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Praca dotyczy waznego i wykazujgcego niestety statg tendencje wzrostowg
problemu choréb nowotworowych kohcowego odcinka przewodu pokarmowego
cztowieka, przebiegajgcych najczesciej w postaci raka jelita grubego, oraz badan nad
immunopatomechanizmem tych zaburzen, ktérych praktycznym rezultatem moze by¢
w przysziosci opracowanie bardziej skutecznych metod ich leczenia i wczesnegj
profilaktyki, zwtaszcza poprzez przestrojenie mechanizméw ekspresji guza i
hamowania procesu jego tworzenia. Kluczowym etapem nowotworzenia w
generowaniu zwykle nieodwracalnych zmian w jelicie grubym wydajg sie miec
Zjawiska immunologiczne prowadzgce  do przeksztatcania pierwotnie
proimmunologicznych komorek efektorowych uktadu odpornosciowego gospodarza
(monocytéw, makrofagdéw) do form o charakterze immunosupresyjnym promujgcym
niekontrolowang progresje nowotworu. Formy te o0 zmienionym fenotypie
wspotdziatajgc aktywnie z nowotworem wytwarzajg w jego mikrosrodowisku liczne
aktywne substancje (chemokiny, cytokiny, proteazy, czynniki wzrostowe), ktére mogg
stymulowaé angiogeneze, intensywny wzrost guza nowotorowego, utatwia¢ jego tzw.
przerzutowanie poprzedzone przejsciem epitelialno-mezenchymalnym (EMT), a
przed wszystkim uposledza¢ istotnie miejscowg efektywng odpowiedz
immunologiczng, ograniczajgc tym samym mozliwo$¢ skutecznej obrony
antynowotworowej organizmu gospodarza. Wiekszo$¢ dotychczasowych danych na
ten temat, poznanych przy okazji badan innych nowotworow, byty odnoszone drogg
analogii réwniez do patomechanizmu raka jelita grubego. W przypadku tego



ostatniego, dostepne dane nie sg jednak w petni jednoznaczne i do konca
przekonywujgce, czesto sg one przy tym sprzeczne i wykluczajg sie wzajemnie, a
przyjety zunifikowany model nowotworzenia moze by¢ obecnie kwestionowany. Stad
palgca potrzeba nowych badan w tym zakresie podejmowanych na Swiecie, w
ktérych swoj znaczgcy udziat znalazta réwniez Doktorantka.

Autorka dysertacji podejmujac sie tego wyzwania oparta swoje zatozenia
badawcze na kluczowej roli specyficznej subpopulacji makrofagdw w generowaniu i
progresji zmian nowotworowych, ktérych aktywny, odpowiedzialny za to
immunosupresyjny fenotyp tych komorek efektorowych, powstaje w nastepstwie
dziatania rozwijajgcego sie nowotworu. Doktorantka, przyjmujgc ich wiodgcg role w
progresji nowotworowej dagzyta do wyjasnienia mechanizméw ukierunkowanego
réznicowania tych komérek okreslanych jako M2 - o zdecydowanie supresyjnym i
pronowotworowym charakterze oraz makrofagéow linii M1, tj. prozapalnych i
przeciwnowotworowych powstajgcych z monocytow aktywnie $cigganych do
mikrosrodowiska nowotworu z oceng kierunkéw tych zmian, ich intensywnosci i
dominujgcych tendencji. Ponadto, chciata Ona wyjasni¢ czy aktualne stadium
badanego nowotworu moze wptywac¢ na proces réznicowania wspomnianych frakciji
komérkowych. Omawiane zatozenia stanowity cel pracy doktorskiej, a o jej podjeciu
zadecydowaty niewagtpliwie pewne spotykane w literaturze niejasnosci i luki
dotyczace unikalnej materii badawczej jakg jest poznanie roli makrofagéw
zwigzanych z nowotworem (TAMs, tumor-associated macrophages) w jego
réznicowaniu i progresji zwtaszcza w odniesieniu do raka jelita grubego. Zadanie to
nie jest jednak fatwe, komoérki TAMs mimo charakterystycznych utawiajgcych ich
wstepne roznicowanie markeréw, charakteryzujg sie bowiem wyjgtkowg ztozonoscig
w dziataniu poprzez produkcje licznych aktywnych czynnikbw macierzy
zewnatrzkomérkowej nowotworu oraz catej gamy réznorodnych cytokin, chemokin, a
nawet biatek szoku termicznego (hsp).

Do realizacji postawionego, bardzo ambitnego celu pracy Doktorantka
wykorzystata nowoczesny warsztat badawczy, w ktérym cytometria przeptywowa
(FCM) jawi sie jako podstawowe narzedzie stuzgce do wiarygodnej oceny
ksztattowania sie wybranych populacji komoérek immunologicznie kompetentnych, w
tym rowniez makrofagéow wystepujgcych w réznych mikrosrodowiskach i stadiach
rozwojowych raka jelita grubego badanych w oparciu o specyficzne dla niego linie
komérkowe (HT29, LS180, SW948, SW620, THP1, HSF; wykorzystano w sumie 7



linii w tym z prawidtowych fibroblastéw skoéry ludzkiej — HSF oraz linii THP1
stanowigcych model monocytow ludzkich). Cztery pierwsze z wykorzystanych w
badaniach linii komérkowych, odpowiednio: HT29, LS180, SW948, SW620,
reprezentujg przede wszystkim kolejne stadia rozwojowe raka jelita grubego.
Natomiast kontrolg w podjetych badaniach byfa linia komérkowa HSF pochodzaca z
fibroblastow skory zdrowych ludzi, a modelem ludzkich monocytéw byty komorki z
linii biataczkowej THP-1 cziowieka, ktore preaktywowane z udziatem PMA (ester
forbolu) stanowity tez model dla makrofagéw spoczynkowych. Z kolei podtoza
pohodowlane (CM, conditioned media) znad uzytych linii komérkowych stanowity
model mikrosrodowiska nowotworu i pozwalaty ocenia¢ zywotnos¢ poszczegdinych
réznicujgcych sie frakcji komorkowych (monocytéw, makrofagéw) zdolnos¢ ich do
produkcji  wolnych  rodnikéw i specyficznych  cytokin  oraz  ekspresje
charakterystycznych markeréw powierzchniowych i wewnatrzkomérkowych, a takze
genow i biatek przez nie kodowanych i metaloproteinaz w trakcie ich inkubaciji (72 h).

Przygotowana praca doktorska poprzez najbardziej adekwatny dobor technik
badawczych zapewniajgcych ich wiarygodnos¢ ma duze walory poznawcze, jak tez
potencjalnie aplikacyjne, przy odpowiednim wykorzystaniu uzyskanych rezultatow
badan w praktyce klinicznej w tworzeniu strategii skutecznego kontrolowania procesu
réznicowania poszczegolnych frakcji komdrkowych do tych immunologicznie
przydatnych w procesie remisji zmian nowotworowych. W oparciu o uzyskane dane
juz teraz rysuje sie realna mozliwos¢ wypracowania nowych metod leczenia raka
jelita grubego z wykorzystaniem nowych generacji lekdw sterujgcych precyzyjnie
patomechanizmem zjawisk immunologicznych na poziomie komoérkowym. Temu
celowi przyswiecata tez po czesci warstwa merytoryczna pracy, mimo ze, jej istotg w
czedci stricte badawczej byto poznanie zjawisk zachodzgcych w mikrosrodowisku
réznych stadiow raka jelita grubego na poziomie wzajemnych zaleznosci nowotwor i
jego sekrecyjne czynniki, a réznicowanie i rola komorek linii mieloidalnej organizmu
gospodarza w rozwoju i progresji zmian nowotworowych. Badania z tego zakresu
prowadzone na $wiecie zmierzajgce do petnego poznania patomechanizmu
nowotworzenia w relacji z uposledzong 1 sprzyjajgcg temu odpowiedzig
immunologiczng gospodarza wymagajg nadal duzego zaangazowania. Poziom tych
badan i ich wartos¢, a przede wszystkim wiarygodnos¢ zalezy jednak w duzym
stopniu od doboru odpowiednich narzedzi i metod badawczych. Dlatego tez, warto w
tym miejscu podkresli¢ zasadnos¢ doboru przez Doktorantke odpowiedniego panelu



metod badawczych oceniajgcych catg game wzajemnie uzupetniajgcych sie
wskaznikow immunologicznych, dajgcych w rezultacie szeroki wglad w obserwowane
zjawiska, z mozliwoscig pozyskania petnej wiedzy z zakresu mechanizmoéw i
interakcji na poziomie gospodarz-nowotwér w obrebie mikrosrodowiska
powstajgcego w przebiegu nowotworzenia. Takie podejscie pozwala bardziej
wnikliwie, a przez to potencjalnie i perspektywicznie bardziej aplikacyjnie, rozpoznac i
wykorzysta¢ badane zjawiska oraz tworzy¢ w oparciu o0 uzyskang wiedze
podstawowg nowe modele i strategie immunoterapii nowotworéw cziowieka,
zwtaszcza raka jelita grubego bedgcego przedmiotem dysertaciji.

Recenzowana praca doktorska (zgodnie z wytycznymi ustawy z dn. 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki art. 12 pkt. 2. przygotowana jako ,manuskrypt ksigzki’) ma uktad typowy dla
tego typu opracowan i liczy w sumie 162 strony maszynopisu. Zawiera ona kolejno:
strone tytutowa, krotkg informacje o zrodle finansowania badan bedacych
przedmiotem dysertacji (grant badawczy Sonata NCN, nr 2013/09/D/NZ6?702564),
podziekowania, spis tresci, wykaz przyjetych skrotow, wstep, cel pracy, materiat i
metody, wyniki, omowienie wynikow i dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, pisSmiennictwo (liczace 150 pozycji na 14 stronach) oraz, na
samym koncu opracowania, rozdziat zatytutowany: ,Spis rycin i tabel”. Dokumentacja
graficzna wynikow badan oraz dodatkowych danych do czesci opisowej pracy
przedstawiona zostata na 62 kolorowych rycinach wkomponowanych w tekst
opracowania (w rozdziale: ,Wstep” i ,Wyniki”"). Praca zawiera tez jedng tabele
zamieszczong we wstepie, ktora zestawia obszerng ,Charakterystyke markeréw
powierzchniowych i wewngtrzkomérkowych monocytéw i makrofagdw z
réznicowaniem na ich subpopulacje” i jest w petni autorskim opracowaniem
Doktorantki.

Tytut przedstawionej do recenzji dysertacji doktorskiej odzwierciedla istote
zjawiska, ktére byto przedmiotem szczegodtowych badan Doktorantki zmierzajgcych
do wyjasnienia jego patomechanizmu w warunkach eksperymentalnych
odwzorowujgcych specyficzne mikrosrodowisko towarzyszgce klinicznej formie raka
jelita grubego. Kolejny, obszerny rozdziat wstepu rozprawy doktorskiej, wprowadza
czytelnika w usystematyzowany i przejrzysty sposodb w problem karcenogenezy
powigzanej z ogolnymi danymi odnosnie samego nowotworu jelita grubego (czynniki
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leczenie) ale takze, poprzez pryzmat wspotuczestniczacych w jego patologii
réznorodnych immunologicznych komponentow komérkowych i humoralnych,
szczegotowo opisuje wspdlne ich zalezno$ci.

Znaczna cze$¢ ,Wstepu” poswiecona jest tez bardzo waznym aspektom
mikrosrodowiska nowotworu (podrozdz. 6), w ktérym niektore komoérki uktadu
immunologicznego wydajg sie by¢ kluczowg skladowg w progresji zmian
nowotworowych, tworzg sie tez w nim specyficzne warunki immunotolerancji
organizmu gospodarza dla nowotworu, a ostatecznym efektem tych zmian jest jego
niekontrolowany rozwaj i w perspektywie zte rokowanie. Caty rozdziat ,Wstepu” liczy
w sumie 30 stron maszynopisu i wielkoscig zachowuje w zasadzie wiasciwe
proporcje w porownaniu do pozostatych czesci pracy. Warto podkresli¢ przy tym, ze
wstep napisano bardzo starannie, z duzg dbatoscig o jego warstwe merytoryczng,
stylistyke pracy i chronologiczny uktad tekstowy poszczegdéinych jego podrozdziatéw,
utatwiajgcy catosciowe zrozumienie problemu. Swiadczy to o dobrym przygotowaniu
teoretycznym i zdolno$ciach edytorskich Doktorantki w tym zakresie, rowniez co do
ogolnie przyjetych zasad publikowania prac naukowych, znajomosci aktualnego
piSmiennictwa oraz duzych umiejetnosci we wtasciwym doborze cytowanych pozycji.

Czes¢ doswiadczalna opiniowanej rozprawy doktorskiej rozpoczyna sie od
jasno sformutowanego ogolnego celu pracy powigzanego z dwoma bardziej
szczegotowymi kierunkami planowanych badan immunologicznych, ktére precyzujg
istote celu pracy i wybér narzedzi do jego realizacji.

Kolejny rozdziat zawiera opis materiatow i metod uzytych do badan. Nalezy
podkresli¢ zwlaszcza wyjatkowo bogaty i r6znorodny zestaw materiatow uzytych w
pracy doktorskiej obejmujgcy przede wszystkim bardzo unikalny panel linii
komdrkowych reprezentujgcych kolejne stadia rozwojowe raka jelita grubego, szeroki
wykaz podtozy i ptynéw hodowlanych, licznych zastosowanych reagentéw oraz
zestawow badawczych i sprzetu laboratoryjnego.

W tej czesci pracy Doktorantka opisujgc uzyte metody badawcze, bardzo
obszernie przedstawita ich szczegotowe metodyki, a ich réznorodnos¢ miata bez
watpienia wptyw na osiggniecie wszechstronnego wglgdu w oceniane zjawiska. Z
uzyciem zwtaszcza nowoczesnych technik cytometrii przeptywowej (FCM) badano
m.in. wiele waznych na etapie nowotworzenia mechanizméw immunologicznych
wybranych subpopulacji komoérek bezposrednio zaangazowanych w tym procesie
(monocytow i makrofagéw) takich jak, ich zywotnos¢ (z udziatem barwienia jodkiem



propidyny), zdolnos¢ produkcji wolnych rodnikéow tlenowych (barwienie DCF) oraz
poziom ekspresji charakterystycznych dla tych komorek markeréw powierzchniowych
i wewnatrzkomoérkowych (CD11b, CD163,CD206, Cd14, CD204, B7H1, CD40, HLA-
DR, IDO, CD68). Waznym etapem wielokierunkowej oceny byto réwniez badanie
zdolnosci hamowania proliferacji komorek linii THP-1, tj. monocytéw ludzkich i
makrofagdbw pod wpltywem zastosowanych podtozy pohodowlanych (CM)
stanowigcych interesujgce badacza mikrosrodowisko nowotworu z wykorzystaniem
testu MTT (na aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej) oraz BrdU tj. testu
inkorporacji analogu tymidyny do nowo syntetyzowanego DNA. W badaniach
Doktorantka wykorzystata tez szeroko stosowane obecnie w roéznych badaniach
immunologicznych komercyjne testy ELISA do oceny aktywnosci wybranych cytokin
uwalnianych przez aktywowane monocyty i makrofagi (VEGF, IL-10 i IL-6). Z kolei za
pomocg metod molekularnych (gRT-PCR) oceniata poziom ekspresji wybranych
gendéw monocytéw i makrofagéw (iNOS, ARC1, IDO1, LGALS3, LGALS9)
odpowiedzialnych za synteze biatek waznych w procesie rozwoju nowotworu i jego
zdolnosci do przerzutow.

Bezspornie, jeszcze raz nalezy to podkresli¢, ze tak bogaty i zréznicowany
panel zastosowanych metod badawczych pozwolit na wielowgtkowy wglad w
patomechanizm zjawisk immunologicznych na poziomie interakcji nowotwor a
wybrane subpopulacje komoérek odpornosciowych gospodarza, obserwowanych w
modelowym mikrosrodowisku raka jelita grubego u cziowieka. Nalezy tez dodac, ze
zaplanowana metodyka badan wymagata ze strony Doktorantki duzego osobistego
zaangazowania w opanowanie zastosowanych technik badawczych oraz
niezbednego czasu na ich doskonalenie w toku realizacji zatozonych celow.
Swiadczy to réwniez, o wszechstronnym technicznym przygotowaniu Doktorantki do
pracy laboratoryjnej zwazywszy na to, ze zastosowane metody badawcze, w tym
zwlaszcza cytometria przeptywowa (FCM), sg niewatpliwie wyjatkowo ztozonymi i
wymagajgcymi  dobrego  przygotowania aplikacyjnego technikami  badan
immunologicznych. W zamian dajg one jednak bardziej wiarygodne i rzetelne wyniki
badawcze, ktorych koncowa analiza moze postuzy¢ do wyciggniecia o wiele bardziej
wnikliwych oraz zblizonych do stanu faktycznego - wnioskéw, a takze sta¢ sie
punktem wyjscia do dalszych aplikacyjnych zastosowan.

Realizujgc konsekwentnie zaplanowany harmonogram pracy Doktorantka w

pierwszej kolejnosci skoncentrowata sie na badaniach cytometrycznych oceniajgc



poziom ekspresji wymienionych juz specyficznych markeréw powierzchniowych i
wewnatrzkomorkowych badanych subpopulacji komorek réznicujgcych sie w
mikrosrodowisku nowotworu, a takze ich zywotnos¢ oraz efektywnos¢ generowania
wolnych rodnikéw tlenowych (ROS). Nastepnie skoncentrowata sie Ona na badaniu
innych waznych parametréw odpowiedzi immunologicznej (MTT, BrdU, poziom
cytokin) oraz ekspresji specyficznych genow w monocytach i makrofagach
kodujgcych biatka wazne w procesie nowotworzenia, a takze, w ostatnim etapie
realizowanego eksperymentu, analizowata wystepowanie biatek zwigzanych z
metastazg (galaktyna 3 i 9) oraz obecnos¢ metaloproteinaz (MMP-9) z
wykorzystaniem odpowiednich metod, tj. Western blottingu i zymografii zelatynowej.
Na podstawie uzyskanych wynikow badan Doktorantka wykazata, ze podtoza
pohodowlane (CM), stanowigce modelowe mikrosrodowisko odpowiadajgce
warunkom panujgcym na etapie intensywnego rozwoju i nastepowej sekrecji
nowotworu, powodujg przyspieszenie roznicowania monocytow do makrofagow,
zmniejszajgc przy tym ich proliferacje i zatrzymujac ich cykl komoérkowy w fazie G1, a
takze wywotujgc spadek liczebnosci badanych komoérek w fazie S i G2. We
wspomnianym $rodowisku dochodzito réwniez u obecnych tam monocytow i
makrofagédw do wzmozonej produkcji wolnych rodnikow tlenowych oraz wzrostu
ekspresji markeréw charakterystycznych dla subpopulacji M1 i M2 makrofagow.
Wyrazna aktywizacja zostata réwniez wykazana w odniesieniu do ekspres;ji
specyficznych genéw obecnych w genomie ocenianych komérek efektorowych,
odpowiedzialnych za synteze biatek biorgcych udziat w nowotworzeniu. Wzrastato
ponadto stezenie wybranych cytokin, biatek uczestniczgcych w metastazie
(galaktyny) oraz metaloproteinaz (MMP-9) uwalnianych przez makrofagi aktywowane
w mikrosrodowisku nowotworu. Nalezy tez dodac, ze linie nowotworowe, uzyte do
przygotowania modelowych podtozy pohodowlanych (CM), stanowity catosciowy
przekroj przez rézne stadia raka jelita grubego i generalnie wykazywaty one podobny
wptyw na monocyty i makrofagi. Z pewnym istotnym jednak wyjatkiem dla linii HT29,
tj. zlozonej z komodrek nabtonkowych raka jelita grubego, ktora wykazywata
najsilniejszy wptyw na zywotnos¢ makrofagow i ekspresje ocenianych markeréw oraz
przerzutowej linii SW620 ztozonej z komérek wyizolowanych z weztéw chionnych
gruczolakoraka jelita grubego, przy ktérych udziale stwierdzone réznice dotyczyty

ekspresji galaktyn.



Reasumujgc, badania wykonane przez Doktorantke w bardzo wnikliwy i
przekonywujgcy sposob dokumentujg zaobserwowane tendencje i kierunki zmian w
zakresie odpowiedzi immunologicznej wybranych frakcji komorek linii mieloidalne]
obecnych w mikrosrodowisku odpowiadajgcym réznym stadiom raka jelita grubego
cztowieka. W koncowym podsumowaniu z wykonanych badan Autorka przytacza,
szczegolnie wazny z punktu widzenia ewentualnych przysztych zastosowan
aplikacyjnych fakt, ze w mikrosrodowisku raka jelita grubego mamy do czynienia z
mieszaning komoérek monocytow oraz makrofagéw o réznych fenotypach (M1, M2,
TAM) obejmujgcych zaréwno te, o0 potencjalnie pozgdanych cechach w
bezposredniej walce z nowotworem jak i tych, zwiekszajgcych jego niekontrolowang
progresje. Dlatego tez, przyszie praktyczne programy walki z rakiem jelita grubego
cztowieka powinny uwzglednia¢ réwniez te wykazane i potwierdzone przez
Doktorantke zaleznosci, ktore jednak przed ostatecznym zastosowaniem w praktyce
klinicznej wymagajg jeszcze potwierdzenia ich rowniez w badaniach in vivo, aby
przyjety na ich podstawie schemat postepowania przeciwnowotworowego byt jak
najbardziej skuteczny. Uwzgledniajgc otrzymane wyniki badan z modelu in vitro
mozna jednak juz teraz wskazacC potencjalne drogi rozwoju nowych lekdw przeciw
rakowi jelita grubego, polegajgce, jak stwierdza sama Doktorantka, na inhibicji
procesu przeksztatcania sie monocytow oraz makrofagdw prozapalnych
przeciwnowotworowych w komaorki promujgce rozwoj nowotworu.

Wykonane badania istotnie przyblizajg nas do poznania skomplikowanych
mechanizmdw zjawisk zwigzanych z nowotworzeniem w okolicy korncowego odcinka
przewodu pokarmowego cziowieka, ktére rozpatrywane byty dotychczas raczej pod
kontem stosowanych terapii i poprawy ich efektywnos$ci, mniej zwracano uwage na
ztozono$¢ zjawisk immunologicznych i patomechanizm rozwoju nowotworu na
poziomie komorkowym. W przyjetym bardziej kompleksowym podejsciu do problemu,
ktéry wybrata Doktorantka i realizowata konsekwentnie do konca, mozna byto
uzyskac¢ bardziej wszechstronne i obiecujgce dane o czym swiadczg m.in. uzyskane
wyniki, ktore pozwolity Autorce na sformutowanie az 12, nieco moze zbyt
szczegotowych, wnioskow podsumowujgcych wszystko co udato sie w pracy
wykazac.

Z obowigzku Recenzenta nalezy jednak zwréci¢é uwage na pewne
niedociggniecia, ktorych nie ustrzegta sie Autorka w trakcie przygotowywania
dysertacji doktorskiej. W wigkszosci sg one jednak natury stylistyczno-edytorskiej i



porzadkowej, a ich korekta pozwoli na bardziej przejrzystq forme w trakcie
ostatecznej publikacji pracy do druku. Ponizej, niektére z nich:

1. Pod wzgledem edycji nalezy zwréci¢ uwage na czeste w pracy fragmenty
Zlewajgcego sie tekstu poczynajgc juz od anglojezycznej wersji tytutu
dysertacji poprzez wiele innych jej miejsc (przyktadowo: str. 11, 14, 16 itd.) lub
fragmenty w ktorych jest od rozstrzelony (np. str. 18). Trzeba to bezwzglednie
poddac¢ odpowiedniej korekcji.

2. W przypadku przyjetego sposobu cytowan prac prezentowanych w dysertacji
jako pozycje literaturowe, nalezy przyjg¢ zunifikowang jego forme, tj. albo:
Autor i wsp., i data opublikowania lub Autor i in., oraz data, a nie stosowaé¢
jednoczesnie obu tych form (patrz str. 31). Ponadto, przy pracach
dwuautorskich jednoczesnie podaje sie dwa nazwiska i to bez inicjatow imion
autoréw (str. 29), a nie uzywa sie skréconej formy: Autor i in. (np. str. 23). Z
kolei w wykazie piSmiennictwa przedstawiajgc poszczegolne jego pozycje
nalezy obligatoryjnie wymienia¢ wszystkich autorow danej pracy, a nie
stosowac dla odmiany w tym przypadku skréconej formy: Autorzy i in., ktora
zwyczajowo przywidziana jest do umieszczania cytowanych pozycji w tekscie
pracy (str. 156, poz. 136, 139, 140).

3. Na koniec nalezy tez zwréci¢ uwage na to, ze nie wszystkie cytowane w pracy
pozycje znajdujg sie réwniez w wykazie pismiennictwa np. brakuje pozyciji ,
~Lacko, 2008” cytowanej na str. 33, a niektore z nich sg powielone (poz. 82 i
83), mimo przyjetych réznych (a, b) literowych oznaczen tego samego
rocznika jednak tom, nr czasopisma i strony pracy sg te same w obu poz.:
Mantovani, A., Sica, A. (2010a i b). Macrophages, innate immunity and
cancer: balance, tolerance, and diversity. Current Opinion in Immunology,
22(2), 231-237. https://doi.org/10.1016/J.C0OI1.2010.01.009

Poza tym, nasuwa sie pytanie natury bardziej ogolnej i dajgcej asumpt do
szerszej dyskusji, a zdajgc sobie sprawe ze ztozonosci podjetego tematu
badan i zatozonego, nieco odmiennego od istoty pytania, celu pracy
doktorskiej odpowiedz moze by¢ wyjgtkowo trudna i nie jednoznaczna,
mianowicie, jaki jest wtasciwie bezposredni udziat nowotworu, tj. raka jelita
grubego w odniesieniu do otrzymanych rezultatow badan, to znaczy jakie w

zasadzie jego indywidualne czynniki czy sygnaty inicjujgce, w wiekszosci
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prawdopodobnie sekrecyjne lub by¢ moze tez innego charakteru, wptynety w
ten, czy inny wykazany w pracy sposéb na oceniane frakcje komoérkowe dajgc
w efekcie okreslone jakosciowe zmiany, czesto przy tym zblizone do siebie,
mimo réznorodnosci wykorzystanych linii  komérkowych uzyskanych z

odmiennych klinicznie przypadkdéw chorobowych.

Wspomniane i zawarte w tekscie uwagi nie majg jednak istotnego wptywu na
0goIng bardzo dobrg ocene przygotowanej rozprawy doktorskiej.

Podsumowujgc, pragne podkreslic, ze recenzowana rozprawa doktorska
wnosi nowe, istotne dane do nauki i w sposdb znaczacy pogtebia wiedze z zakresu
immunologii nowotworzenia raka jelita grubego cztowieka oraz udziatu w nim nowo
réznicujgcych sie subpopulacji komoérek powstajgcych w jego mikrosrodowisku. Pani
mgr Adrianna lzabela Dudek dobrze wywigzata sie z postawionego sobie zadania.
Doswiadczenia zaplanowata prawidtowo i doktadnie je wykonata, przy uzyciu
powszechnie akceptowanych, nowoczesnych metod badawczych, gwarantujgcych
wiarygodnos¢ uzyskiwanych wynikéw. W pracy zamieszczono rzetelnie wykonang
dokumentacje graficzng z przeprowadzonych badan, ktéra utatwia czytajgcemu
weryfikacje prezentowanych wynikow badan.

Stwierdzam zatem, ze rozprawa doktorska Pani mgr Adrianny Izabeli Dudek
pt. ,Indukowanie roéznicowania monocytéw do makrofagéw czynnikami
wydzielanymi przez komorki raka jelita grubego” odpowiada warunkom
okreslonym w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki, i przedktadam Wysokiej
Radzie Wydziatu Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie wniosek o dopuszczenie
Pani mgr Adrianny lzabeli Dudek do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.
Ponadto, z uwagi na wysoki poziom naukowy prezentowanego dzieta, wnosze o

wyroznienie pracy stosowng nagroda.

Putawy, 20.07. 2018 r. prof. dr hab. Dariusz Bednarek



