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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Radoslawa Borowskiego pod tytulem:
* Perspektywy zastosowania w terapii przeciwnowotworowej immunotoksyn

ukierunkowanyeh na komdérki nowoiworowe z ekspresjy receptora 11.-13Ra2”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa mgr Radoslawa Borowskiego na stopien
doktora nauk biclogicznych dotyezy aktualnego i niezwykle waznego problemu -
nowoczesnej terapii celowanej nowotwordw przy zastosowaniu immunotoksyn, czyli
przeciweial monoklonalnyeh sprzgronych z toksyna, ze szczegolnym uwzgledmeniem
nowotwordw odrodkowege ukladu nerwowego (OUN), w tym w szezegdinosct glejaka
wielopostaciowego ale takZe przerzutdw nowotwordw piersi, prostaty, pluc i czemiaka
do OUN.

Glejak wielopostaciowy (GBM) jest najezgstszym i najbardzie) smiertelnym
picrwolnym nowotworem ofrodkowego ukiadu nerwowego (OUN) u darostych. Glejaki
stanowig ogromne wyzwanie dla wspdlczesne] medycyny. Szyvbko rosngee glejaki moga
mieszac si\?.zc zdrowymi komdrkami mézgowymi, tworzage rozsiane guzy, ktore sg
trudne do usuniecia chirurgicznego, przez co operacja catkowicie radykalna zazwyezaj |
nie jest mozliwa, Standardowa terapia polegajgea na zastosowaniu frakcjonowanej
radioterapii wspartej chemioterapia przy zastosowaniu temozolomidu jako leku
radiouczulajgcego, a nastepnie w monoterapii daje ograniczone rezultaty, gdyz prawie
zawsze dochodz do nawrotu choroby. Obecnie nie ma dobrego standardowego leczenia
choroby nawrotowe], a mediana catkowitego czasu przezycia (O8) w przy padku
nawrotowego QBM {rGBM) trwa kedeej niz rok. Dlatego skuteczna terapia dla glejaka
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wiclopostaciowego, a zwlaszeza jego postaci nawrotowej (rGBM), pozostaje jedng 2
najwigkszych niezaspokojonych potrzeb w onkologii i w calej medycynie.

O tym jak bardzo nowoczesny i wazny jest temat rozprawy doktorskiej, moze
tez $wiadezy¢ opublikowany w ostatnich tygodniach artykul w prestizowym
czasopidmie Navure Medicine pokazjgcy wyniki badania klinicznego 1 fazy u szesciu
chorych z rGBM z zastosowaniem terapii modyfikewanymi genetycznic biwalentnymi
limfocytami T (z ang. chimeric antigen receptor T cells - CART) pt. .Infrathecal
bivalent CAR T cells targeting EGFR and IL13Ra2 in recurrent glioblastoma: phase 1
trial interim results” (htps://doi orp/10. 1038/541591 -024-02893 ). W tej oryginalne]
publikacji jednym z celéw dla komérek modyfikowanych genetycznic (CART) byl
receptor 1L 13Ra2 (drugim byl EGFR, ktdry ulega czesto nadekspresyi w GBM}.
Opublikowane wyniki wprawdzic wskazuja na ograniczong w ¢zasie skutecznos¢
podjetej terapii, ale potwierdzajg celowosé kontynuowania badan z wykorzystaniem
celow molekularnyceh takich jak, EGFR i IL13Ra2. Oryginalna publikacja w takim
czasopismie potwierdzajaca whasciwy kierunek badan niezwykle wzmacnia rangg i
wazkodé podjetych badan prrez Doktoranta.

Z uwagi na powvisze uwazam, ¢ wybér tematu rozprawy jest nie tylko
aktualny ale trafia w najuowsze trendy w poszukiwaniv nowoezesnych terapii
celowanych w ankelogii przy zastosowaniu immunotoksyn, tym bardziej iz
dotyczy jednego z najbardzie) agresvwnych i zlodliwyvch nowotwordw, jakim jest
glejak wielopostaciowy.,

Rozprawa liczy 114 stron (bez bibliografii, ktéra obejmuje 196 pozycii na 19
stronach) i ma klasyczny ukiad. Skiada sig 2o streszezet w jezyku polskim 1 angielskim,
interesujacego wstepu, wprowadzajacego dobrze w temat, celu pracy okreslonego w 3
punktach, szczegdlowego opisu materialdw i metod, obszerne] sekcii wynikdw oraz
wyczerpujace dyskusji | wnioskach, ktére so zawarte w 4 punktach oraz obszemej
bibliografii. Rozprawa jest prawidlowo przvgotowana jesli chodz o szate graficzng,
zawiera licene ryciny oraz tabele. Krvtyczna uwaga odnoszaca sig do strony jezykowej
rozprawy, ktéra cheialbym podniedé, dotyczy sporej liczby bleddw literowych, ktdre w
niektérych sytuacjach sg nieznaczace (np. na str. 23:  Bevacizumab. Bavacizumah...”,
str. 109: | Odpowiednio modyfikowane egzotoksyny: egozotoksyna A7 ) jednak w innych
majg niezamierzony efekt (str.70. 4.2 Bania na modelach in vitro ", ezy su. 101, [ini
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poprawi takich bledow, a wylgczaie staranne przeci}'tanic tekstu. Nieprawidlowo sg
stosowane niektore skroty, np. TCLA-4, (powinno by¢ CTLA-4, z ang. Cplotoxic T-cell
Antigen 4). Razi takze stosowany w niektorych sformulowaniach zargon, czy tzw. kalki
jezykowe, jak np. Jmefastazy noworwordw...”, ¢o jednak mozna usprawiedliwic
niewielkim doéwiadezeniem Dokioranta w zakresie onkologii klinicznej i stosowanej w
niej nomenklatury.

W wyezerpujgeym tematyke watgpie Doktorant w ciekawy sposob przedstawia
aktualny stan wiedzy dotyczacy biologii, genetyki oraz wspolczesnej terapii
nowolworéw mazpn, zaréwno pierwotnych, takich jak glejaki jak i wtﬁmﬁ:h czyli
przerzutowych. O ile w adecydowane] wigkszose przedstawiony stan wiedzy jest
aktualny to nie udalo sig uniknaé pewnych bledow merytoryeznych, przykladowo na str.
22 jest stwierdzenie ,,Mervlacia promotora genu MGMT § jega wyciszenie, jesi waznym
czymmikiem progrostyeznym w kontekscie terapii TMZ. Metylacja promotora geni
MGMT wystgpuje czedclef we wznowach (75%) w stosunku do guzdw pierwotrych
(36%), warunkujge wyiszq opornosé komdrek GBM na dzialanie TMZ" co nie
odpowiada rzeczywistosci, gdyz metylacja promotora MGMT jest pozytywoym
czynnikiem predykeyinym jesli chodzi o odpowied? na temozolomid {(nie warunkujc
oporne$ei ale wrazliwoéé na TMZ przynajmniej w ograniczonym zakresie).

Krytyezna uwaga dotyczy Tabeli 1 w ktdrej preedstawiono bardzo niewielka
liczbe akiualnie stosowanych terapii celowanych w nowotworach czlowieka, Brakuje w
niej nic tylka wielu stosowanych juz w klinice drobnoczgsteczkowych inhibitorow np.
ukierunkowanveh na EGFR, BRAF, PIK3CA, IDHL/2, BTK, BCL-2, NTRK ale tak#e
licznych zaaprobowanych do terapii nowotwordw cztowicka przeciweial
monoklonalnych (np. anty-CD20, anty-CD38). Jest to ponickad zrozumiale, proba
wymienienia wigkszodci takich terapii znaczaco przekraczalaby ramy rozprawy
doktorskiejy jednak Doktorant powinien zatytulowac tabelg np. . pravidadowe” lub
wybrane” leki celowane aby uniknaé wrazenia, iz tabela przedstawia stan wiedzy
sprzed dwoch dekad.

Celami pracy bylo etrzymanie rekombinowanych biatek fuzyjnyct
‘nastgpnie analiza ich
cytotoksycznego oddziatywania na komorki nowotworowe glejaka wiclopostaciowego
oraz przerzuty do mézgu nowotwordw sutka, prostaty, phac i czerniaka skory w
modelach komérkowych i vifro. Cele pracy zostaty sformulowane w sposob jasny i
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klarowny oraz zostaly okreslone w taki sposab, aby byly moziwe do osiggniecia w
zakresie dostepne] metodyki.

Materialy i metody sa przedstawione w sposéb rzetelny i wyczerpujacy.
procedura otrzymywania immunatoksyn jest opisana bardzo dokladny
Dodatkowa uwaga dotyczy opisu analizy statystycznej, szeroki wachlarz zastosowanych
testow daje przekonanie, ze zostaly wybrane wiadciwie, jednak powinno byé w
metodyce wyraznic okreslone do jakich eksperymentdw, jakic testy .

Wyniki obejmuja ponad 20 ziozanych ryein i tabel i stanowia dowéd na bardeo.
duzy naktad pracy wlozeny przez Doktoranta w praygotowanie rozprawy. Nie mam
watpliwosci, ze zastosowany panel testéw cytotoksycznych opartych o zupehnie rézne
parametry zyciowe komorek, pozwolily uzyskaé wiarygodne wyniki, Drobne
zastrzezenia budzg ryciny pokazujace barwienia komdrek metodami fluorescencyjnymi,
ktdre majg charakter jakosciowy (rye. 33), a ktdryeh jakose jest niewystarezajaca.

Dyskusja aparta jest o uzyskane wyniki, Doktorant konfrontuje wyniki wlasne z
danymi literaturowymi i wykazuje si¢ wlasciwa znajomoscig dotychezas
opublikowanych danych w zestawicniu z wlasnymi odkryciami. Co bardzo waime w
badaniach aplikacyjnych, Doktorant wykazal si¢ duzg wiedzg odnodnie prob i badan
réwniez komercyjnych 2 zastosowaniem strategii celowania w 1L-13Ra2 co
uwiarygadnia podjeta strategi¢. Moja drobna krytyczna ywaga dotyczy tytutu
pierwszego podrozdziatu w dyskusji (5.1, JL-13 jako marker w terapii
antynowoiworowef), Kiory to uwazam za mylgey. O ile trwajg intensywne badania nad
terapiami celowanymi w IL-13Ra2, wlaczajae w to nie tylko immunotoksyny ale i
proby kliniczne z CART, o czym wspominalem wezesniej to trudno uznaé, ze sama 1 -
13 jest stosowanymh biomarkerem w chorobach nowotworowyceh cztowieka. Na
podstawie uzyskanych wynikéw zostaly wyciggniete cztery waioski. O ile pierwsze
trzy wnioski W mojej opinii nie budzg zastrzezen i zostaly wyciagniete prawidlowo
{dotycza mozliwodci wyprodukowania immunotoksyny oraz jej whadciwosci
cytotoksycznych w slosunku do komérek glejaka) to jednak ostatni, czwarty postayiony
wniosek budzi moje zastrzezenia. Jest on sformulowany nieprecyzyvinie i sugeruje
dziatAnie cytotoksyczne immunotoksyn, kidre nic zostalo wykazanie w przedstawionej
pracy. Zasadniczo, badania na modelu in vitro dotyezyly linii komérkowych
wyprowadzonych z nowotworu pierwotnego lub przerzutowego. Nie moge si¢ zgodzic.
iz wykazano takie dzialanie wobec nowotworu prostaty czy piersi. Mam jednak



nadzieje. iz w trakcie publicznej obrony Doktorant bgdzie mial mozliwod¢ szerszego
przedyskutowania i uzasadnienia dla tego wniosku.

Biorge pod uwage nowaterski charakter pracy, w pudsumowaniu, praca
mgr Radoslawa Borowskiego jest niezwykle interesujaca i cenna w kontelidcie
badania nowych celowanyeh immunoterapii na modelach in vitro nowotwordw
czlowicka. Przeprowadzone badania majg duzg warlodé poznawcezy ale takze konkretne
przelozenie aplikacyine i potencjal translacyjny a uzyskane wyniki stanowig oryginalny
dorobek naukowy Dokiorants. Preedstawione przez mnie uwagi krytyczne nie
wplywaja znaczgco na moja pozytywnq oceng rozprawy. Przedstawiona rozprawa
spelnia warunki okreSione w artykule 187 Ustawy 2z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (De. U, z 2018 r. poz. 1668 z péniejsrymi zmianami) w
zwigzku z czym cheiatbym przedstawi¢ Wysckiej Radzie Dyscypliny Weterynaria
Szkoly Glownej Gospodarstwa Wiejskiego wniosek o dopuszezenie Pana mgr in?.
Radoslawa Borowskiego do dalszych etapdw postgpowania o nadame stopnia doktora w
dziedzinie nauk $cistych i prayrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne oraz pragne
whnioskowad o wyrdinienic.

Tomase Stoklosa
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