Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr inz. Henryka Mikolaja Kozlowskiego
pod tytutem
“Hyperthermia and Immune Response: exploring the
immunoregulatory potential of fever-range temperatures “

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr inz.

Henryka Koztowskiego, wykonana pod kierunkiem Pani dr hab Sylwii
Wrotek, prof. UMK jest zbiorem tematycznie spdjnych trzech artykutdw:
jednego opublikowanego w 2021 roku w Pharmaceuticals i jednego
przyjetego do druku w International Journal of Hyperthermia, co wypetnia
art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce, tekst jednolity Dz.U. z 2021r. poz. 478. Z zgodnie z powyzszym
,rozprawa doktorska moze mie¢ forme (...) spdjnego tematycznie zbioru
publikacji opublikowanych lub przyjetych do druku w czasopismach
naukowych, okreslonych przez ministra wlasciwego do spraw nauki na
podstawie przepisow dotyczacych finansowania nauki (...) oraz jednego
wystanego do czasopisma naukowego w maju br., ktéra powinna zostaé
opisana,
a nie spigta jak poprzednie dwie prace. Uwaga ta ma znaczenie jedynie
formalne, a nie merytoryczne. Nalezy zaznaczy¢, ze niezwykle trudno jest
wykona¢ badania i je opublikowaé w formie 3 prac w ciaggu 4 lat dodatkowo
zaburzonych przez pandemig. Panu mgr inz. Koztowskiemu prawie si¢ to
udato, a co wazne we wszystkich pracach stanowigcych podstawe rozprawy
doktorskiej jest pierwszym autorem i bierze udzial we wszystkich etapach
przygotowania pracy.

Rozprawa przygotowana w jezyku angielskim sktada si¢
z dziewigciu rozdzialow obejmujacych: Wstep (6 stron), Cel badan
(1 strona), Wykaz publikacji zawartych w rozprawie doktorskiej (1 strona),
Publikacje (84 pozycje), Dyskusje (9 stron), Wnioski i perspektywy
(1 strona), Podzigkowania, finansowanie i zgody komisji bioetycznych
(1 strona), Bibliografi¢ (85 pozycje), Streszczenie (2 strony), Streszczenie
w jezyku polskim (2 strony).

We wstepnie Autor wprowadza w zagadnienie goraczki, ktérej
lecznicze efekty obserwowano i doceniano juz od czaséw starozytnych,
oraz wynikajace z jej prozdrowotnych wlasnosci aplikacyjne wykorzystanie
hipertermii sztucznej w medycynie. Omawia tez makrofagi jako kluczowe
komdrki w tym procesie. Mechanizm dziatania hipertermii z zakresu
goraczki (FHR; tj. 39°C-41°C), szczegblnie na uktad immunologiczny,
nie jest do konca poznany stad praca doktorska mgr Henryka Koztowskiego
dotyczy tego aktualnego i waznego kierunku badan.

Autor formuje trzy cele: okre$lenie wptywu FHR na profil
hematologiczny, czasteczki regulatorowe- cytokiny i miRNA w calym
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organizmie, sprawdzenie czy FRH wptywa na zmiany fenotypowe
makrofagéw oraz ustalenie czy FHR modyfikuje efekty indukowane przez
TLR4-zalezne symulatory takie jak LPS i ekstrakt z jemioty w komérkach
nowotworowych i makrofagach, co wazne cele te zostaly realizowane.

Do najwazniejszych i ciekawych wynikéw pracy doktorskiej Pana mgr
inz. Koztowskiego zaliczy¢ nalezy:
e Opracowanie modelu indukowania hipertermii u szczuréw
i stwierdzenie, ze FRH modyfikuje pule krazacych w krwi
limfocytéw i granulocytéw, co koreluje ze zamianami w ekspresji
G-CSF, MIF1a i wptywa na maszyneri¢ miRNA, glownie miRNA-
155

e Wpykazanie, ze FRH indukuje polaryzacje makrofagdw i zmiany ich
fenotypu w kierunku M2b, nawet w obecno$ci LPS.

e Potwierdzenie, ze polaryzacja makrofagéw w fenotyp M2b pod
wpltywem FHR obywa si¢ w sposob niezalezny od szlaku TLR-4,
ktéry jest kluczowy dla rozwoju stanu zapalnego.

e Wykazanie, ze goraczka jest waznym sktadnikiem terapii opartej
na ekstrakcie z jemioty, ktéra w rézny sposéb wplywa na komorki
raka piersi i makrofagi.

Przedstawione  prace badawcze zostaly zaopatrzone dodatkowo
wspblna dyskusja, ktéra napisana jest bardzo dobrze, w sposéb logiczny
przedstawia analize wszystkich wynikéw, poréwnanie ich z danymi
zawartymi w aktualnym $wiatowym piSmiennictwie w  sposdb
wyczerpujacy, co wskazuje na petna znajomos¢ tematu przez Doktoranta.

Whioski i pespektywy sa dobrym podsumowaniem pracy, cho¢ szkoda
ze Autor nie pokusit si¢ o napisanie pespektywy dalszych badan.

Cze$¢ wynikéw przedstawia dane zmian ekspresji na poziomie genoéw,
a nie biatek, co umniejsza wage niektérych otrzymanych wynikdw.
Oznaczenia IL-1B, IL-6 COX-2 w hodowlach in vitro, w opublikowane;j
pracy, az si¢ prosza o potwierdzenie na poziomie ich produkcji lub sekrecji
np. testem ELISA. Dlaczego Doktorant tego nie zrobit ? Doktorant sugeruje
wplyw FHR na NF«B. Szkoda, ze tego nie wykazal. Dlaczego Doktorant
wybrat miRNA 155?

Zastosowana sonda Carboxy-DCFDA- do badania tzw. ROS nalezy
do czulych, aczkolwiek mato specyficznych metod i nie identyfikuje
poszczegoblnych reaktywnych form tlenu. Stres oksydacyjny jest wynikiem
gromadzenia si¢ w komorkach i tkankach nadmiaru reaktywnych form tlenu
(RFT) i azotu (RFA). Uzyta sonda fatwo ulega utlenieniu pod wptywem

Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ

Strona2



wielu tych form. Ponadto Doktorant potwierdza wzrost stgzenia NO metoda
Griessa.

Pewien niedosyt budzi tez szata graficzna pracy. Autor nie pokusit si¢
o przedstawienie chocby jednego schematu, ktory wizualnie przedstawiatby
opisane zjawiska w pracy. Ponadto wyniki przedstawione gtownie w postaci
wykreséw stupkowych, cho¢ dane polaryzacji makrofagdw pozyskane
z analizy za pomoca cytometrii, az si¢ prosza o przedstawienie w postaci np.
wykreséw  kropkowych (dot blots). Wyniki dotyczg wystanego
manuskryptu, ktére gdyby zostaly opisane w innej formie mogtyby
zawierac takie ryciny.

Zgodnie z obecnymi rekomendacjami zamieszcza si¢ punkty, ktore
umozliwiaja wglad w rzeczywisty rozrzut danych surowych (co nie jest
mozliwe na podstawie odchylenia standardowego $redniej) i ich liczbg.

Pomimo pewnych uwag uwazam, ze praca doktorska Pana mgr inz.
Henryka Koztowskiego wnosi istotne informacje na temat dziatania FHR na
ukfad immunologiczny. Zaobserwowane przez Doktoranta zjawisko zmiany
polaryzacji makrofagéw pod wptywem FHR moze mie¢ duze znaczenie
w usprawnianiu efektywnosci terapii nowotworéw, schorzen alergicznych,
autoimmunizacyjnych, metabolicznych czy sercowo-naczyniowych oraz
neurodegeneracyjnych (w tym choroby Alzheimera), a wigc chordb
zwigzanych z zaburzeniem funkcji makrofagéw, w ktorych pozadane jest
stopniowe wyciszanie stanu zapalnego.

Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki
okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce, tekst jednolity Dz.U.z 2021r. poz. 478 i przedktadam
Wysokiej Radzie Naukowej w Dyscyplinie Nauk Biologicznych UMK
w Toruniu wniosek o dopuszczenie Pana mgr inz. Henryka Koztowskiego
do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

7 powazaniem
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