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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIE)
PANA MGR INZ. RADOStAWA BOROWSKIEGO ZATYTULOWANE)
L PERSPEKTYWY ZASTOSOWANIA W TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWEJ
IMMUNOTOKSYN UKIERUNKOWANYCH NA KOMORKI NOWOTWOROWE
Z EKSPRESJA RECEPTORA IL-13Ra2"

Najczestszym pierwotnym nowotworem moézgu, stanowigcym ckoto 80% glejakow
jest glejak wielopostaciowy (tac. glioblastoma multiforme, GBM). Cechuje go
bardzo duzy stopien ztosliwosci, w zwigzku z czym rokowanie w GBM jest
niepomysine, niezaleznie od stosowania optymalnego, zgodnego z aktualnym
stanem wiedzy leczenia. Niska prognozowana diugosc zycia pacjentow skiania do
poszukiwan nowych mozliwosci terapeutycznych, co stanowi cel ocenianej pracy
doktorskiej.

Pan mgr inz. Radostaw Borowski postawit hipoteze, ze immunotoksyny
skierowane przeciwko IL-13Ra2 beda wykazywaty dziatanie cytotoksyczne
wmodelu in vitro glejaka wielopostaciowego oraz modelach komérkowych
przerzutow réznych nowotworéw do moézgu. Swoje badania zrealizowat
w Instytucie Medycyny Weterynaryjnej w Szkole Giownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie pod opieka dr hab. n. med. inz Beaty Pajak, prof. WIHE.
Promotorem pomocniczym byta dr n. bicl. Angelika Kaczynska z firmy WPD
Pharmaceuticals Sp. z 0.0, specjalizujacej si¢ w badaniach czasteczek
biologicznych i chemicznych do zastosowania w celowanej terapii glejaka

mozgu i innych nowotwordw centralnego uktadu nerwowego.

Wyniki tych badan, ;rzapmwadzaaych w modelach n vitro, wskazuja, iz
zastosowanie immunotoksyn ukierunkowanych na receptor IL-13Ra2 jest
obiecujaca strategig terapeutyczng, ktdra powinna byc rozwijana w kolejnych
etapach prac badawczych.

Formalny opis rozprawy

Praca doktorska ma klasyczny ukiad. Po informacgjach formalnych, tzn.
o$wiadczeniach promotora i autora pracy a takie danych dotyczacych
finansowania badan, przedstawiono skondensowane Streszczenie w jezyku
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palskim i angielskim. Kolejne rozdzialy to Wykaz skrotow, Wstep, Cel Pracy,
Materialy i Metody, Wyniki, Dyskusja i Wnioski. Prace zamyka prawidtowo
sformatowane Pismiennictwo obejmujgce 196 pozycji oraz Wykazy Rycin i Tabel.

Praca jest napisana w jezyku polskim. Bledy literowe czy sktadniowe sg
nieliczne, np. skrot GBM w kilku miejscach zostat podany biednie jako GMB (np.
strony 20, 27, 38, 98); na stronach 49, 55 - w tytulach rozdziatow 3.3. Badania
cytotoksycznosc immunotoksyn na modelu in vitro oraz 336 Analizy
cytotoksycznasci immunotoksyn na modelu in vitro proponowatabym uzywad
formy ,w modelu in vitro”, nigjasne jest np. sformulowanie na stronie 103 -
«podieto proby uchwytu IL-13Ra2 w immunaterapil przy uzyciu modyfikowanych
limfocytow T".

Mam tez kilka sugesti do Wykazu skrétébw, kidry jest obszerny
i wwigkszosci prawidiowo przygotowany., Zdaje sobie sprawe z trudnosci
w przettumaczeniu skrotow z jezyka angielskiego, ale niektére zaproponowane
przez Doktoranta okreslenia nie wydajg mi sie prawidtowe. Przykiadem moze byt
skrot ATCC - czy nie lepszym thumaczeniem jest Amerykanska Kolekcja Hodowli
Komorkowych zamiast Kolekcja Kultur Typu Amerykanskiego? Podobnie,
Doktorant pisze, ze SNAI1 to palec cynkowy rodziny snail 1 8 moze lepiej opisac
go jako czynnik transkrypcyjny z rodziny SNAIL, o strukturze palca cynkowego?
Ponadto, DTE to ditioerytrytol a nie dithioerythritol. Szkoda, ze w Wykazie skrétow
nie umieszczono informacji o dwoch badanych immunotoksynach.

Te i inne, nieliczne drobne niescistosc jezykowe nie wptywaja na wysaka,
ogolng ocene edytorskiego opracowania catej pracy.

Ocena merytoryczna

Prace otwiera dosc obszerny, bo liczacy 23 strony Wstep, podzielony na trzynascie
podrozdziatow. W te] czesc skupiono sie na opisie i klasyfikagji nowotworow
mozgu, opisano dostepne terapie GBM, koncentrujac sie na przedstawieniu
mozliwosci stosowania immunotoksyn. Szczegolng uwage zwrocono na opis
IL- 13Ra2 jako celu terapii przeciwnowotworowych. Wstep czyta sie bardzo
dobrze, Doktorant dokonal wyboru najwainigjszych informagji, przedstawiajgc
kluczowe aspekty terapii nowotwortw mobzgu, podkresiajac istniejgce problemy
i ograniczenia roznych podejsc terapeutycznych. Po lekturze tej czesci rozprawy,
czytelnik jest dobrze wprowadzony w tematyke stanowigca podstawe
przeprowadzonych badan. Dobrze ocenic naleiy szate graficzna tej czedci pracy ~
Autor zobrazowat tresci we Wstepie 3 rycinami, w tym grafiks przygotowana
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w programie Biorender, oraz czytelnymi 2 tabelami. Ostatni podrozdziat Wstepu,
zatytutowany Hipoteza badawcza® jest wprowadzeniem do dobrze
sformutowanego Celu pracy. Pan mgr inz. Borowski, wyznaczyt nadrzedny cel,
jakim byto pordwnanie cytotoksycznego oddziatywania dwoch immunotoksyn
skierowanych  przeciwko receptorowi  IL-13Ra2, skoniugowanych  ze
zmodyfikowanymi bakteryjnyri egzotoksynami:

; w modelu in vitro glejaka oraz przerzutow innych typow
© nowotwordw do mézgu. Sprecyzowad rowniez trzy szczegotowe cele badawcze,

Rozdziat Materfaly | Metody zawiera dokiadne opisy zastosowanych
procedur, co umozliwi innym badaczom odiworzenie przeprowadzonych
doswiadczer. Doktorant szczegdlowo przedstawit protokoly badan, miedzy
innymi opisat produkcje biatek rekombinowanych w prokariatycznym systemie
ekspresyjnym i ich oczyszczanie
W celu zbadania cytotoksycznosci immunotoksyn in vitro analizowat zywotnost
wykorzystujge  test MTS, proliferage poprzez badanie wbudowania
bromodeoksyurydyny (BrdU), synteze biatka testem z sulforodaming (SRB),
zdoinosé tworzenia kolonii poprzez wykonanie testu klonogenicznosci a takze
oceniat indukcje apoptozy. Mgr in2. Borowski oceniat rowniez poziom receptora
IL-13Ra2 wykorzystujac techniki immunaocytochemiczne.

Opisy s3 dokiadne, oprécz protokotu danej metody zamieszczono rowniez
wzory, ktére stuzyly do obliczenia np. procentowych zmian w Zywotnosci
i profiferacji komérek traktowanych badanymi immunotoksynami.

Przedstawione tu 2 tabele sa bardzo informatywne:
w pierwszej zebrano uzg'wane linie nowotworowe, w drugiej sprecyzowano
warunki ich hodowli. Takie przedstawienie danych dia 15 roEnych linil
kemorkowych jest bardzo pomocne dia czyteinika.

Moja drobna sugestia dotyczgca tej czedci pracy dotyczy podziatu na
rozdziaty | podrozdziaty. Rozdziaty 3.3.7-3.3.11, w mojej opinii powinny byc
numerowane jako 33.6.1-3.365 bo stanowig rozszerzenie Rozdzistu 3.3.6.
zatytulowanego 'Analizy cytotoksycznodci immunotoksyn na modelu in vitro’
i opisuja konkretne testy wykonane wiasnie w celu analizy cytotoksycznosci.

Ostatnim punktem te] czeéci jest opis przeprowadzone) analizy
statystycznej i jej oznaczenia na wykresach, Tu wdart sig bigd przy opisie literowym
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zastosowanym do zaznaczenia istotnosci, bowiem litery C i D pojawiajg sie w tym
opisie dwukrotnie, zamiast A i B (* lub D dla P<0,7; ** lub C dla P<0,05 *** lub
C dla P<0,07: D**** lub A dla P<0,007). Brakuje tez wyjasnienia pojawiajacego sie
w sekcji Wyniki oznaczenia literoweqo E jako braku istotnosci statycznej. Po
lekturze tej czesci pracy zastanawialam sie, jaki byt zamyst wprowadzenia dwéch
systerndw oznaczen istotnosci (literowy i z wykorzystaniem symboli). Dopiero
w sekcji Winiki, przekonatam sig, ze by! to celowy zabieg, zwigzany z oznaczeniem
rodzaju porbwnan, gdzie symbole oznaczaly poziom istotnosci wzgledem kontroli,
a litety poziom istotnosc roZnic pomiedzy traktowaniami. Te wyjasnienia powinny
znalezc sie jui w opisie analizy statystycznej

Rozdziat Wyniki zostal podzielony na dwie gtowne czesa, a w ich obrebie
dokonano dalszych podziatdéw, koncentrujgc sie na konkretnych zadaniach
badaweczych. Na koncu, w oddzielnym rozdziale, przedstawiono krotkie
Podsumowanie wynikow. Rozdziat Wyniki jest zebrany na 43 stranach | zawiera 26
czesto panelowych rycin oraz 2 tabele,

Do najwatniejszych wynikdw nalezy uzna¢ wykazanie, Ze badane
immunotoksyny sg cytotoksyczne w stosunku do komdrek nowotworowych
z ekspresja receptora IL-13Ra2 proporcjonalng do poziomu tego receptora na
powierzchni komaorki. :

Doktorant
wykazal rowniez zrdiznicowane dzialania cytotoksyczne wobec komdrek
przerzutow nowotworow do mdzqu orar nowotworu sutka | prostaty, zaleine od
ilosc) receptora, przy czym naiwigksze dziatanie cytotoksyczne obserwowat wobec
komorek przerzutow czemiaka do mozgu oraz nowotworu prostaty.

Ta sekcja jest przygotowana starannie, jednak w wielu przypadkach
wykresy nie s3 przejrzyste i czytelne. Pan mgr inZ. Borowski analizowat wiele stezen
badanych immunotoksyn w dwoch réznych punktach crasowych | mnogesd
wynikow, pokazana na jednym wykresie wpltywa na (utrudnia) ich czytelnosé.
Jakos< zdjec z mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiajgcych barwienie na
abecnosc receptora IL-13Ra2 jest bardzo dobra. Nie jest dla mnie do konica jasne,
co kryje si¢ pod nazwa kontrola (prezentowana jako dolny panel na zdjeciach na
Rycinie 20). Wydaje sie, ze s3 to komarki, w ktorych wybarwiono jedynie jadra
komorkowe ale nazwa kontrola jest nieco mylaca. Czy to kontrola bez przeciwciat
pierwszorzedowych? Prosze o wyjasnienie.

Po analizie wszystkich badanych linii, Doktorant podzielit je na cztery grupy,
rénigce sig poziomem (jak pisze koncentracjg) receptora IL-13Ra2. Taki podziat
jest bardzo istotny, bo pozniej wyniki z analiz cytotoksycznosc korelowane sa
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wiasnie z ekspresja wspomnianego receptora. Zastanawia mnie jedynie wynik dia
linii T-470 (Ryc. 20C), sklasyfikowanej jako linia z niskim poziom receptora. Analiza
tego zdjecia nie do konca to prezentuje, ale pewnie wniosek zostat wyciggnigty na
podstawie analizy wiekszej liczby obrazéw. Przy okazji zapytam czy podjeto probe
zliczenia sygnatu fluorescencyjnege pochodzacego od fluorochromu Alexa Fluor
578 za pomoca specjalnego oprogramowania czy wniosek © zroinicowane|
ekspresji receptara wyciagnieto jedynie na podstawie ogoinej analizy zdjec?
Wydaje sie, ze zliczenie specyficznego syagnatu mogloby byé bardziej doktadng
‘metoda (i wtedy bardziej uzasadnione bytoby okreslenie koncentracja®), niz

ogoina analiza zdjec.

Prosze o wyjasnienie w jakim stezeniu stosowany byt CHX, stanowiacy
kontrole pozytywna. W opisie metod podano, ze bylo to 5 pg/mi {str. 55, 57, 58)
a w czesci opisujgeej wyniki — 5 uM (str. 74 i dalej w opisie poszczegolnych rycin).

Jestem pod wrazeniem liczby linii komaorkowych uzytych do analizy wptywu
badanych immunotoksyn. Praca z 15 roznymi liniami kemarkowymi, ich stymulacja
réznymi zwigzkami w dwdch réznych punktach czasowych a nastepnie wykonanie
wiasciwych testow biclogicznych wymagaly od Doktoranta wielu godazin
spedzanych w laboratorium. Mozna odczuwad pewien niedosyt, ze oprécz badan
cytotoksycznosci nie przeprowadzono innych analiz, np. badania ekspresji mRNA
czy biatek kluczowych dla roznych proceséw komaorki nowotworowej, ale zapewne
takie analizy sg planowane w dalszych etapach projektu, juz na zawezonej puli linii
komorkowych z wyselekcjonowanymi stezeniami zwigzkow | czasow stymulacji.

Czesc rozprawy opisujaca uzyskane wyniki jest dobrze skomponowana, Pan
mgr ini. Radostaw Borowski dotoiyt wszelkich staran, aby jasno
i klarownie opisac wyniki doswiadczen. Co waine, wyniki zostaly poddane
rygorystycznej analizie statystycznej. Autor co prawda skupit si¢ gtownie na
wyznaczeniu istotnosci komorek stymulowanych wzgledem kontroli (tylko
w niektorych przypadkach dokonat rowniez analizy statystyczne] pomiedzy
traktowaniami), ale mogt rowniez analizowad np. czy badany efekt jest zalezny od
czasu stymulagji. Czy takie pordwnanie nie bytoby interesujace?

Inna moja sugestia dotyczy warunkow prowadzonych doswiadczen in vitro.
Wszystkie badania wykonano w warunkach normoksji, czyli normalnego poziomu
tlenu. Co mysli Doktorant o analizach badanych zwigzkéw w warunkach
niedotlenienia? Hipoksja to nieodiaczny stan zwiazany z nowotworzenierm,
szczegolinie istotny rowniez dla rozwoju GBM, ich unaczynienia, metabolizmu czy
inwazyjnosci. Wedlug danych literaturowych, steZenie tlenu w ludzkim mdzgu
waha sie od okoto 4,6% O, w zdrowej tkance do 1,7% O: w nowotworach mozgu
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[Muz B et ol, The role of hypoxia in cancer progression, angiogenesis, metastasis,
and resistance to therapy. Hypoxio. 2015; 83]. Czy rozwaiano przeprowadzenie

analogicznych analiz np. w warunkach 2%-1% poziomu tienu?

. ! : = UNIWERSYTEY
Dyskusja jest napisana ciekawie, dobrze sie jg czyta. Doktorant ze swoboda JAGIELLONSKS

interpretuje uzyskane wyniki na tle literatury przedmiotu i cytuje wiele nowych W ERAKOWIE
publikacii.

Podsumowanie

Stwierdzam, iz uzyskane przez Pana mgr inz. Radostawa Borowskiego wyniki
poszerzajg wiedze dotyczacg mozliwych terapii bardzo zlosliwych nowotwordw
mazgu. Wyniki te s3 co prawda wstepem do dalszych, bardziej zaawansowanych  BiBiyki » Bitechnalugs
badan, ale daja dobre podwaliny do przeprowadzenia zardwno dalszych testow

in vitro jak i in vivo.

Wydztad Baochema

Zakigd Hhatgchaclogn
W mojej opinii, praca stanowi dowod na posiadang przez Doktoranta
wiedze teoretyczng | praktyczna znajomosé technik metod biologii molekularme;
niezbednych do prowadzenia pracy badawczej. Pan mgr inz. Borowski wykonat
szereg doswiadczen a ich wyniki w wyczerpujacy sposob przeanalizowal et g heb Agmieszka ¢ oboda
i przedyskutowat. Na podstawie wynikéw swoich badan wyciagnat prawidiowe
wrigski.

kiedycang

Potwierdzam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, tekst
jednolity: Dz.U. z 2021 r. poz 478,

W zwigzku z powyzszym wniosze do Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria
Szkoly Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o dopuszczenie Pana
mgr inz. Radostawa Bmmkiegs: do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z wyrazami szacunku,
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