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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgra Mateusza Adama Krzys$cika, zatytulowanej:
sWysoce cytotoksyczne koniugaty oparte o ludzki czynnik wzrostu fibroblastow 2”

Przedstawiona do oceny dysertacja doktorska byta wykonana w Zakladzie Inzynierii
Biatka, Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Zak}ad ten posiada bogate tradycje
pracy z modyfikowanymi w r6zny sposob biatkami, a promotor dysertacji prof. Jacek Otlewski od lat
jest uznanym w kraju i na §wiecie autorytetem naukowym w tej tematyce.

Dysertacja doktorska jest napisana w sposdb niestandardowy, poniewaz sklada sig
ze streszczenia, wprowadzenia, celu pracy, publikacji I, publikacji II i publikacji III (poprzedzonych
krotkimi  streszczeniami), nastepnie zawiera podsumowanie, bibliografi¢, dorobek naukowy
(publikacje, zgloszenia patentowe, doniesienia konferencyjne) oraz spis rysunkéw. Taki uktad pracy
jest ciggle do$¢ rzadko spotykany, chociaz z drugiej strony zwigzly i zrozumialy. Z os$wiadczen
Autora wynika, ze pomimo wieloautorskich prac naukowych udziat Doktoranta w kazdej pracy
byt wiodacy.

Tematyka badawcza zawarta w pracy doktorskiej skupia si¢ wokot konstrukcji celowanych
koniugatow chemioterapeutykéw. Jak stusznie zauwazyl Autor dysertacji doktorskiej pierwszy
eksperyment tego typu byl przeprowadzony jeszcze w latach 50-tych ubieglego wieku, w ktérym
potgczono y-globuling z cytostatykiem metotreksatem. Od tamtej pory nieustannie trwajg proby
stworzenia makromolekuly jako wielofunkcyjnego narzedzia molekularnego, ktérego zadaniem jest
dostarczenie terapeutyku do miejsca nowotworzenia. Znanymi przyktadami czasteczek kierujgcych
sg przeciwciala, ktére wchodzg w sktad platform terapeutycznych takich jak: Trastuzumab emtansine,
Inotuzumab ozogamicin, Sacituzumab govitecam, Belantamab mafodtin, czy jeszcze pig¢ innych
dopuszczonych przez amerykanska instytucje rzadowa - Agencje Zywnosci i Lekow (FDA)
do stosowania na pacjentach.

Z drugiej strony zwiekszona ekspresja receptorow biatkowych na powierzchni komérek
nowotworowych stwarza szanse na wykorzystanie dedykowanej czasteczki skierowujacej, ktora
komplementarnie bedzie si¢ do nich wigzata jako specyficzny ligand dostarczajgcy skoniugowany
cytostatyk ,,na miejsce”.

Niniejsze podejscie zostato zastosowane w recenzowanej dysertacji, w ktérej modyfikowano
platforme liganda biatkowego FGF2, ktéry laczy si¢ na powierzchni komoérek nowotworowych
z receptorem FGFR 1. Koncepcyjnie w pracy przedstawiono sekwencyjng modyfikacj¢ liganda FGF2



od najmniej zaawansowanych uktadéw makromolekularnych do wielostopniowej modyfikacji
ligandéw skierowujacych za pomocs czasteczek faczacych i cytostatykow.

W poczatkowej czgéci podjetych prac opisanych w pierwszej publikacji zostata
wykorzystana czasteczka FGF2 oraz jej modyfikacja réznigca si¢ od natywnej struktury iloscia
cysteinowych reszt wigzgcych znajdujacych sie na powierzchni biatka. Dodatkowo zostaty
wprowadzone zmiany poprzez przylaczanie do bialka linkera peptydowego zawierajgcego reszte
cysteinylowg w sekwencji KCK. Ten zabieg przeprowadzono dla czterech wariantéw bialek w tym
dla dwéch: 1) KCKSGG-FGF2; 2) FGF2-GGSKCK. Dalsze z nich zawieraly zamiany C78 oraz C96
na reszty S78 i S96 w biatku FGF2 WT oraz wprowadzenie sekwencji peptydowej KCKSGG
na N-koricu dla jednej czasteczki w wariancie 3 oraz GGSKCK na koncu C biatka w wariancie 4.
Autor dysertacji otrzymal makromolekuty zawierajace jedng, dwie lub trzy wigzace reszty
cysteinylowe. W trakcie konstrukcji narzedzia terapeutycznego do bialka zostata przytgczona toksyna
monometylo aurystatyna E potgczona z lacznikiem p-aminobenzoksylokarbonylowym, lgcznikiem
dipeptydowym  Val-Cit oraz grupa maleimidowa. Nastegpnie Doktorant przedstawit rezultaty
oczyszczania sfunkcjonalizowanych bialek, co zostato potwierdzone za pomocg spektrometrii mas.
W kolejnym kroku zostata przeprowadzona analiza biofizyczna otrzymanych czgsteczek
oraz ich powinowactwa do receptora FGFR1-IIlc. W dalszym etapie badan zostaly przeprowadzone
testy otrzymanych platform molekularnych potwierdzajace zdolno$é aktywacji szlakow sygnatowych
zaleznych od FGFRI oraz internalizowania ich do wnetrza komérki. Dodatkowo Autor pracy
udowodnil, ze koniugaty wykazujg wysokg cytotoksycznosé proporcjonalng do ilosci receptoréw
znajdujacych si¢ na powierzchni komérki oraz od ilosci cytostatykow przytaczonych do liganda
kierujacego.

Celem dalszych badan opisanych w drugiej publikacji byto otrzymanie wielofunkcyjnej
czasteczki, ktorej czas cyrkulacji w organizmie bytby dhuzszy, niz poczatkowo zsyntezowanych
makromolekut, ktére ze wzgledu na swéj rozmiar powinny byé szybko usuwane z krwiobiegu
poprzez filtracj¢ kigbuszkows. Strategia, ktora zostata przyjeta obejmowata koniugaty o zwiekszonej
hydrofilowosci i promieniu hydrodynamicznym. Z tego wzgledu zostaly zsyntezowane platformy
wielofunkcyjne biatka FGF2 z aurystatyna Y (AY) zawierajace poliglikolowe laczniki. Tym razem
czasteczka cytostatyku AY zostala przylaczona za pomoca konca C, a nie kofica N
tak jak w przypadku prac z monometylo aurystatyng E. Jako lacznika Autor dysertacji uzyt dipeptydu
L-Thr-D-Val oraz grup¢ maleimidowa, wraz z réznej dtugosci lancuchami poliglikolowymi (PEG-4,
PEG 27). Ponadto, Autor we wstgpie do publikacji napisal, ze przylgczyt reszte Cys, natomiast
na rysunku la w pracy, oprécz aminokwas6w L-Thr i D-Val jest reszta Lys, o ktérej Doktorant
nie wspomnial w czesci eksperymentalnej. Po otrzymaniu czterech wariantéw makroczasteczek
zostaly wykonane badania, ktére wykazaly zwiekszong cytotoksyczno$é wobec komérek rakowych
FGFR1 pozytywnych oraz zmniejszong dla FGFR1 negatywnych. Zsyntezowane koniugaty
nie wykazywaly tendencji do agregacji i byly stabilne w surowicy ludzkiej. Multifunkcyjna
czgsteczka zawierajgca ltacznik poliglikolowy PEG 27 wykazala promien hydrodynamiczny
odpowiadajacy biatkom globularnym o masie czgsteczkowej ok. 60 kDa, czyli powyzej progu filtracji
ktgbuszkowej, przez co Doktorantowi udalto sie osiggnaé zatozony cel badan.

Ostatnia praca wieficzy dotychczasowe poszukiwania Doktoranta polegajace
na poszukiwaniu selektywnej platformy molekularnej do potencjalnej eradykacji guzéw
nowotworowych. W tej czesci pracy Autor dysertacji podjat sie trudnego zadania polaczenia dwoch
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cytostatykdw o-amanityny oraz monometylo aurystyny E do dimeru biatkowego FGF2-FGF2.
W tym celu Pan mgr Mateusz Krzyscik wykorzystat dotychczasowe do$wiadczenie w koniugowaniu
cytostatykéw do nosnikéw biatkowych. Jednakze, polaczenie obu jednostek FGF2 ze soba byto
trudne, z tego wzgledu Doktorant wykorzystat technologie inzynierii biatkowej z uzyciem enzymu
sortazy A wraz z odpowiednio sfunkcjonalizowanymi czgsteczkami bialek. Powstala w ten sposéb
platforma terapeutyczna wykazata promieri hydrodynamiczny réwny biatkom o masie ok. 62 kDa.
Dodatkowo dwufunkcyjna czgsteczka nie wykazala efektu cytotoksycznosci wzgledem linii
komorkowych FGFR ujemnych. Moim zdaniem otrzymanie dwufunkcyjnej makromolekuty o duzym
potencjale terapeutycznym bylo najwigkszym osiggnieciem koncepcyjnym i laboratoryjnym
Doktoranta.

Podsumowujgc dorobek naukowy Pana mgra Mateusza Krzyscika bedacy podstawa
recenzowanej dysertacji mozna stwierdzié, ze cel pracy zostal osiggniety, a Doktorant poprzez
szeroki zakres przeprowadzonych badafi udowodnit ponadprzecigtne umiejetnosci pracy
w laboratorium wraz z bardzo dobrze opanowanym warsztatem inzynierii biatkowej. Pan mgr
Mateusz Krzyscik jest wspétautorem 8 publikacji naukowych, dwéch zgtoszen patentowych oraz
jednego doniesienia konferencyjnego. Taki dorobek publikacyjny stawia Autora dysertacji posréd
doktorantéw, kt6rzy wykazujg bardzo duzg aktywno$é naukows.

W swoim zwyczaju nie wymieniam bledéw jezykowych ani edytorskich, moze tylko
napisz¢ na przyszto$¢ dla Doktoranta, zeby sprawdzit literéwki, ktérych w tej pracy jest sporo.
Jednoczesnie chciatbym zaznaczyé, ze wszelakie uwagi, ktére pozwolitem sobie w tej recenzji
wypisaé, wynikajg jedynie z obowiazku recenzenta i nie majg wptywu na merytoryczng warto$é
pracy.

Reasumujagc  stwierdzam, 2ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pan mgra Mateusza Adama Krzyscika spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslone
w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z p6zniejszymi
zmianami i uzupelnieniami) ,,O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki” i wnioskuje¢ o dopuszczenie Doktorantka do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Dodatkowo, w §wietle przedstawionych dokonan naukowych Doktoranta zawartych
w dysertacji doktorskiej wnioskuje o jej wyrdznienie.




