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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Jana Barczynskiego

Niniejsza recenzja rozprawy doktorskiej zostata przygotowana w odpowiedzi na
pismo Przewodniczgcego Rady Dyscypliny Biotechnologia, prof. dr hab. Mariusza
Grinholca z dnia 13 grudnia 2024 roku. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
zostata przygotowana pod kierunkiem prof. dr hab. Krzysztofa Bielawskiego. Opieke
nad mgr Janem Barczynskim sprawowat dr Tomasz Sitar w ramach programu
doktoratéw wdrozeniowych. Badania zostaty przeprowadzone w Zaktadzie
Fotobiologii i Diagnostyki Molekularnej Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Praca zawiera
wszystkie tresci niezbedne do jej rzetelnej oceny w kontekscie wymogow
wskazanych w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym

i nauce jako niezbednych do nadania stopnia doktora.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa doktorska mgr Jana Barczynskiego zostata przygotowana w jezyku
polskim i liczy ponad 130 stron. Praca ma charakter monografii, zawierajgc wstep
teoretyczny, szczegotowy opis metod badawczych, wyniki eksperymentalne oraz ich
interpretacje w kontekscie aktualnej literatury naukowej. Zostata ona przedstawiona
Radzie Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdarskiego celem uzyskania stopnia
doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych.

Struktura pracy jest przejrzysta i zgodna z przyjetymi standardami, sktadajac sie
ze streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykazu skrotéw, rozbudowanego
wstepu teoretycznego, opisu celéw pracy, materiatéw i metod, opisu i analizy

wynikéw, dyskus;ji oraz bibliografii. Uktad jest klarowny i logiczny.

Ocena merytoryczna
Praca mgr Jana Barczynskiego  dotyczy  produkciji i oceny

przeciwnowotworowego potencjatu przeciwciat  bispecyficznych, ktére s3g
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wykorzystywane w immunoterapii nowotwordéw. Nowotwory ztosliwe pozostajg jedng
z gtéwnych przyczyn sSmiertelnosci na Swiecie, a rozwdj nowych terapii
ukierunkowanych na specyficzne cele molekularne stanowi jedno z najwazniejszych
wyzwan wspoétczesnej onkologii.

W czesci teoretycznej pracy, doktorant wykazat sie znajomoscig aktualnego
stanu wiedzy w zakresie immunoterapii howotworowej oraz technologii produkcji
przeciwciat. We wstepie rozprawy przedstawit szeroki przeglad literatury, obejmujacy
zaréwno podstawy immunoterapii, jak i istniejgce przyktady wykorzystania
przeciwciat w terapii przeciwnowotworowej. Opis ma charakter pogtebiony,
wigczajagc w to szczegotowy opis dziatania przeciwciat i ich zastosowanie w
blokowaniu kluczowych szlakéw sygnalizacyjnych w komoérkach nowotworowych.
Przedstawione wyniki obejmujg produkcje biatek i przeciwciat, jak rowniez analize
efektywnosci przeciwciat oraz ich wptywu na lize komérek nowotworowych. Ponadto
sprawdzono na ile wyprodukowane przeciwciata wptywajg na produkcje cytokin
prozapalnych w komérkach PBMC oraz zmiany w subpopulacjach limfocytéw T
CDA4+.

Przedstawiona praca wpisuje sie w nurt badan nad immunoterapig nowotwordw,
skupiajgc sie na przeciwciatach, ktére mogg jednoczesnie rozpoznawaé¢ dwa rézne
antygeny nowotworowe (ROR-1 i PD-L1 oraz mezotelina i PD-L1), co ma duzy
potencjat aplikacyjny w terapii. Zgodnie z mojg wiedzg jest to pierwsze tego typu
opracowanie i chociaz badania majg charakter wstepny, pozwalajg na wytyczenie
kierunkow przysztych dziatan. Podjeta problematyka jest aktualna i istotna, a wyniki
badan mogg znalezé zastosowanie w projektowaniu nowych strategii
terapeutycznych.

W ramach przeprowadzonych prac opracowano system produkcji przeciwciat
bispecyficznych, ktére efektywnie (podobnie jak przeciwciata monospecyficzne)
wigzg sie do celéw molekularnych (ROR-1, Mezotelina, PD-L1), jak wykazano za
pomoca testu ELISA. Co wazne, przeciwciata bispecyficzne utrzymaty wysoka
skutecznos¢ blokowania interakcji PD-1/PD-L1, co jest kluczowe dla umozliwienia
rozpoznania komaérek nowotworowych przez komorki uktadu odpornosciowego.

Bardzo wazne wyniki przedstawiono w rozdziale 8.6., gdzie jednoznacznie
przedstawiono, ze przeciwciata bispecyficzne sg bardziej efektywne niz mieszanina

przeciwciat monospecyficznych, co sugeruje potencjat opracowanego rozwigzania w
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przysztych strategiach leczenia choroby nowotworowej. Brakuje mi jednak w tym
miejscu komparatora, na przyktad opisanych wczesniej przeciwciat bispecyficznych.
W rozdziale 8.7 przedstawiono wyniki dla pojedynczego dawcy, co stawia znak
zapytania nad wiarygodnoscig wartoscig przedstawionych danych. Dalsza analiza
prowadzona przez autora pokazuje, ze poziom IL-10, IFNy, TNFa i Granzymu B jest
wyzszy, natomiast IL-2 nizszy przy zastosowaniu przeciwciat bispecyficznych w
porownaniu do kombinacji przeciwciat monospecyficznych. Rowniez w tym
przypadku brak wiarygodnego komparatora. Dalsze badania pokazaty, ze
przeciwciata bispecyficzne w wiekszym stopniu niz monospecyficzne powodujg
obnizenie poziomu limfocytdw T-regulatorowych oraz zwiekszajg populacje
limfocytéw CD4+ CD25- CD127-. Mojg ciekawos¢ wzbudza fakt, ze stosowanie
mieszaniny przeciwcial monospecyficznych prowadzi do podniesienia poziomu
limfocytéw T CD4+ CD25+ CD127low m.in. na rycinie 44. Czy jest statystycznie
istotna réznica pomiedzy komoérkami nowotworowymi + PBMC nie traktowanymi
niczym oraz traktowanymi przeciwciatami bispecyficznymi? Ponownie, brak

komparatora o ustalonej efektywnosci.

Ponadto, nasuwajg mi sie nastepujgce pytania i uwagi:

1. Dlaczego nie wykorzystano nanoprzeciwciat, ktérych produkcja jest znacznie
prostsza i tafsza, a immunogennosc¢ nizsza?

2. Opis rycin jest bardzo niejasny. Brak odniesien do rycin w tekscie sprawia, ze
analiza przedstawionych danych jest utrudniona. W tym kontekscie brak
informacji o liczbie powtdrzen oraz dawcéw w legendzie rycin moze byé
podstawg do kwestionowania przedstawionych danych.

3. Jaka jest selektywnosc¢ przeciwciat? Wsrod eksperymentow brak kontroli z
wykorzystaniem komorek i tkanek pierwotnych. Brak réwniez eksperymentéw
in vivo.

4. Dlaczego nie wykorzystano sferoidéw, ktore lepiej oddatyby mikrosrodowisko
nowotworu?

5. Czy poddano analizie parametry farmakokinetyczne przeciwciat oraz ich

stabilnos$é?
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Bibliografia jest obszerna i aktualna, obejmuje zaréwno fundamentalne pozycje,
jak i najnowsze publikacje w dziedzinie. Wykorzystanie zrédet naukowych o wysokim

wptywie wskazuje na dobrg orientacje doktoranta w literaturze przedmiotu.

Badania ujete w pracy zostaly przeprowadzone w ramach programu “Doktorat
Wdrozeniowy”, a praca ma charakter aplikacyjny. Badania byty realizowane w firmie
biotechnologicznej Recepton Sp. z 0.0, co wymagato umiejetnosci pracy w
srodowisku akademicko-przemystowym. Zakres przeprowadzonych eksperymentow
swiadczy o kompetencjach badawczych doktoranta i jego umiejetnosci planowania
badan. Nowatorski charakter badan oraz ich aplikacyjnos¢ w dalszych pracach
przedklinicznych czynig rozprawe wartosciowym wktadem w rozwoj immunoterapii

nowotworow.

Ocena edytorska rozprawy

Praca zostata napisana starannie, w sposob klarowny i logiczny. Jezyk rozprawy
jest precyzyjny, a tres¢ dobrze zorganizowana. Najwiekszg wadg jest bardzo niejasny
i niepetny opis llustracji, wykresow i tabel. Brak odniesien w tekscie do
poszczegodlnych rycin jest btedem. Wykorzystanie terminologii naukowej jest
prawidtowe, a wywdd klarowny. Z mniejszych btedéw edytorskich mozna wymienié
pewng niespojnos¢ w oznaczeniach; w przypadku jednostek alfanumerycznych
pomiedzy wartoscig i oznaczeniem jednostki powinna znajdowaé sie spacja; litr

zgodnie z nomenklaturg Sl oraz GUM zapisuje sie matg litera.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr Jana Barczynskiego stanowi wartosSciowy i oryginalny
wktad w rozwdj biotechnologii i immunoterapii nowotworéow. Pomimo pewnych
niedociggnie¢ praca jest kompleksowa, prezentuje wysoki poziom metodologiczny
oraz wartosciowe wyniki badan. Doktorant wykazat sie zaréwno bardzo dobra
znajomoscig literatury, jak i umiejetnoscia samodzielnego prowadzenia badan
eksperymentalnych.

Na podstawie przeprowadzonej oceny, stwierdzam, ze praca spetnia wymagania
stawiane rozprawom doktorskim. W zwigzku z tym wnosze o dopuszczenie mgr

Janowi Barczynskiemu do obrony rozprawy doktorskiej.
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