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Nie ulega watpliwosci, ze nowe rozwigzania umozliwiajgce skuteczng walke z
chorobami nowotworowymi wcigz stanowig dla przemystu farmaceutycznego ogromne
wyzwanie. Wspomniane przez Autora rozprawy, sukcesy przeciwcial monoklonalnych
ukierunkowanych na immunologiczne punkty kontrolne nadal nie rozwigzujg problemu.
Chociaz dokonaly przetomu w przypadku wielu choréb nowotworowych to wcigz znaczna
czgs¢ pacjentow nie odpowiada na tego typu terapie pozytywnie w perspektywie
dtugoterminowe;j. Jedna z przyczyn tego stanu jest szeroka gama metod ,,ucieczki” nowotworu
poprzez rozwéj opornosci. Rozwoj opornosci moze w tym wypadku stanowié¢ odpowiedz
zar6wno na bezposrednig interakcje z czasteczka leku jak i indukowany przez nig mechanizm
- immunoterapi¢. Jednym z wielu lecz niezwykle waznym mechanizmem rozwoju opornosci
tkanki nowotworowej na terapi¢ przeciwciatami monoklonalnymi (mAb) jest zmiana profilu
ekspresji krytycznych dla fizjologii tkanki nowotworowej receptoréw blonowych. Jest to nie
tylko mechanizm lecz réwniez cecha tkanki nowotworowej, ktora w efekcie wptywa na
zréznicowanie ekspresji zar6wno w obrebie jednej zmiany jak i w obrebie przerzutéw u tego
samego pacjenta. W praktyce oznacza to czgsto bardzo duzg zmienno$¢ wyniku prowadzonej
terapii, trudnosci w dostosowaniu metod diagnostyki towarzyszacej, oraz znaczny odsetek

pacjentéw odpowiadajacych pozytywnie tylko w poczatkowej fazie leczenia lub weale.
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Strategia tkanki nowotworowe]j polegajaca na zmianie profilu ekspresji receptorow
kluczowych dla fizjologii tkanki w kontekscie interakcji z immunologicznymi punktami
kontrolnymi moze wigc mieé¢ kluczowy wpltyw na powodzenie terapii.

W chwili obecnej wiemy coraz wigcej o tym ktore cele w tkance nowotworowej moga
by¢ krytyczne w sensie powodzenia terapii. Stad proby tworzenia przeciwciat bispecyficznych
ukierunkowanych na dwa cele sa wyjatkowo trafnym odzwierciedleniem takiego podejscia.
Nalezy przy tym zauwazy¢, ze tworzenie projektow przeciwcial bispecyficznych wymaga
duzego doswiadczenia i umiejgtnosei ktérymi weigz moze pochwalié¢ sie niewiele o$rodkow.
Dowodem tego jest nadal niewielka liczba publikacji dotyczacych tego zagadnienia (NCBI
2025, stowa kluczowe ,,bispecific antibody” AND ,.cancer”). Nalezy rowniez zauwazy¢, ze
zainteresowanie tematyka stosowania przeciwcial bispecyficznych w terapii chordb
nowotworowych rosnie w ogromnym tempie. W ciagu ostatnich 12 lat liczba publikacji w tym
zakresie wzrosta okoto 10 krotnie (NCBI, 2024).

Biorac pod uwage powyzsze, wybdr tematyki pracy doktorskiej dotyczacy produkcii,
oczyszczanie i analizy potencjatu przeciwnowotworowego przeciwciat bispecyficznych ROR-
1 x PD-L1 i mezotelina x PD-L luwazam za uzasadniony. Zadania badawcze ktére zaplanowal
Autor sg aktualne, nawigzuja do najnowszych trendéw i potrzeb. Efekt przeprowadzonych

badan ma réwniez niepodwazalny potencjat aplikacyjny.

Oceniana rozprawa ma 138 stron maszynopisu w ktérym w kolejnosci, mozna wyr6znié
stron¢ tytulowa, podzigkowania, spis tresci, streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim,
wykaz skrétéw stosowanych w pracy, wstep, cel, materialy i metody, wyniki, dyskusije,
wnioski, bibliografig, spis rycin oraz spis tabel. W tekscie umieszczono réwniez informacje o
tym, ze rozprawa doktorska zostata przygotowana w ramach programu Doktorat Wdrozeniowy,

wspotfinansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (nr projektu
DWD/4/54/2020).

Spis tresci zawiera wszystkie elementy pracy i pozwala na odszukiwanie poszczegdlnych
fragment6w opracowania. Wykaz skrotow zawiera wiekszo$¢ stosowanych w pracy skrotow i
akronimow, ulatwia zrozumienie tekstu. Wigkszo$¢ wyjasnien skrotow przywolano w jezyku
angielskim, jednak czg$¢ w jezyku polskim. Wykaz tabel i rycin umieszczono pod koniec
rozprawy. Zawiera wszystkie niezbedne informacje, drobne potknigcia edycyjne nie
umniejszajg jego jakosci (ryc. 31 aty-mezotelina zamiast ,,anty”, brak konsekwencji w

stosowaniu znakow interpunkcyjnych).
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Streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim doskonale opisuje zakres przeprowadzonych
prac ich cel oraz konkluzje. W kilku miejscach tresci streszczenia zdania wymagaja korekty
np.: ,,zostat zidentyfikowany jako Zrodlo ucieczki ” tu mowa jest o0 mechanizmie czyli raczej
»Zidentyfikowany jako element mechanizmu ucieczki” opornosci etc.. Podobnie ,,Przeciwciata
Mezotelina x PD-L1 promowaly skuteczniejsza odpowiedz przeciwnowotworows”
proponowalbym prosciej ,.efekt dziatania przeciwciat prowadzit do zwigkszenia odpowiedzi”
narastania odpowiedzi etc.. Drobne btedy stylistyczne nie wptywaja jednak na wartos¢

przekazu budowang przez Autora rozprawy.

Wstep stanowi obszerny element pracy. Tekst wstepu jest detaliczny i napisany z
zastosowaniem fachowej terminologii. Umozliwia zaznajomienie si¢ z obecnym stanem
wiedzy na temat immunoterapii z zastosowaniem terapeutycznych przeciwcial
monoklonalnych. Autor rozprawy zwraca uwage na to, ze rozwdj immunoterapii zmienil
paradygmaty leczenia choréb nowotworowych. Oczekiwaniem wobec immunoterapii bylo
stworzenie skutecznych i mniej toksycznych terapii. Trzeba tu jednak dodaé, ze znanych
obecnie immunologicznych punktéw kontrolnych jest co najmniej kilkadziesiat. Wchodzg one
w zlozone interakcje ze znacznie wigksza liczba ligandow ktérych czesci nadal nie znamy.
Biatka te funkcjonuja w wigkszosci w formach rozpuszczalnych i blonowych. Wpltywajg na
wzor ekspresji rowniez miedzy sobg. Tylko ten poziom ztozonosci nadal nie zagwarantowal
petnego sukcesu inhibitoréw immunologicznych punktéw kontrolnych (ICI). Wiemy tez, ze sq
to terapie ,selektywne” ale wylacznie w sensie interakcji z $cisle okreslonym celem
molekularnym. Jednak zupelnie nieselektywne w sensie wywolywanego efektu
farmakodynamicznego i idacego za tym bardzo szerokiego panelu dziatan niepozadanych
(ADR). Niestety szeroki zakres ADR czgsto wyklucza pacjentéw z dlugoterminowej terapii
ICL
Piszac o ,tradycyjnych metodach”, takich jak chemioterapia i radioterapia, nalezaloby dodac,
ze trudno nadal moéwi¢ o powodzeniu jakichkolwiek monoterapii w farmakoterapii choréb
nowotworowych. Dotyczy to réwniez ICI i nie §wiadczy to bynajmniej o tym, ze nie sg one
wilasciwym podejsciem lecz o tym, ze wciaz odkrywane sg mechanizmy, ktore mogg by¢
wykorzystywane w potencjalizowaniu odpowiedzi na ICI a zwigzane sg wlasnie z
»tradycyjnymi” metodami.

W pierwszych podrozdziatach wstgpu Autor doskonale wprowadza w niezwykly s$wiat
potencjalnych rozwigzan w zakresie terapii nowotworow w kontekscie roli immunologicznych

punktow kontrolnych. Niezwykle cennym wkladem w tym elemencie opracowania sa
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wyjasnienia dotyczace luk, zrédet niepowodzenia w terapii oraz mechanizméw
wykluczajgcych pacjenta z terapii. W zwarty interesujgcy sposéb opisano réwniez kwestie
strukturalne dotyczace mAb oraz réznego typu przeciwciat bispecyficznych. Tekstem wstepu
Autor jeszcze raz podkreslit swobode z jakg porusza sie w przedstawianych zagadnieniach.
Nieco wiecej miejsca poswiecono informacjom dotyczagcym ROR-1, PD-1, PD-L1 oraz
mezotelinie. Wprowadzajagc w temat Autor przywoluje szeroki panel publikacji z kilku
ostatnich lat ponownie wskazujac na dynamike badan w zakresie zwigzanym z badaniami ktére
przeprowadzil. W tekscie Doktorant swobodnie porusza si¢ w zagadnieniach stojacych
pomiedzy wiedzg zwigzang ze struktura przeciwciata, biologig komorki, fizjologia tkanki
nowotworowej i potencjalem klinicznym przywotywanych przyktadéw.

W kilku miejscach stusznie zwraca uwagg na to, ze z uwagi na bardzo wysoka ekspresje
niektorych biatek w tkance nowotworowej i bardzo niska w pozostatych tkankach wybrano je
na potencjalne cele terapii przeciwnowotworowej. Nalezaloby jednak przy tym dodaé, ze
filozofia ta stosowana do mAb niestety kopiuje podejscie do farmakokinetyki oraz
farmakoterapii klasycznymi lekami niskoczasteczkowymi gdzie kluczowe sg ilosci i stezenia
(SHAM - slopes highest amounts & moments). Dzisiaj wiadomo, ze poziom (wysoki poziom)
ekspresji nie jest zwigzany liniowo z efektem farmakodynamicznym mAb. Mato tego, czesto
wlasnie nizsza ekspresja celu moze dawac wigkszy efekt prowadzonej immunoterapii. Dotyczy
to zar6wno wartosci takich jak liczba komorek wykazujacych ekspresje celu w tkance
nowotworowej ale nawet liczby czasteczek biatka na powierzchni komoérki. Nieliniowos$¢ w
stosunku do oczekiwanego efektu jest w tym wypadku znaczna.

We wstepie Doktorant przywotat grafiki w postaci schematéw oraz tabel. Zastosowano takze
bardzo bogaty materiat referencyjny. Material wstgpu zdecydowanie intryguje i zacheca do
dalszych czgdci lektury. Wprowadza w niezwykly $wiat, immunofarmakologii wyjasniajac
podstawowe cele i kierunki immunoterapii nowotworéw. Tekst dowodzi doskonalego
zorientowania Autora w biezacych kierunkach badawczych oraz technologiach zwigzanych z

projektowaniem oraz wytwarzaniem terapeutycznych przeciwcial monoklonalnych .

Cele rozprawy opisano w 8 podpunktach. Detalicznie lecz rdwniez w jednoznaczny i
precyzyjny sposob opisano zakres proponowanych prac. Cele rozprawy zostaty przedstawione

w sposob zrozumialy umozliwiajacy analize dalszych czesci tekstu.

W rozdziale materialy i metody Autor przywotal informacje o wszystkich materialach

zastosowanych do przeprowadzenia prac laboratoryjnych na r6znych etapach badan. W
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metodach Doktorant odnidst si¢ w szczegotach do kolejnych etapow prac. W detalach opisano
projekt i format proponowanych przeciwcial. Co niezwykle istotne w pracy wielokrotnie
zastosowano tabele, grafiki i ryciny ktore znakomicie ulatwiajg poruszanie si¢ w tekscie
rozprawy. Rowniez w tym miejscu Autor detalicznie wyjasnit réznice strukturalne
projektowanych przeciwcial oraz schematy odpowiednich konstruktow genetycznych tworzac
odpowiednie grafiki. Z uwagi na wczesniej wyznaczone cele metodyka rozprawy jest
niezwykle obszerna. Wymagala opisu w 22 podrozdzialach opisujacych kolejne kroki w
prowadzonych pracach badawczych. Autor przywotat ogromng ilo$¢ informacji ktéra w efekcie
pozwala na przesledzenie krok po kroku zakres wykonanych prac. Cennym uzupeinieniem
byloby schematyczne przedstawienie kolejnosci poszczegdlnych krokéw — procesu.
W tak szerokim panelu opisanych zadan nie trudno o drobne potkniecia edycyjne np.: ,.ktore te
przeciwciala maja wigzac. Sekwencje aminokwasowe” prawdopodobnie ,,ktore to przeciwciata
maja wigza¢ sekwencje ....”, ,,Komoérki E. coli” nazwy lacinskie zawsze zapisujemy kursywa,
»hodowle prowadzono przez noc” w takim wypadku w pracy naukowej podajemy liczbe
godzin, ,,.Dzien przed planowanym eksperymentem”, podobnie jak w poprzednim zapisie,
,»bufor rownowazacy: 20 mM NaHPO4” 4 w indeksie dolnym, Tabela 33 i 34, nagle zmieniono
format tabel, ,,ACQUITY UPLC Protein BEH SEC” ten zapis nie pozwala na identyfikacje
kolumny brakuje wielu dodatkowych informacji, ,,genetycyna + 200 pg/mL higromycyna + 1
mM Sodium Pyruvate” zdecydowanie pirogronian sodu zamiast sodium pyruvate.
Podsumowujac rozdzial materiaty i metody, w prawidlowy sposdéb opisuje zakres prac
przeprowadzonych przez Doktoranta. W rozdziale podano niezbedne szczegdly metodyczne.
Opis zastosowanych metod jest przejrzysty i zrozumiaty. Swiadczy o duzym doswiadczeniu,
oraz samodzielnosci Doktoranta w zakresie doboru odpowiednich technik i metod badawczych.
Metody przedstawione w rozdziale wymagaly bardzo dobrego opanowania warsztatu
badawczego, oraz duzego zaangazowania ze strony Autora. Rozdzial umozliwia przesledzenie

kolejnych etapoéw badan.

W kolejnym rozdziale przytoczono wyniki poczynionych analiz i obserwacji zgodnie z
postawionymi w dysertacji celami oraz opisang wczesniej metodykg. Wyniki zaprezentowane
przez Doktoranta przedstawiono w sposob syntetyczny i uporzgdkowany w dziewieciu
podrozdziatach. W rozdziale 8.1 przedstawiono miedzy innymi szczegélowe informacje
dotyczace produkcji przejsciowej, oczyszczania biatek i przeciwcial referencyjnych.
Przedstawiono ,,obrazy zelu” a doktadnie obraz rozdziatu w zelu SDS-Page dla biatkka ROR-1,

przeciwciala anty-ROR-1, mezoteliny oraz przeciwciata anty-mezotelina. Ryciny 8-11 ilustrujg
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réwniez prawidlowe rozdziaty chromatograficzne odpowiednich bialek. Opis wyniku rozdziatu
chromatograficznego mozna uzna¢ za zdawkowy, nie uwzgledniono w nim informacji o
roznicy w czasie retencji wzorca wobec probek badanych, nie do korica wiadomo czemu shiza
umieszczone na chromatogramach linie integracji pikéw skoro nie przytoczono zadnych
danych numerycznych. Dodatkowo kodowanie nazw np. R1_A8 zamiast wprost ,anty-
mezotelina” trudno uzna¢ za intuicyjne. Przyktadem jest rycina 16 na stronie 76 gdzie w opisie
znajdujemy migdzy innymi 1 — R2_8_1 warunki redukujace, 2 — R2_8 2 warunki redukujace,
3 —R2_8 1 warunki nieredukujace, 4 — R2_8 2 warunki nieredukujgce. Trzeba jednak wrdcié
do tekstu rozprawy aby odkodowaé poszczegdlne nazwy. W podejsciu do opisu rycin i
stosowanych nazw biatek brakuje konsekwencji, np.: na stronie 77 ,,Rycina 18. Wynik analizy
chromatografii wykluczenia dla przeciwciat Mezotelina x PD-L1.” jednak na stronie 80
~Rycina 22. Wynik oczyszczania przeciwciata R2 8 2 na drodze chromatografii
powinowactwa”. Wszelkie obiekty graficzne w publikacjach naukowych powinny by¢ ,.self-
explanatory”. Oznacza to ze aby w pelni zrozumie¢ przekaz czytelnik wszelkie informacje
wyjasniajace rycing/tabele lub wykres powinien znalezé w tytule, tresci oraz podpisie bez
koniecznosci wyszukiwania ich w tekscie.

Na stronie 77 tekst poczawszy od ,,Na podstawie powyzszych wynikéw mozna stwierdzié
(...) wskazuje na brak degradacji przeciwcial.” to fragment w ktéry powinien znalez¢ sie w
sekcji wnioski. Kolejny fragment tekstu ,,W przemysle farmaceutycznym standardem (...)
przystapiono do produkcji i nastgpnie do oczyszczania z wykorzystaniem chromatografii
powinowactwa.” na tej samej stronie .” to fragment ktéry powinien znalez¢ si¢ w sekcji metody.
Tytul podrozdziatu 8.3 ,,Wyprodukowane przeciwciala bispecyficzne wigzg swoje cele
molekularne z podobng skutecznoscia co przeciwciata monospecyficzne.” jest w swojej
obecnej formie wnioskiem, nie wynikiem podobnie tytut podrozdziatu 8.4 gdzie wstep stanowi
element metod a nie wynikow.

Na kolejnych stronach sekcji wyniki Autor przedstawit charakterystyke krzywych
wigzania, oraz wartosci ECS50, wytworzonych przeciwcial wraz z przeciwcialami
referencyjnymi. Przedstawione krzywe w pelni dowodzg oczekiwanej funkcjonalnosci biatek
wytworzonych przez Autora rozprawy. Analizy ECS50 przeprowadzono za pomoca
oprogramowania GraphPad Prism. Opis modelu jaki opisat Autor w sekcji metody i jaki oferuje
program to rowniez cenna informacja i warto$¢ ktérej Autor nie umiescit jednak w rozprawie.
Warto pamigta¢ o tym, ze program umozliwia pobranie catej serii wartosci numerycznych
ilustrujgcych charakterystyke modelu dla poszczegélnych analiz EC50 wraz cechami

ilustrujgcymi poziom dopasowania takich jak AIC etc..
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W kolejnych podrozdziatach przedstawiono wyniki inhibicji interakcji PD-1/PD-L1
przez przeciwciala bispecyficzne wyprodukowane w systemie przejSciowym oraz wyniki
inhibicji interakcji PD-1/PD-L1 przez przeciwciata bispecyficzne wyprodukowane w systemie
przejsciowym oraz w stabilnych liniach komérkowych, w odniesieniu do przeciwciata
monospecyficznego anty-PD-L1. Potwierdzono poziom ekspresji celéw molekularnych na
nowotworowych liniach komorkowych wykorzystanych w pracach badawczych. Za niezwykle
obiecujgce nalezy uzna¢ wyniki ilustrujgce poziom lizy komoérek nowotworowych trzustki w
obecnosci komérek PBMC, w obecnosci zaprojektowanych przez Autora przeciwcial
bispecyficznych i kombinacji przeciwcial monospecyficznych. Podobnie w przypadku
wynikow poziomu lizy komoérek nowotworowych endometrium macicy (RL95-2) i raka piersi
(BT20). Potwierdzono rowniez zalezno$¢ migdzy efektem wywolywanym przez
zaprojektowane przeciwciala bispecyficzne a stgzeniem. W rozprawie pojawia sie termin
»Skutecznos$¢ przeciwceiatl bispecyficznych ...” nalezy tu dodaé ze analiza zalezno$ci miedzy
efektem a stgzeniem ktdre przeprowadzono to typowe badanie farmakodynamiczne. Na takim
etapie badan (in vitro, ex vivo etc.) mozna analizowaé jedynie ,.efekt” (ang.: effect) nie
skutecznos¢ (ang.: efficacy). Analiza skutecznosci zarezerwowana jest raczej dla fazy
kliniczne;j.

Na tym etapie prac potwierdzono typowe dla terapeutycznych przeciwciat
monoklonalnych nieliniowe =zaleznosci pomigdzy efektem a stezeniem. Wreszcie,
potwierdzono istotne zmiany w produkcji cytokin prozapalnych w ko-kulturach komorek
PBMC i komoérek nowotworowych endometrium macicy (RL95-2) i trzustki (Pancl) z
dodatkiem zaprojektowanych przeciwcial bispecyficznych. Przedstawiono roéwniez wyniki
analizy wplywu wytworzonych przeciwciat na subpopulacje limfocytéw CD4, CD25, CD127 i
FoxP3

W bardzo wielu miejscach sekcji wyniki umieszczono w tekscie wnioski ptyngce z
poczynionych obserwacji. W sekcji wyniki znalazty si¢ réwniez elementy metodyczne ktore
nalezatoby przenies¢ do wezesniejszych podrozdziatdéw. Mimo drobnych niedociggnig¢ natury
formalnej bardzo wysoko oceniam ten fragment pracy. W petni odpowiada zatozeniom i tresci
wezesniejszych réwnie rozbudowanych sekcji. Autor umiejetnie i w przekonujgcy sposob
przywolal zebrane wyniki w postaci wielu tabel danych numerycznych, rozdziatow
chromatograficznych oraz licznych wykreséw.

W sekcji dyskusja nie dziwi swobodny styl i lekkie pioro Autora ktory biegle porusza sie
w tematyce rozprawy. Doktorant forma i zakresem dyskusji podobnie jak i calej rozprawy

dowodzi, ze nie jest jedynie ,,technikiem” wyspecjalizowanym w bardzo waskim przedziale,
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lecz naukowcem gotowym do rozwigzywania kompleksowych zadan. Juz w pierwszych
stowach dyskusji odnosi si¢ do celu stworzonych kombinacji w perspektywie potrzeb
klinicznych co dowodzi aplikacyjnego ukierunkowania prowadzonych badaf. Przechodzi
nastepnie do kwestii operacyjnych zwigzanych z potencjalnymi zagrozeniami zwigzanymi z
wytwarzaniem w skali produkcyjnej i obecng wydajnoscig procesu. Wyciaga réwniez daleko
idgce, lecz wiasciwe wnioski dotyczace ewentualnych ryzyk zwigzanych ze stabilnoscig
wytworzonych bialek. W dyskusji ponownie dowodzi stusznosci tezy o braku réznic w
wigzaniu celéw molekularnych: pomigdzy tymi samymi przeciwcialami réznych klas;
pomigdzy przeciwciatami bispecyficznymi wyprodukowanymi w réznych systemach ekspresji;
pomigdzy  przeciwcialami  bispecyficznymi i referencyjnymi  przeciwciatami
monospecyficznymi. Ponownie podnosi kwesti¢ celowosei doboru linii komérkowych do
przeprowadzonych eksperymentow. Stusznie przytacza przyklad nowotwordow trzustki ktére
nadal cechuje przezywalnos¢ na poziomie jednocyfrowym. Trzeba tu dodaé, ze do tej pory
ponad 30 réznych przeciwcial monoklonalnych testowanych w fazie badan klinicznych u
chorych na nowotwory trzustki, nie dato zadnych pozytywnych rezultatéw klinicznych (dane
na rok 2024). Tylko ten jeden fakt potwierdza jak bardzo potrzebna jest calkowita zmiana
podejscia, oraz zmiana filozofii terapii tak opornych form nowotworéw. W ten
najnowoczesniejszy trend poszukiwan, rozprawa doktorska mgr Jana Barczyniskiego wpisuje
si¢ doskonale.

Autor podnosi w dyskusji kwestie przewagi jednoczesnej blokady ROR-1 i PD-L1 oraz
mezoteliny i PD-L1 poprzez zastosowanie przeciwcial bispecyficznych nad kombinacja
przeciwcial monospecyficznych. W jednym z akapitéw podkreslono brak korelacji pomiedzy
poziomem ekspresji wykorzystywanych celow molekularnych a efektem cytotoksycznym
komérek PBMC w obecnosci przeciwcial. Dalej stwierdzono ze pomimo wysokiej ekspresji
ROR-1 na powierzchni komoérek Pancl liza tych komorek byla na dos¢ niskim poziomie.
Jednoczesnie efekt cytotoksyczny dla linii RL95-2 byt stosunkowo silny, pomimo niewielkiej
ilosci zarowno ROR-1 jak i mezoteliny. Podobne zalezno$ci obserwowano dla przeciwciat
monoklonalnych monospecyficznych stosowanych w terapii od wielu lat. Obserwacje
poczynione przez Doktoranta s3 zdecydowanie zgodne z nieliniowa, typowa dla
terapeutycznych przeciwcial monoklonalnych charakterystyka farmakodynamiczna, a
dokladnie, chcialoby si¢ rzec, immunofarmakodynamiczng. Dyskusja istotnego fragmentu
badan ktéra wigze kwestie formatu, struktury IgG1 versus IgG4 oraz wptywu na produkcje
cytokin oraz potencjatu poszczegolnych bialek, jest niezwykle trafna. Po raz kolejny dowodzi

biegtosci Doktoranta w analizowanej tematyce. Nalezy tu doda¢ ze w catej dyskusji z ogromna
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swoboda, a przy tym celnie, postuguje si¢ dobrze dobranym pismiennictwem fachowym.
Dyskusja wplywu wytworzonych bialek w odniesieniu do poszczegélnych subpopulacji
komorek immunokompetentnych to niezwykle praktyczny odnosnik nie tylko do procesu
immunoterapii per se ale rowniez do kwestii wplywu na przemodelowanie mikro-§rodowiska
tkanki nowotworowej in vivo. Zaprezentowana dyskusja zache¢ca do zgl¢biania opisywanej
tematyki. Autor trudne i zlozone zaleznosci komunikuje w sposob przejrzysty i jednoznaczny.
Wycigga wlasciwe wnioski. Zwraca rOwniez uwage na potencjalne luki. Ostatni akapit dyskusji
to podsumowanie ktéore w zwarty i rzeczowy sposob opisuje kluczowe watki
przeprowadzonych badan. Wnioski z wykonanych badan sprecyzowano w 10 osobnych
punktach. Postawione stwierdzenia sa przejrzyste i odpowiadaja wyznaczonym wczesniej
celom.

Ostatni rozdzial dysertacji to bibliografia. Doktorant zestawil interesujgce pozycje
piSmiennictwa, do ktérych umiej¢tnie odwotuje si¢ w rozprawie. Poruszane w rozprawie
zagadnienia zostaly poparte odpowiednio dobranym pi$miennictwem, ktore koresponduje z
podjeta tematyka badawcza. Spis pismiennictwa zostat przygotowany z uzyciem jednolitego
stylu. Zawiera 205 pozycji z ktoérych znakomita wickszos$¢, stanowia oryginalne prace
badawcze. Zakres zebranego pismiennictwa $§wiadczy o tym, ze Autor doktadnie zapoznat si¢
z obecnym stanem wiedzy zwigzanym z tematyka rozprawy.

Przedtozona do recenzji rozprawa napisana jest fachowym jezykiem. Doktorant wykazat
si¢ samodzielnoscig i odpowiednim przygotowaniem merytorycznym. Dysertacja jest

niezwykle inspirujagcym opracowaniem sktaniajgcym do postawienia kilku pytan:

1. Czy biorac pod uwage wplyw réznic struktury IgG1 oraz IgG4 wykorzystanych w
projektowaniu przeciwciat bispecyficznych na obserwowane efekty, zasadne byloby

réwniez zweryfikowanie potencjalu elementow struktury IgA?

2. Jaka jest predykcyjno$¢ badan farmakodynamicznych na liniach komdrkowych choéby
w kontekscie roznic profilu ekspresji immunologicznych punktéw kontrolnych: linie

versus profil ekspresji probek pobranych od pacjentéw (np. PDX versus TCGA).

3. Jakie sg gléwne powody niskiej predykcyjnosci modeli przedklinicznych i w
konsekwencji wcigz wyjatkowo niskiej wartosci ,,succes rate” dla kandydatow na nowe

terapeutyczne przeciwciala monoklonalne stosowane w chorobach nowotworowych.
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Podsumowujgc stwierdzam, ze przedtozona do oceny rozprawa mgr Jana Barczyniskiego
spetnia wymogi stawiane rozprawom na stopien doktora nauk. Wyniki przedstawionych badan
stanowig nowatorskie osiagnigcie Doktoranta. Zalozone cele badawcze zostaty w petni
osiggnigte. Wyniki prowadzonych prac poddano analizie porownawczej i statystycznej w
sposob zgodny z zasadami. Zakres badan oraz podejscie do rozwiazania problemu i realizacji
celow podjetych przez Doktoranta jest kompleksowy, ma duze znaczenie poznawcze oraz
wysoki potencjal aplikacyjny. Maszynopis pracy zostal przygotowany przejrzyscie, a tekst
napisano fachowym jezykiem, z dbatoscig o detale. Doktorant wykazal si¢ umiejgtnoscia
korzystania z literatury fachowej, opanowat ztozone technik i metody badawcze. Efekt
prowadzonych badafi pozwala na implementacj¢ do wczesnej fazy przedklinicznej rozwoju

kandydata na lek.

Przytoczone wyzej uwagi, gtéwnie natury porzadkujacej lub redakcyjnej, nie umniejszaja
wartosci merytorycznej recenzowanej rozprawy. Dlatego uwazam, ze przedtozona do recenzji
rozprawa doktorska, mgr Jana Barczynskiego pt.: ,Produkcja, oczyszczanie i analiza
potencjalu przeciwnowotworowego przeciwcial bispecyficznych ROR-1 x PD-L1 i
Mezotelina x PD-L1” w pelni odpowiada warunkom ujetym w art. 187 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz.742 z p6zn. zm.).

Biorgc powyzsze pod uwage, przedkladam Radzie Dyscypliny Biotechnologia
Uniwersytetu Gdanskiego wniosek o dopuszczenie mgr Jana Barczynskiego do dalszych

etapOw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora nauk.

ab. Tomasz Grabowski
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