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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. Marcina Komorowskiego
pt.: ,,Oncolytic Vaccinia Virus in Treatment of Cancer. Targeting Metastatic
and Chemoresistant Ovarian Cancer by a CXCR4 antagonist-armed Viral Oncotherapy”.

Przedtozona do oceny praca doktorska mgr. Marcina Komorowskiego pt.: ,,Oncolytic
Vaccinia Virus in Treatment of Cancer. Targeting metastatic and chemoresistant ovarian
Cancer by a CXCR4 antagonist-armed viral oncotherapy”, przygotowana pod kierunkiem
prof. Bogumily Litwinskiej oraz prof. Danuty Kozbor, wpisuje si¢ w niezwykle aktualny
i istotny nurt badaf poswieconych opracowywaniu nowych, ukierunkowanych terapii
przeciwnowotworowych, ktére daja nadzieje na polepszenie wynikow leczenia chorych na
nowotwory. Szacuje sie, ze obecnie $rednio co trzecia osoba w ciggu calego swojego zycia
rozwija nowotwdr. Liczba zachorowan na nowotwory ztosliwe na catym $wiecie jednak stale
ro$nie. Wg danych Krajowego Rejestru Nowotworéw w Polsce notuje sie ok. 150 tys.
zachorowan rocznie, do 2050 roku ta liczba ma si¢ podwoic. Wskazmk S5-letnich przezy¢
chorych na nowotwory wynosi w Polsce ok. 45%.

Postep w badaniach molekularnych i coraz lepsze poznanie biologii nowotworow
- stanowig dobrg podstawe opracowywania nowych podejs¢ terapeutycznych, ukierunkowanych
na mechanizmy zwigzane z rozwojem i wzrostem nowotworow.

Doktorant postawil sobie szeroko zakrojony cel, polegajacy na opracowaniu
ukierunkowanej terapii przeciwnowotworowej z wykorzystaniem zmodyfikowanego wirusa
onkolitycznego, skierowanej przeciwko komérkom chemioopornym o wysokiej agresywnosci
i zbadaniu mechanizméw jego efektywnosci. Podjety problem uwazam za wazny i bardzo
aktualny, a cele postawione przez doktoranta za ambitne i calosciowo obejmujace problem.

Za cel molekularny terapii Doktorant wybrat szlak CXCL12/CXCR4. Dokonal trafnego
wyboru, uwzgledniajac istotng role i plejotropowe dziatanie tego szlaku w rozwoju
nowotworéw, a takze dotychczasowe wyniki badan, wykazujgce przeciwnowotworowe
dziatanie antagonistéw receptora CXCR4, ktéry jest niemal jedynym receptorem dla
chemokiny CXCL12 (inaczej SDF-1). CXCL12 ma silne dziatanie chemotaktyczne.
W warunkach fizjologicznych chemokina ta jest konstytutywnie ujawniana m.in. w szpiku
kostnym, skorze, watrobie i ptucach. Oddziatywanie CXCL12/CXCR4 ma istotne znaczenie
w procesach dojrzewania i regeneracji tkanek. Powoduje m.in. chemotaksje niedojrzatych
i dojrzewajacych leukocytéw, ktére to komodrki charakteryzuja si¢ wysokim poziomem
ekspresji CXCR4. Receptor CXCR4 ulega takze ekspresji w wielu typach komorek
nowotworowych, w tym raka jajnika. Komoérki raka jajnika ponadto produkuja chemoking
CXCL12. W efekcie, szlak CXCL12/CXCR4, na drodze autokrynnej i parakrynnej petni wiele
61 w biologii raka jajnika, pobudza wzrost, migracje¢ i inwazyjnos$¢ komérek nowotworowych,
bierze udzial w angiogenezie, moze réwniez dziata¢ immunosupresyjnie. Ma istotne znaczenie
w progresji nowotworu i tworzeniu ognisk przerzutowych. Wysoka ekspresja CXCR4 jest
niekorzystnym wskaznikiem przezycia chorych na raka jajnika. I to wiasnie ten nowotwor
zostal wybrany jako model do badania proponowanych podej$¢ terapeutycznych.




Jako no$nika antagonisty CXCR4 Doktorant uzyt wiruséw krowianki, ktore
charakteryzujg sie silnym dziataniem onkolitycznym. Uzyl szczepéw pozbawionych dwdch
genéw: czynnika wzrostu wirusa krowianki (VGF) oraz kinazy tymidynowej (TK), dzigki
czemu szczepy te majg obnizong zdolno$é namnazania sie w komoérkach prawidlowych. Do
wiruséw wklonowat gen antagonisty receptora CXCR4. Nalezy zaznaczy¢, ze zastosowanie
wiruséw krowianki w terapii przeciwnowotworowej nie bylo jak dotad badane w raku jajnika.

Ocenial nastgpnie skuteczno$é dziatania zmodyfikowanego wirusa krowianki wobec
chemioopornych nowotworéw o wysokiej agresywnosci in vivo, w ortotopowych zwierzgcych
modelach mysich i ludzkich rakéw jajnika o wysokiej agresywnosci, z zastosowaniem —
odpowiednio: myszy syngenicznych i myszy SCID (pozbawionych limfocytéw T i B).

Postanowil réwniez zbada¢ zmiany w mikrosrodowisku guza indukowane przez
zmodyfikowane wirusy.

Wreszcie podjat si¢ opracowania nowego podejscia terapeutycznego, z zastosowaniem
zmodyfikowanego wirusa krowianki skojarzonego z doksorubicyng i zbadania mechanizmu
dziatania tej terapii w syngenicznym modelu raka jajnika opornego na paklitaksel
i karboplatyne. Do badati samodzielnie uzyskat agresywny, chemiooporny wariant mysiej linii
komorek raka jajnika.

Praca zostala napisana w jezyku angielskim. Ma form¢ oprawionego wydruku
komputerowego. Liczy 130 stron. Sklada sie z nastgpujacych rozdzialow: Wstep, Cele,
Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie wynikéw, Wnioski, Kierunki dalszych
badafi. Praca opatrzona jest réwniez spisem tresci i spisem skrétow umieszczonych na poczatku
monografii, a na koncu streszczeniem w jezyku angielskim i polskim oraz spisem cytowanych
publikacji.

Wstep przedstawia zagadnienia zwigzane z: biologia raka jajnika, rolg Sciezki
CXCR4/CCL12 w tym nowotworze, standardami leczenia chorych na raka jajnika, biologig
wiruséw onkolitycznych i mechanizmami ich dzialania przeciwnowotworowego, w tym
w szczegdlnosei wirusa krowianki (kolejno$¢ jak w pracy). W obrebie poszczegdlnych
podrozdzialéw wstepu poruszane zagadnienia zostaly ujete poprawnie, adekwatnie do tytulow
tych podrozdziatow. W mojej opinii jednak we wstgpie, ktdry przeciez ma za zadanie
wprowadzié czytelnika w problematyke doktoratu i pokaza¢ czytelnikowi tok rozumowania,
jaki przeprowadzit Doktorant przystepujac do badan, zbyt duzy akcent potozono na zagadnienia
zwigzane z rakiem jajnika i na dodatek umieszczono je na samym poczatku. Sugeruje to, ze
gléwnym przedmiotem zainteresowania badacza jest rak jajnika. Takie wrazenie mogg
dodatkowo potegowaé opisy roznorodnodci typéw histologicznych i molekularnych raka
jajnika, nie majace jednak bezposredniego odniesienia do przedmiotu pracy. Podobnie wywody
na temat diagnostyki laboratoryjnej raka jajnika z uwypukleniem roli oznaczen CA 125
i cytokin. (Nota bene, wbrew twierdzeniu na str. 19 obecnie juz nie ma wielkich nadziei na
diagnostyczne wykorzystanie oznaczen cytokin w nowotworach). Elementy te nie powinny by¢
w tej pracy tak eksponowane. Bowiem nadrzednym badanym problemem byto
przeciwnowotworowe dziatanie zmodyfikowanego wirusa, ktére réwnie dobrze mozna by
testowaé¢ na modelu innego nowotworu. Zabraklo natomiast wyczerpujacego uzasadnienia
dlaczego Doktorant przyjat okreslony model, na ktérym sprawdzal swoja hipotezg, dlaczego
byt to akurat rak jajnika. Wiadomo przeciez, ze szlak CXCR4/CCL12 ma istotne znaczenie w
wielu nowotworach, nie tylko w raku jajnika. Mniej uwazny czytelnik méglby jednak mieé
wrazenie, ze $ciezka CXCR4/CCL12 ma w raku jajnika znaczenie szczegdlne. Czy wybor
modelu podyktowany byt np. dostgpnoscia materialu lub wynikal z wczesniejszych
doswiadczen w badaniu tych nowotworéw przez zespoly promotoréw pracy, a moze to wiasnie
w raku jajnika mozna bylo wykazaé, ze przeciwnowotworowe dziatanie modyfikowanego
wirusa odbywa sie na wielu poziomach, tj. na drodze bezposredniego dzialania na komorki




nowotworowe oraz poprzez hamowanie oddzialywaf immunosupresyjnych i pobudzanie
odpowiedzi przeciwnowotworowej ustroju? A moze chodzito o sposéb rozsiewu tego
nowotworu? W podrozdziale 1.3.1 Doktorant opisuje specyfike rozsiewu raka jajnika,
polegajaca na zajeciu jamy otrzewnej i wskazuje, ze chemioterapia dootrzewnowa jest bardziej
efektywna niz dozylna. To zagadnienie zastugiwato na szersze opracowanie i nalezato wyraznie
podkreslié, ze z punktu widzenia zastosowania klinicznego terapii przeciwnowotworowej
z wykorzystaniem wiruséw onkolitycznych, rak jajnika jest szczeg6lnie dogodnym typem
nowotworu, ze wzgledu na jego umiejscowienie nawet w wysokich stopniach zaawansowania
ograniczone do jamy otrzewnej, co czyni ten nowotwor dogodnym celem dla wirusow
podawanych dootrzewnowo.

Sciezka sygnatowa CXCL12/CXCR4 w raku jajnika jest bardzo istotng przestanka
pracy. Tymczasem autor poswiecit jej pot strony 35-stronicowego wstepu w podrozdziale
zatytuwlowanym ,,CXCR4/CXCLI2 signaling axix in ovarian cancer”. Szkoda, Ze nie napisat
wyraznie czy i jaka jest specyfika raka jajnika w kontekscie sygnalowania przez
CXCL12/CXCR4. W tym miejscu opisat bardzo krétko i ogélnikowo kwesti¢ zastosowania
antagonistow receptora CXCR4 w terapii przeciwnowotworowej i ewentualnych skutkéw
niepozadanych takiego leczenia, nie zaznaczajac, ze przytacza dane dotyczace innych
nowotwor6w — nie raka jajnika. Zabrakio tu tez koncepcji ,ziarna i gleby”, ktéra we
wspolczesnej formie rozwingt Mueller i wsp. w pracy cytowanej przez mgr. Komorowskiego
(poz. 118), pokazujgc, ze chemokiny (bedace przedmiotem tej pracy) sa czasteczkami
ukierunkowujgcymi przerzuty.

Rozdziaty 1.4 i 1.5 sg przyktadem niezbyt dobrej praktyki odwzorowywania w tekscie
wlasnym tresci innej publikacji. Tytuly tych rozdziatéw oraz ich podrozdzialow zostaly
zaczerpniete z pracy przegladowej Charbonneau i in. z 2013 roku (ref. 51), zawartos¢ — cho¢
opisana wlasnymi zdaniami — doktadnie odzwierciedla tresci uj¢te w pracy Charbonneau.

Za dobrg cze$é wstepu uwazam podrozdziat 1.8 dotyczacy istotnej dla pracy kwestii
terapii z uzyciem wirusé6w onkolitycznych. Doktorant przedstawil tutaj cechy wirusow
onkolitycznych i sposoby ich modyfikowania dla polepszenia efektéw terapeutycznych oraz
omdwit réznorodne mechanizmy dziatania wirusé6w onkolitycznych. W tym podrozdziale
znalazla sie jedna niescistos$¢, mianowicie Doktorant stwierdza, Zze dowodem na obecnosé
genéw wirulencji w wirusach jest zwigzek pomiedzy przewlektymi stanami zapalnymi
a rozwojem nowotworéw (str. 37), podczas gdy ten zwiazek jest o wiele bardziej ztozony
i w duzej mierze jest uwarunkowany pronowotworowym oddzialywaniem $rodowiska stanu
zapalnego o charakterze przewlektym. W ostatnim akapicie tego rozdziatu Doktorant
stwierdza, ze wirusy onkolityczne, aby by¢ efektywne MUSZA zabi¢ komoérki nowotworowe
(str. 39). Mozna sie domysla¢, ze chodzi o efektywnos¢ terapeutyczng. Tak kategoryczne
stwierdzenie jest niespojne z wezesniej postawiong teza (str. 37), ze posrednie mechanizmy
przeciwnowotworowe moga mieé krytyczne znaczenie dla efektywnosci dzialania wirusa. Teze
te nota bene potwierdzajg wyniki pracy doktorskiej.

We wstepie zabraklo przegladu stanu badan — in vitro, na zwierzgtach i ew. prob
klinicznych — nad terapeutycznym zastosowaniem wiruséw onkolitycznych, w tym wirusa
krowianki, oraz innych podej$¢ terapeutycznych zwigzanych z blokowaniem Sciezki
CXCR4/CXCL12, np. z zastosowaniem siRNA (np. Liu i wsp. 2014), czyli informacji
bezposrednio zwigzanych z przedmiotem badania. Autor powinien byl réwniez poswigci¢
nalezyta uwage problematyce cech komérek nowotworowych, odpowiednio do badanych
w pracy mechanizmow dziatania opracowywanej terapii. Doktorant jedynie wymienia te cechy
(rozdz. 1.9.2, str . 45). Zabraklo tu réwniez zaakcentowania trwajacej od lat dyskusji
nt. wystepowania tzw. komoérek macierzystych raka jako odr¢bnej populacji badz stanu
komoérki. Doktorant, decydujgc sie na wybor komérek o cechach komérek macierzystych jako
celu opracowywanej przez siebie strategii terapeutycznej, powinien wykaza¢ si¢ znajomoscig




istotnych aspektow bedgcych przedmiotem kontrowersji. Ten watek mozna bylo powigzaé (we
wstepie lub w dyskusji) z problemem heterogennosci raka jajnika, ktéry doktorant ograniczyt
do typow histopatologicznych i molekularnych, nie wspominajgc o heterogennosci w obrgbie
guza i problemie plastycznosci komérek nowotworowych.

W efekcie wstep nie stanowi kompletnego obrazu najwazniejszych kwestii zwigzanych
z przedmiotem pracy, przestanki podjecia badan nie sg przedstawione klarownie, brakuje
jasnego uzasadnienia dlaczego autor postanowil weryfikowaé dziatanie opracowywanej terapii
na modelu raka jajnika. Jest bardzo duzo informacji zazwyczaj do$é ogdlnikowych, a czasem
nadmiernie szczegbtowych, a czytelnik w duzej mierze musi sam docieka¢ dlaczego
poszczegblne kwestie sg istotne i jak wigza si¢ ze soba.

Rozdziat Cele pracy — to bardzo wazna cze¢éé pracy, ktéra ma jasno pokazaé problemy
jakie chciano rozwigzaé w prowadzonych badaniach.

Ten rozdzial rozpoczyna si¢ akapitem, ktéry prawdopodobnie miat skrétowo ujmowad
istote pracy, zawiera jednak tylko trzy bardzo og6lnikowe zdania, w ktérych Doktorant niezbyt
szczesliwie pomieszal przestanki oraz hipoteze i nadrzedny cel pracy. Wybor raka jajnika jako
modelu badawczego. Autor ttumaczy takim zdaniem: ,Rak jajnika jest nowotworem
0 najwyzszej $miertelnosci, wynikajgcej z poznego wykrywania, pierwotnej i wtornej
chemioopornosci 1 wybitnej heterogennosei.” Z kolei sformutowanie nadrzednego celu pracy,
istotne w tym rozdziale, zostato przy¢mione wyeksponowanym stwierdzeniem nazwanym
Lhipoteza”, ktére jednak nie jest hipotezg, a bardzo ogélnym sformulowaniem obecnie
obowigzujgcego paradygmatu. Stwierdzenia tego akapitu w aktualnej formie i nie stuzg
wprowadzeniu do szczegdtowych celow pracy, ktdre po nim nastepuja.

Cele szczegdtowe pracy zostaly z niewyjasnionych przez Doktoranta wzgledow
nazwane ,,Study I”, ,,Study II” itd. Mozna si¢ oczywiscie domyslag, Ze odnosi si¢ to do etapow
badania.

Szczegbtowy cel I sformutowany zostat jakby byl nadrzednym celem badan, podczas
gdy Doktorant przypuszczalnie cheiat w tym punkceie opisa¢ zadanie polegajace na konstrukeji
zmodyfikowanego wirusa krowianki. Jesli taki miat zamiar, nie powinien tu byt odnosi¢ si¢ do
,Lopracowywania terapii”, a raczej do ,.konstrukcji zmodyfikowanego wirusa”. Jesli takiego
zamiaru nie miat, to dlaczego nazwat ten cel ,,szczegélowym”?

Szczegdtowe cele pracy II do IV zostaly poprawnie sformutowane i odnosza si¢ do
poszczegdlnych etapéw badan.

Metodyka badan jest prawidtowo dobrana do zatozonych celéw. Doktorant przedstawit
ja w sposob zwigzly i klarowny w rozdziale Materialy i metody.

We wszystkich ukfadach badawczych zastosowano wiasciwe kontrole. Wyniki
analizowano statystycznie z uzyciem adekwatnych metod. Badania uzyskaly akceptacje
wlasciwej komisji bioetycznej. Na wyrdznienie zastuguje réznorodnos¢ zastosowanych przez
Doktoranta technik, ktére samodzielnie wykonywat. Byty to techniki molekularne, komoérkowe
oraz badania in vivo, takie jak: uzyskiwanie rekombinowanych wiruséw i ich namnazanie,
hodowle komérkowe in vifro, badania klonogennosci i zdolnosci do indukcji guzéw przez
komorki nowotworowe, testy immunologiczne (ELISA, Western blott), cytometria
przeplywowa, ztozone badania in vivo na modelach syngenicznych i ksenogenicznych.
Zastosowanie badah in vifro i réwnolegle modeli in vivo, wykorzystujacych obok uktadu
ksenogenicznego, ortotopowego ukladu syngenicznego, pozwalajacego na badania
oddziatywan na uktad odpornosciowy, jest niewatpliwa zaleta pracy.

Zastanawia jedynie dlaczego niektére metody zostaly przedstawione w rozdziale
,»Wyniki”, np. szczegdty dotyczace biatka fuzyjnego 1 uzyskiwania modyfikowanych wirusow
krowianki zostaly przedstawione na ryc. 13 i 14 i opisane w tekscie podrozdziatu 4.1.




Wyniki opisane zostaly w 4 podrozdziatach, podzielonych tacznie na 11 czgci,
i przedstawione w postaci 40 ztozonych rycin i 2 tabel. Uzyskane wyniki zostaty bardzo dobrze
zobrazowane i wyczerpujaco opisane.

Za bardzo istotne uznaje wykazanie zlozonych mechanizméw terapeutycznego
oddziatywania zmodyfikowanego wirusa krowianki, hamujgcego wzrost komoérek o fenotypie
komoérek inicjujacych nowotwor, indukujacego apoptoze tych komorek, hamujgcego rozsiew
nowotworu i dzialajgcego immunomodulacyjnie poprzez hamowanie oddziatywan
immunosupresyjnych oraz pobudzanie odpowiedzi przeciwnowotworowej i generowanie
pamie¢ci immunologicznej, a takze pokazanie mechanizmu synergistycznego dziatania in vivo
wirusowej szczepionki terapeutycznej i doxorubicyny na chemioopornego raka jajnika.

Watpliwo$¢ mojg budzi odwazna interpretacja (str. 89 oraz w streszczeniu polskim)
wyniku przedstawionego na ryc. 48, ze u 20% myszy z syngenicznym rakiem jajnika uzyskano
efekt catkowitego wyleczenia w odpowiedzi na liposomalng form¢ doksorubicyny, ktorej
podanie poprzedzono podaniem zmodyfikowanego wirusa krowianki. Czy — pomimo
poprawnosci matematycznej — na podstawie jednego eksperymentu, przeprowadzonego na 10
myszach, z ktérych 2 zostaty wyleczone, uprawniona jest generalizacja, Ze po terapii uzyskuje
sie 20% wyleczen?

Tytut czesci 4.1 jest nieadekwatny do treci. Jest ona poswiecona konstrukcji
modyfikowanego wirusa, a nie opracowaniu terapii. To ten sam blad, ktéry pojawit si¢
w rozdziale Cele pracy. Ponadto, w tym rozdziale, na str. 56, Doktorant pisze o ,new
antagonist” nie precyzujac co to za nowy antagonista, w stosunku do czego ,,nowy”.

W rozdziale Wyniki Doktorant, poza opisem uzyskanych rezultatow, w wielu miejscach
umiescit rowniez metody (o tym wspomniatam juz wyzej, odnoszac si¢ do rozdziatu metody)
oraz przestanki (np.: pierwsze akapity rozdzialu 4.1 to gléwnie przestanki, podobnie 4.4,
pierwszy akapit rozdziatu 4.2) i wnioski (np. ostatnie zdanie rozdziatu 4.2.2), a nawet czasem
stwierdzenia, ktére powinny staé si¢ czescig dyskusji (np. ostatnie zdanie na str. 87). O ile
czasem — dla jasno$ci wywodu — przypomina si¢ wybrane przestanki w opisie wynikow, sg to
jednak zazwyczaj krétkie zdania tgczace. Szkoda, Zze te cenne fragmenty nie znalazly sig
w odpowiednich miejscach, tam ich bardzo zabraklo.

W rozdziale Dyskusja Doktorant przedstawit wage problemu poszukiwania terapii dla
chorych na chemioopornego, zaawansowanego raku jajnika. Omoéwil nastepnie dostgpne
modele badawcze i zalety zastosowanego ortotopowego mysiego modelu agresywnego raka
jajnika. Zrekapitulowat nastgpnie uzyskane wyniki i przedstawil je w kontekscie danych
literaturowych. Przeanalizowal mozliwe skutki uboczne terapii z zastosowaniem wirusow.
Przedyskutowal réwniez mozliwe mechanizmy wchodzenia wiruséw krowianki do komorek
nowotworowych i mechanizmy synergistycznego dziatania modyfikowanego wirusa krowianki
i doxorubicyny. Dyskusje poprowadzit cickawie i sprawnie, wykazujac si¢ dobra znajomoscia
literatury przedmiotu.

Doktorant po$wigca relatywnie diugi — jak na te krétka, 6 stronicowa dyskusje — akapit
niewgtpliwie ciekawemu wywodowi nt. indukcji odpowiedzi przeciwnowotworowe]j przez
antygeny uwalniane przez komodrki nowotworowe zainfekowane wirusami. Jednak z
niewiadomych przyczyn wyniki tu przytaczane nie zostaly pokazane w pracy. Szkoda tez, ze
zabraklo rozwazan nt. wartosci zastosowania linii komdrkowych do przeprowadzonych badan
i klopotow z eksperymentalnymi modelami raka jajnika, oraz ze m.in. w tym kontekscie
Doktorant nie przedyskutowal ograniczen wykonanych badan. Nie probowal tez wyjasni¢
dlaczego podanie DOX po uprzednim podaniu wirusa jest najbardziej efektywne, co tak pieknie
wykazat w swoich badaniach.

Warte podkreslenia jest bardzo dobre i przejrzyste, graficzne (Ryc. 55) (dyskusja) oraz
tekstowe  podsumowanie najwazniejszych  wynikéw  (podrozdzial str.  104)
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nt. przeciwnowotworowego dzialania modyfikowanego wirusa onkolitycznego, ujawniajgcego
antagoniste CXCR4, doxocykliny oraz skojarzonego zastosowania tych dwoch podejs¢, wraz z
prezentacjg mechanizmow warunkujgcych uzyskane efekty.

Whioski generalnie odpowiadajg postawionym celom pracy. Ich sformutowanie budzi
jednak pewne zastrzezenia. Wniosek a) jest poprawnie sformutowany, z zastrzezeniem,
dotyczacym sformutowania: ,,overcoming immunosuppression in favor of inflammation”, ktore
uwazam za nieprecyzyjne, a moze nawet bledne, w $wietle danych pokazujacych, ze
immunosupresja jest elementem stanu zapalnego, w szczegolnosei przewleklego. Nie mozna
przeciwstawia¢ tych proceséw. Nalezato tu pomingé zwrot ,in favor of inflammation”.
Dodatkowo w trzecim tire w wyrazeniu: ,.generating antitumor immune responses that are
capable of controlling tumor growth” ,,immune response” powinno by¢ w liczbie pojedyncze;,
gdyz, co prawda, odpowiedZ immunologiczna warunkowana jest wieloma réZznymi
mechanizmami, ale to sformulowanie okre$la zjawisko. Wniosek b) jest lakoniczny
i og6Inikowy, nie zawiera istoty odkrytego mechanizmu. Brak jest tu odniesienia do indukcji
pamieci immunologicznej. Punkt c) nie jest zdaniem recenzenta wnioskiem i powinien znalez¢
si¢ w rozdziale po$wieconym dalszym badaniom. Brakuje wniosku dotyczacego wplywu
kolejnosci podania modyfikowanego wirusa i chemioterapeutyku na efekt terapeutycznego.
Whioski powinny by¢ raczej formutowane w pierwszej osobie lub bezosobowo, a nie w liczbie
mnogiej, Doktorant w rozprawie przedstawia bowiem swoje wlasne wyniki.

Rozdziat , Kierunki dalszych badan” zawiera zwiezty, dobrze zaprezentowany opis
planowanych badaf, bedgcych kontynuacja prac opisanych w rozprawie doktorskiej,
zmierzajacych do lepszego zrozumienia mechanizméw oddziatywania wirusa na komorki
nowotworowe i do znalezienia wskaznikéw chemioopornosci oraz wskaznikéw wrazliwosci na
terapie z uzyciem wirusa krowianki, w oparciu o badanie klinicznego materiatu rakéw jajnika.

Pismienniciwo

Rozprawa doktorska zawiera 309 numerowanych pozycji piSmiennictwa,
uporzagdkowanych w kolejnosci cytowania. Doktorant jest niekonsekwentny w sposobie
podawania danych bibliograficznych. W niektérych odnosnikach podaje wszystkich autorow
prac, w innych tylko pierwszego lub kilku z dopiskiem et al. Raz stosuje skr6ty nazw
czasopism, w innych miejscach podaje pelne nazwy, dotyczy to réwniez tych samych tytutow
czasopism.

Cytowania sg zazwyczaj poprawne, cho¢ niestety niekiedy nie mozna ich okresli
,starannie dobranymi”. Na przyktad we wstepie Doktorant w wielu miejscach cytuje pozycje
pi$miennictwa cytowane w pracach, na ktérych si¢ wzorowal, cho¢ mozna by z fatwoscig
_znaleZé nowsze, aktualne pozycje. Dla przyktadu na str. 22, w opisie standardéw leczenia
chorych na raka jajnika powotuje si¢ na prace z 2001 roku (pozycja 148). Od tego czasu
pojawilo si¢ setki opracowan, metaanaliz, opiséw badan klinicznych i prac przeglagdowych
przedstawiajgcych wspotczesne standardy. Byé moze dlatego w opisie standardow
terapeutycznych Doktorant zupelnie pominat nowe podejscia, o ktérych nalezato chocby
wspomnieé, np. wlgczone do standardéw leczenie skojarzone z uzyciem bevacizumabu np.
w rakach jajnika opornych na platyne — czyli Scisle zwigzane z przedmiotem pracy, czy bedgce
na etapie prob strategie w oparciu o inne leki celowane, np. przeciwko punktom kontrolnym
odpowiedzi immunologicznej, czy inhibitory PARP (np. artykutl przegl. Sundar i wsp., 2016).

Niejednokrotnie autor pisze o ostatnich/niedawnych badaniach, a powoluje si¢ na prace
sprzed lat, np. str. 18, ref. 41 z 2009 roku, str. 23, ref. 64 z 2012 1.

Miejscami Doktorant odnosi si¢ do prac oryginalnych, w ktdrych co prawda padajg
przytaczane tezy, ale na podstawie przywolanych, innych pozycji literatury. W takich
sytuacjach nalezaloby odwotywacé si¢ do prac, w ktorych oryginalnie udowodniono dang tezeg.
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W szeregu miejsc brak jest odnosnikéw do prezentowanych stwierdzen, np. na str. 18
na koficu drugiego akapitu oraz po stwierdzeniu, ze angiogeneza zjawiskiem wczesnym
w progresji raka jajnika. Czesto Doktorant podaje odnosniki do catych akapitéw zamiast do
konkretnych tez.

Sa tez pozycje nieprawidlowo cytowane, tj. takie, ktére nie sg poparciem gloszonych
tez, np. na str. 13: poz. 11, str. 19: poz. 50 (praca méwi tylko o tylko o IL-6), str. 21: poz. 51,
str. 22: poz. 61 (autorzy nie méwig o matej liczbie komérek CD8+ a o braku takich komoérek),
str. 45: poz. 175 i 221 (chodzi o teze o podobienstwach ,migdzy wirusami a komodrkami
nowotworowymi’).

W przypadku uzycia w zdaniu nazwiska autora, na pracg ktérego Doktorant si¢
powoluje, w calej pracy (pierwsza taka sytuacja to poz. 20 na str. 14) numer odnosnika
Doktorant umieszcza na koncu zdania, a nie zgodnie ze standardami — za nazwiskiem.
Pozytywnym wyjatkiem jest cytowanie poz. 56 na str. 22.

Streszczenie angielskie dobrze przedstawia tre$ci rozprawy i uzyskane wyniki. Byloby
wskazane zakonczyC streszczenie jasno wyartykutowanymi wnioskami, poprzedzajacymi
istniejgce, dobre zdanie koficzgce streszczenie, pokazujgce sens ogolny uzyskanych wynikow.

Streszczenie polskie jest stabo napisane. Doktorant nie zachowal proporcji pomigdzy
wprowadzeniem, wynikami i konkluzjami. Podobnie jak w calej pracy, za duzo miejsca
poswiecit samemu rakowi jajnika, wchodzac czesto w szezegdly nieistotne z punktu widzenia
meritum tej pracy. Konkluzje s3 stabo zaakcentowane. Do strony jezykowej i terminologicznej
streszczenia polskiego odnosze si¢ w dalszej czgsci.

Oceniajac poprawnos¢ redakeyjng rozprawy nalezy podkreslic, Ze jest ona przejrzysta
pod wzgledem formy, ryciny przedstawiajace wyniki sa bardzo dobrze opracowane. Jedyne
zastrzezenia co do formy ogdlnej to brak konsekwencji w stosowaniu weigcia na poczatku
akapitéw oraz bardzo niewyrazna i przez to bardzo mato czytelna Rycina 14, przedstawiajgca
homologiczng rekombinacje prowadzaca do uzyskania rekombinowanego wirusa krowianki.
W kilku miejscach zastrzezenia budza nieprecyzyjne sformutowania i uzyta terminologia.
Np. na str. 96, na poczatku dyskusji, opisujac komérki inicjujgce raka jajnika Doktorant pisze,
ze “[...] ovarian CICs are characterized by self-renewal, aggressive neovascularization, [...]”.
Tworzenie nowych naczyn dotyczy guza, a nie komoérek; zastosowany tu skrét myslowy jest
nieuprawniony. Na str. 111, w streszczeniu polskim Doktorant uzy} sformutowania ,.komoérki
odpornoéciowe aktywowane dziataniem chemioterapeutykéw”. Chemioterapeutyki dziatajg
raczej immunosupresyjnie poprzez nieswoista eliminacj¢ komorek odpornosciowych.
Doktorant miat chyba na mysli dziatanie posrednie, polegajace na oddzialywaniu antygenéw
uwalnianych przez rozpadajgce sie komorki nowotworowe, co opisuje w tym akapicie.
Podobnie sformulowanie ,,parakrynne przemieszczanie si¢ komorek™ (str. 112) jest biedne.
Parakrynne mogg by¢ oddziatywania, przemieszczanie moze by¢ indukowane oddziatywaniami
parakrynnymi. Nalezy unikaé takich nieprecyzyjnych sformutowan w tekscie naukowym.
Polskim odpowiednikiem angielskiego terminu ,,combined therapy” jest ,terapia skojarzona”;
to okreslenie byloby lepiej stosowaé niz uzywane przez Doktoranta na str. 115-116 wyrazenie
»terapia faczona”.

Niestety praca zawiera wiele bledow jezykowych, dotyczacych stosowania
rodzajnikéw, interpunkcji, szyku zdania, nieprecyzyjnosci wypowiedzi, ktére gltéwnie
wynikajg z pisania przez Doktoranta w jgzyku obcym. Szkoda, Ze tresci nie zweryfikowata
osoba zajmujgca si¢ podobna problematyka, dla ktérej angielski jest jezykiem ojczystym.
Jednak niektore bledy dotyczg spraw zupetnie podstawowych, ktore Doktorant powinien byt
sam skorygowa¢, jak np. na str. 23 powinno by¢ grade, a nie grades, na str. zamiast ,,/n spite
numerous ...” powinno by¢ ,.In spite of numerous...” Bledy literowe cho¢ nieliczne, sg dos¢
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niefortunne, np. stowo ascitic zostato na str. 68 zamienione na ascetic, a though na thought (str.
97).

Doktorant nie ustrzegt si¢ bledéw jezykowych réwniez w tekscie polskim. Streszczenie
w jezyku polskim napisane jest nienajlepszg polszczyzna, zawiera szereg blgdow
interpunkcyjnych i terminologicznych. Brzmi miejscami jak stabe ttumaczenie z angielskiego.
Doktorant pisze o leczeniu nowotworéw. Jest to skrot myslowy czgsto stosowany w mowie,
jednak nalezy pamigtaé, ze leczymy chorych, a nie chorobe i nie powinno si¢ stosowaé takiego
sformutowania w pracy naukowej. Angielskie, poprawne wyrazenie ,.cancer treatment”, cho¢
znaczy to samo, oparte jest o nieco inne zabarwienie znaczeniowe slowa ,,freatment”. Innym
przyktadem kolokwializmu jest zdanie ,,Dostepne terapie jednak bardzo rzadko pozwalaja na
calkowite wyzdrowienie chorych z zaawansowanym rakiem jajnika”, ktére powinno poprawnie
brzmieé: Dostepne terapie jednak bardzo rzadko pozwalajg na catkowite wyleczenie chorych
na zaawansowanego raka jajnika”. Stowo ,,oddziatywujacy” (str. 113), cho¢ czesto spotykane,
jest btedne, poprawna forma to ,,oddzialujgcy”.

Podsumowanie :

Rozprawa doktorska mgr. Marcina Komorowskiego prezentuje wyniki istotnych
i zawierajgcych nowatorskie elementy badan, ktére zostaly zaplanowane i przeprowadzone,
a takze zinterpretowane prawidtowo. Uwagi krytyczne dotycza przede wszystkim niepelnego
ujecia przestanek i sformutowania celéw oraz wnioskéw, niepeinej krytycznej analizy
uzyskanych wynikéw na tle aktualnej problematyki i danych literaturowych oraz poprawnosci
odniesien do literatury, a takze strony redakcyjnej. Nalezy jednak podkresli¢, ze uzyskane
wyniki sg warto$ciowym wkiadem mgr. Komorowskiego w badania nad terapeutycznym
wykorzystaniem wiruséw onkolitycznych w chorobach nowotworowych.

Za oryginalne wyniki pracy doktorskiej mgr. Komorowskiego uznaje te, ktdre
przedstawione s3 w rozdziale 4.4., obejmujacym ryciny 35-54, czyli wyniki badan
pos$wieconych opracowaniu nowej skojarzonej terapii przeciwnowotworowej, z zastosowaniem
doksorubicyny oraz wirusa krowianki z ekspresja antagonisty CXCR4. Pozostate wyniki,
poprzedzajgce opracowanie tej nowej terapii, byty opublikowane przez mgr Komorowskiego
jako autora réwnorzednego z pierwszym autorem w 2014 roku w Journal of Immunology
(IF=4,9). Jako opublikowane wczesniej, przed otwarciem przewodu doktorskiego, ze
wzgledéw formalnych nie stanowig oryginalnej czgsci pracy doktorskiej. Szkoda, ze fakt ten
nie zostat jednoznacznie odnotowany w teksécie rozprawy. Natomiast nalezato si¢ pochwali¢,
ze pozostate wyniki zostaty ztozone do druku w 2016 roku i praca, ktérej mgr Komorowski jest
pierwszym autorem, jest juz opublikowana w Molecular Therapy — Oncolytics.

Zakres pracy doktorskiej jest niezwykle szeroki, zdaniem recenzenta wykracza poza
ramy rozprawy doktorskiej. Dlatego tez wyniki oryginalne, obejmujace opracowanie terapii
skojarzonej uznaje¢ za w pelni wystarczajaca podstawe rozprawy doktorskiej.

Reasumujac, uwzgledniajac catosciowe i wielowatkowe ujecie problemu, nowe,
interesujace i poprawnie zinterpretowane wyniki w dziedzinie niezwykle istotnej i intensywnie
badanej, oraz niewatpliwe oryginalne osiggnigcie Doktoranta, polegajace na wykazaniu
potencjatu zastosowania onkolitycznego wirusa krowianki ukierunkowanego przeciwko
szlakowi CXCR4/CXCL12 w terapii przeciwnowotworowej stwierdzam, ze pomimo licznych
przedstawionych wyzej uwag krytycznych rozprawa mgr. Marcina Komorowskiego spetnia
warunki okres$lone w art. 13 ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.)
izwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego —PZH
z wnioskiem o przyjecie rozprawy i dopuszezenie mgr. Marcina Komorowskiego do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego.
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