionej oceny stwierdzam. ze rozprawa doktorska lek. Karola
Rogowskiego speinia wszystkie wymogi stawiane rozprawom na stopien naukowy doktora
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2022 r. poz. 574). W zwigzku z tym zwracam si¢ z wnioskiem do Senatu
Uniwersytetu Medycznego z Bialymstoku o dopuszczenie Pana lek. Karola Rogowskiego do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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