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QOcena

rozprawy doktorskiej mgr Marcina Krzykawskiego pt. ,,Ocena nowych modeli
dos$wiadczalnych opracowywanych w celu monitoringu wzrostu, immunogennosci i
przerzutowania komorek nowotworowych” wykonanej w Katedrze Immunologii
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie pod kierunkiem Prof. dr

hab. n. med. Janusza Marcinkiewicza.

Oceniana rozprawa doktorska zatytulowana po angielsku ,FEvaluation of new
experimental models developed to monitor growth, immunogenicity and metastasis of cancer
cells” oraz po polsku ,,Ocena nowych modeli doswiadczalnych opracowywanych w celu
monitoringu wzrostu, immunogennosci i przerzutowania komérek nowotworowych” sktada sie
z cyklu 4 prac (3 artykutéw opublikowanych i jednej pracy zgloszonej do druku w czasopiémie
Computers in Biology and Medicine w dniu 30.12.2019). Trzy prace, ktére zostaly juz
opublikowane, znalazly si¢ w czasopismach posiadajacych wspotczynnik oddziatywania
(Impact Factor- IF). Laczna warto$¢ IF tych prac nie przekracza 3 pkt IF i 65 punktow MNiSW.
We wszystkich pracach Doktorant jest pierwszym autorem. Dwie prace zostaly opublikowane
w 2015 roku w czasopismach: Central European Journal of Immunology i Folia Medica
Cracoviensis, a ostatnia w 2019 roku w czasopi$mie Cytotechnology. Czwarta praca zostala
zgloszona do druku w czasopi$mie Computers in Biology and Medicine, posiadajacym
IF=3,434 (w 2019 roku), ale na stronie czasopisma obejmujacym plany wydawnicze do marca
2021 roku nie znalaztem informacji na temat akceptacji publikacji do druku. Zataczone
o$wiadczenia wszystkich wspotautorow dokumentujg istotny wktad mgr Marcina
Krzykawskiego w poszczegblne prace, szkoda tylko ze Doktorant nie oszacowat SW0jego
procentowego udziatu w poszczegolnych publikacjach, tak jak to zwykle si¢ czyni przy ocenie

tego rodzaju dorobku naukowego.



Przedstawiona mi do oceny praca liczy 71 stron maszynopisu i sktada si¢ w znacznej
czedci cyklu czterech w/w publikacji. Dodatkowo w rozprawie zamieszczono krotkie
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, o§wiadczenia wspdtautoréw oraz Doktorant
bardzo skrotowo opisat 4 artykuly sktadajace si¢ na cykl publikacji stanowigcych rozprawe.
Wg recenzenta w ocenianej pracy doktorskiej brakuje wprowadzenia, w ktorym Autor
powinien omo6wi¢ zagadnienia ktére badatl, nie ma tez ogdlnej charakterystyki celéw badan
obejmujacej wszystkie w/w publikacje oraz podsumowania/oméwienia wynikéw. Doktorant
decydujagc si¢ na rozprawe doktorska w formie cyklu publikacji powinien zbiorczo
przeanalizowa uzyskane w poszczegdlnych pracach wyniki i przedstawi¢ je w postaci
wnioskéw bedacych podsumowaniem badan.

W  przeprowadzonych do$wiadczeniach Doktorant wykorzystat ustalone linie

komorkowe: raka trzustki Panc 02, ludzka linia NP-18 i mysia MC38CEA. Na bazie linii
Panc_02 opracowal nowatorski test selekcji migracyjnej in vitro (IVMS), ktéry umozliwit
stworzenie modelu badawczego pasywnego rozsiewu komoérek nowotworowych. W
przeciwienstwie do migracji aktywnej, rozsiew pasywny jest procesem, w ktdrym komoérki
guza mogg pozostawaé zawieszone w plynach ustrojowych przez pewien czas, prowadzac do
rozwoju biernych przerzutéw nowotworowych.
Pierwsza z prac opublikowana w czasopi$mie Folia Medica Cracoviensis Vol. LV, 3, 2015: 15—
24 pod tytutem ,,Pan_02 murine pancreatic cancer model” miata na celu charakterystyke linii
mysiego gruczolakoraka trzustki Pan_02 jako modelu nowotworu, ktéry zostal wykorzystany
do dalszych badan. Linie ta cechuje pewne podobienstwo do raka trzustki u ludzi zwlaszcza w
odniesieniu do niskiej wrazliwo$¢ na chemioterapeutyki. Doktorant na modelu mysim
C57BL/6 wykazal istotne roznice we wzroscie guza w zaleznosci od liczby zaszczepionych
komérek nowotworowych. Stwierdzit réwniez, ze duze guzy wykazywaly bogatsze
unaczynienie, zwlaszcza w zakresie duzych naczyn krwionosnych.

Drugi artykut pt: ,,Combined bacterial and viral treatment” opublikowany w Central Eur
J Immunology 2015; 40 (3): 366-372 jest praca pogladowa. Przedstawia on propozycje nowej
skojarzonej terapii przeciwnowotworowej polegajacej na lacznym zastosowaniu wiruséw oraz
bakterii. Doktorant w publikacjii oméwit roézne mechanizmy dziatania wirusowych i
bakteryjnych terapii przeciwnowotworowych, podkreslajac ich zalety i wady. Podsumowaniem
pracy jest propozycja terapii skojarzonej z wykorzystaniem rdznych drobnoustrojow o
dzialaniu onkolitycznym, ktéra moze stworzy¢ nowa jako$¢ terapeutyczna.

Trzecia praca opublikowana w Cytotechnology (2019) 71:989-1002 zatytulowana “A

novel in vitro model of metastasis supporting passive shedding hypothesis from murine



pancreatic cancer Panc 02" jest praca oryginalng, bedaca kontynuacja wczesniejszych badan
prowadzonych na linit komérkowej mysiego gruczolakoraka trzustki Panc 02. Doktorant
wykorzystal linie Panc_02 i wyprowadzong z niej pokrewng inwazyjng lini¢ Panc02-RS
(zawierajaca zardwno komorki w zawiesinie jaki i adherentne) w celu oceny potencjatu
metastatycznego ,in vivo” na myszach szczepu C57BL/6. Wyniki badah pozwolilty na
stworzenie hipotezy rozwoju odlegltych biernych przerzutéw nowotworowych przenoszonych
droga krwi, ktérych komoérki pozostaja oporne na apoptoze pomimo oderwania od guza
pierwotnego. Ten model jest odmienny od dotychczasowego paradygmatu przerzutéw
aktywnych. Uwazam, ze przedstawiona w w/w publikacji hipoteza jest nowatorska oraz istotna
z punktu widzenia poznawczego i klinicznego.

Ostatnia czwarta praca ,Mathematical model of biological anticancer agents
distribution in vivo based on entire tumor imaging” zostata zgtoszona do druku w czasopi$mie
Computers in Biology and Medicine. Mgr Marcin Krzykawski przedstawil w niej 3 algorytmy,
ktore przetestowat na barwionych preparatach pochodzacych z wybranych guzéw
nowotworowych: linia ludzka NP-18 i mysia MC38CEA. Linie te zostaly wykorzystane , in
vivo” w badaniach na myszach w celu opracowania najskuteczniejszego modelu terapii
przeciwnowotworowej. Jako drobnoustroje onkolityczne zostaly uzyte ludzkie adenowirusy:
VCN-01 1 ICOVIR-ISK oraz dwie modyfikacje szczepu bakterii VNP90002 Salmonella
Typhimurium: VNP PREP4 oraz VNP PREP4 Plac-nSipB. Wczesniejsze badania prowadzone
pod kierunkiem Prof. dr hab. n. med. Janusza Marcinkiewicza w Katedrze Immunologii CM
UJ pozwolily na stworzenie modelu bakterii onkolitycznegj VNP90002 Salmonella
Typhimurium, ktory zostat wykorzystany w w/w rozprawie do oceny rozsiewu wewnatrz guza.
Z wykorzystaniem programu komputerowego Microorganism Intratumoral Distribution
Investigation Tool (MIDIT) i opracowanych kliku modeli matematycznych Doktorant opisat
sposob rozprzestrzeniania si¢ bakterii lub wiruséw onkolitycznych w guzie. Przedstawiony
model matematyczny jest przyktadem mozliwosci wykorzystania programu komputerowego
MIDIT do stworzenia nowych strategii terapeutycznych. By¢ moze umozliwi on naukowcom
ocene rozprzestrzeniania si¢ drobnoustrojow onkolitycznych wewnatrz guza oraz pozwoli na
porébwnywanie wynikéw do§wiadczen z wykorzystaniem rdéznych mikroorganizméow.
Ostatecznie pozwoli to na ocene, ktéra modyfikacja drobnoustroju onkolitycznego ma
najwigkszy potencjat do réwnomiernego rozprzestrzeniania si¢ wewnatrz guza. Praca ta jest
zacheta do przeprowadzenia dalszych badaf z wykorzystaniem bakterii i wirusow

onkolitycznych w celu potwierdzenia tej interesujacej hipotezy terapeutycznej.



Podsumowujac ocen¢ w/w artykuléw naukowych wchodzacych w sklad rozprawy
doktorskiej stwierdzam, ze zaréwno dobor techmk badawczych, jak i przeprowadzone
doswiadczenia, uzyskane wyniki oraz ich analiza statystyczna nie budzg zastrzezen. Badania
wykonane przez Doktoranta przyniosty szereg waznych obserwacji, niezwykle istotnych dla
lepszego poznania mechanizméw przerzutowania nowotworow i jego wpltywu na dalszy rozwoj
nowotworu. Oswiadczam, ze przedtozona mi do oceny praca doktorska mgr Marcina
Krzykawskiego pt. ,,Evaluation of new experimental models developed to monitor growth,
immunogenicity and metastasis of cancer cells / Ocena nowych modeli do$wiadczalnych
opracowywanych w celu monitoringu wzrostu, immunogennos$ci i przerzutowania komorek
nowotworowych ” spelnia wymogi stawiane rozprawie na stopiefi naukowy doktora nauk
medycznych okreslone w art.13 Ustawy z dnia 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 pézn. zm.). Temat
rozprawy jest interesujacy, a uzyskane wyniki maja wazny aspekt praktyczny i stuza postepowi
medycyny. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie i omo6wienie przez Doktoranta istotnego
zagadnienia naukowego. Przeprowadzone przez Doktoranta badania maja wazne implikacje
merytoryczne i praktyczne. Rozprawe pomimo kilku uwag krytycznych oceniam wysoce
pozytywnie. Na podstawie dokonanej oceny rozprawy mam przyjemnos$¢ przedtozyé Radzie
Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie wniosek o
dopuszczenie mgr Marcina Krzykawskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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