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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Marty Joanny PoZniak pt. ,Modulacja
dziatania receptora 1 czynnikdw wzrostu fibroblastow poprzez kontrole
dystrybucji tego receptora na powierzchni komérek”

Praca doktorska pani mgr Marty Joanny PoZniak zostata wykonana na Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego w Zaktadzie Inzynierii Biatka. Promotorem pracy jest dr hab.
tukasz Opalinski.

Rozprawe doktorskg pani mgr PoZniak stanowi zbiér spdjnych tematycznie pieciu
wieloautorskich publikacji, w tym jednej pracy przeglagdowej. We wszystkich publikacjach pani
mgr Pozniak jest pierwszg i wiodgcg autorka, a promotor, dr hab. tukasz Opalinski autorem
korespondencyjnym. Przedstawiona do oceny rozprawa zawiera dodatkowo streszczenie, jasno
postawiony cel pracy, krétkie ogdlne wprowadzenie i podsumowanie napisane w jezyku
polskim. Swietnym pomystem bylo takie poprzedzenie kazdej publikacji krétkim
wprowadzeniem do tej konkretnej pracy.

Gtéwnym przedmiotem badan Doktorantki, modelowa dla niej czasteczka, byt receptor 1
czynnikdw wzrostu fibroblastéw. Jednakze, wyniki opublikowanych przez nig badan maja
bardziej uniwersalne znaczenie. Zaréwno obserwacje dotyczace zaleznosci endocytozy
receptorow od stopnia ich oligomeryzacji, jak i stworzone przez Doktorantke narzedzia
wymuszajgce tworzenie klastréw receptorow mogg by¢ wykorzystane przez naukowcow
zajmujacych sie rozmaitymi btonowymi biatkami pod katem czysto poznawczym, ale takze pod
katem mozliwosci terapeutycznego ich wykorzystania.

Z pewnoscig fakt, ze cztonkowie Zespotu, w ktérym Doktorantka znalazta swoje miejsce, sg w
Swiatowe]j czotéwce naukowcdédw zajmujgcych sie biologig czynnikdédw FGF i ich receptoréw oraz
sg specjalistami z dziedziny biochemii i inzynierii biatek, w tym przeciwciat, pomdgt pani mgr
Pozniak w rozwoju naukowym i w osiggnieciu, a sadze, ze i w przekroczeniu, pierwotnie
zatozonych celdw pracy. Jednakze jej osobista praca nad projektem, ktérego wyniki znalazty sie
w rozprawie doktorskiej zdaje sie by¢ nie do przecenienia.



W mojej opinii najwazniejszymi osiggnieciami projektu doktorskiego sa:

1. Stworzenie czasteczki T-Fc zawierajgcej cztery miejsca wigzania receptora FGFR1 (w
postaci scFv), powodujacej oligomeryzacje receptora bez jego aktywacji i powodujacej
wzmozong endocytoze receptora szlakiem zaleznym i niezaleznym od klatryny i w
konsekwencji stwierdzenie, ze nasilenie endocytozy zaleznej od receptora nie wymaga
jego aktywac;ji (publikacja 2).

2. Stworzenie, na bazie T-Fc, czasteczki sprzegnietej z silnym lekiem cytostatycznym
(pochodng aurystatyny), ktéra, dzieki wzmozonej endocytozie zaleznej od FGFRI1,
wywotuje $mieré¢ komérek z nadekspresjg tego receptora. Taka czgsteczka mogtaby miec
zastosowanie w terapii nowotwordéw charakteryzujacych sie nadekspresja FGFR1.
Wykorzystanie tego typu czasteczek specyficznych w stosunku do innych antygenéow
nowotworowych i takie wywotujacych tworzenie klastréw tych biatek skutkujace
wzmozong endocytozg jest warte rozwazenia (publikacja 4).

3. Stworzenie, przy wykorzystaniu oligomeréw GFP (ang. GFP-(nano)-polygons) w fuzji ze
streptokokowym Biatkiem G, multiwalentnych komplekséw FGF1 i stwierdzenie, ze losy
receptora FGFR1 i stopien aktywacji komodrek zaleza od stopnia oligomeryzacji
kompleksu aktywatorowego. Tego typu rusztowania mogtoby znalez¢ zastosowanie
zaréowno w optymalizacji terapeutycznego pobudzania osi FGF-FGFR jak i innych
receptorow (publikacja 3).

4. Stworzenie koniugatow streptawidyny z kompleksami biotynylowanego czynnika FGF1 z
cytotoksyczng aurystatyng; wykazanie wybidrczej, znaczacej cytotoksycznosci tych
koniugatéw w stosunku do komdrek z nadekspresjg FGFR1 oraz weryfikacja mozliwosci
szerszego wykorzystania tego typu koniugatow (publikacja 5).

Oprécz przedstawienia osiggniec czysto badawczych Doktorantka wigczyta do pracy doktorskiej
publikacje przegladowg (publikacja nr 1), dotyczacg konsekwencji oddziatywan receptorow FGFR
z rozmaitymi czgsteczkami. Praca ta stanowi doskonate wprowadzenie do prac
eksperymentalnych.

Wszystkie publikacje s3 na bardzo wysokim poziomie naukowym. Ich rezultaty wzbogacajg
Swiatowg wiedze na temat funkcjonowania receptoréw btonowych i zaleznosci pomiedzy
stanem receptorow w bfonie (monomer, dimer, tetramer, klaster wyzszego rzedu) a ich
endocytozg i aktywnoscig. Proponujg rdwniez rozwigzania biotechnologiczne — narzedzia
molekularne, ktore mogltyby regulowa¢ aktywno$é receptoréw bftonowych i znalei¢
zastosowania w terapii choréb nowotworowych oraz by¢ moze takize w medycynie
regeneracyjnej.

Rolg recenzenta jest takze zwrdcenie uwagi na stabe punkty, niejasnosci czy btedy w rozprawie
doktorskiej, co w przypadku doktoratéw stanowigcych zbiér juz opublikowanych,
recenzowanych i bardzo dobrych publikacji jest zadaniem trudnym. Ograniczona objetos¢
publikacji czesto nie pozwala na szczegdtowe opisywanie zagadnien metodologicznych, stad
prositabym Doktorantke o wyjasnienie nastepujgcych kwestii:



1.

Aby zbadaé poziom znakowanych fluorescencyjnie komplekséw wewnatrz komorki po
endocytozie, stosowano m.in. cytometrii przeptywowa. Komdrki przeptukiwano
wzbogacong w albumine pozywka komérkowgq o pH 3,5 w celu usuniecia biatek, ktére sg
zwigzane z powierzchnig komérek, czyli jeszcze nie ulegly endocytozie. Nie znalaztam
informacji jak uzyskano takie pH? Czy ta metoda jest skuteczna w stosunku do wszystkich
typow komorek i wszystkich biatek/komplekséw potencjalnie z komorkg oddziatujgcych?
Jaka kontrole mozna bytoby zastosowaé, aby sprawdzi¢ wtasny model badawczy?

Prosze o wyjasnienie wynikdw interferometrii biowarstwowej przedstawionych w
publikacji nr 5 w tabeli — Fig. 4F. Dlaczego do analizy zastosowano model ,global fitting
with the 2:1 heterogeneous ligand” i o czym konkretnie Swiadczg dwie podane w tabeli
wartosci Kp, kon i kot dla kazdego z badanych kompleksow?

Koniugacja pochodnej aurystatyny z facznikiem walilo-cytrulinowym do tancuchéw
biatkowych byfa przeprowadzona za posrednictwem maleimidu — do grup -SH. Przed
koniugacja mostki disulfidowe pomiedzy taricuchami immunoglobulinowymi zostaty
zredukowane i wg opisu i rysunku wtasnie one stuzyty jako miejsce przytgczenia
aurystatyny. Czy i w jaki sposdb zapewniono wybidrcze przytaczanie aurystatyny do tych
miejsc? Domeny CH2 i CH3 immunoglobulin majg po jednym mostku disulfidowym.

Inne uwagi:
4. W Dyskusji w publikacji nr 3 znalaztam nastepujace stwierdzenie (cytuje): Although the

6.

engineered expression constructs are equipped with a functional signal peptide directing
Fc-FGF1 and FGF1-Fc to the secretory route, it is likely that the intrinsic ability of FGF1 to
employ unconventional secretion mechanisms partially outcompetes the ER targeting. Tu
Autorzy publikacji (a wiec rdwniez Doktorantka) powotuja sie na publikacje pochodzaca z
wtlasnego Zaktadu: High-Affinity Internalizing Human scFv-Fc Antibody for Targeting
FGFR1-Overexpressing Lung Cancer, Sokolowska-Wedzina i wsp. Autorzy stawiajg
hipoteze, ze biatka fuzyjne zawierajgce FGF1 trafiajg do cytozolu. Taki scenariusz
ttumaczytby nie w petni efektywne wydzielanie rekombinowanych biatek Fc-FGF1 i FGF1-
Fc. Po pierwsze, nie znalaztam w cytowanej pracy wynikow badan wspierajacych te
hipoteze. Po drugie, hipoteza wydaje mi sie mato prawdopodobna. Bardzo prosze o
wyjasnienie molekularnych mechanizméw, ktére mogtyby prowadzi¢ do syntezy biatek
fuzyjnych w cytozolu, mimo wyposazenia ich w funkcjonalny peptyd sygnatowy. Biatka sg
kierowane do syntezy do wnetrza ER natychmiast po wytonieniu sie peptydu
sygnatowego z rybosomu, zanim powstanie dalsza czes$¢ biatka. Przy okazji prosze
Doktorantke o kréciutkie zaprezentowanie najnowszych odkry¢ na temat mechanizmu
sekrecji FGF1 oraz o zaproponowanie alternatywnej hipotezy, ktéra mogtaby ttumaczy¢
ograniczenie wydzielania syntetyzowanych biatek fuzyjnych.

Bardzo powszechnym w catej literaturze naukowej btedem, ktéry pojawia sie réwniez w
publikacjach pani mgr PoZzniak jest niewtasciwe opisywanie osi rzednych. Opis osi nie ma
wskazywa¢, co nalezy zrobi¢ z liczbami na osi, aby pozna¢ wynik eksperymentu, tylko co
oznaczajg te liczby. Jesli nasze wyniki liczbowe odczytane z aparatu pomiarowego to
1x10°, 2x10° itd., to na osi powinno sie zaznaczy¢ 1, 2, 3 itd., a w opisie osi np. MFIx10°,
bo liczba na osi stanowi jedng milionowg odczytu MFI. tatwo to sobie uzmystowic
patrzagc na wykresy w skali logarytmicznej (nie logarytmujemy liczby na wykresie tylko
wiemy, ze liczba na wykresie to logarytm wyniku).

Oprdécz uwag dotyczacych publikacji mam réwniez uwage dotyczacg Wprowadzenia. Tu
mojg watpliwos¢ wzbudzit nastepujacy fragment (cytuje): Kazda komdrka nowotworowa



jest wyposazona w szerokq game biologicznie aktywnych czqsteczek powierzchniowych,
do ktdrych nalezq antygeny MHC (ang. Major Histocompatibility Complex) lub HLA (ang.
Human Leukocyte Antigen), receptory cytokin, czqgsteczki adhezji komdrkowej, receptory
czynnikow wzrostu, czgsteczki Fas/Fas-ligand i inne. Zwiekszona ekspresja tych
biomarkerow jest cechq wielu nowotwordw, utatwiajgcq wzrost i rozprzestrzenianie sie
guza. Bardzo prosze o komentarz, czy nowotwory wykazujg zwiekszong ekspresje
antygendw MHC (znanych u cztowieka jako HLA) oraz jaka jest korelacja miedzy
poziomem ekspresji antygendw HLA a wzrostem i rozprzestrzenianiem sie nowotworu?
Po przeczytaniu bardzo ciekawej pracy przeglagdowej stanowigcg cze$é rozprawy
chciatabym poznaé opinie pani mgr Pozniak na temat pojecia ,ligandy receptoréow z
rodziny FGF”. Jak by Pani zdefiniowata to pojecie? Czy do tej grupy zakwalifikowataby
Pani jedynie biatka z rodziny FGF, czy moze takze inne biatka zdolne do aktywacji FGFR?
L1-CAM? N-CAM? Neuroplastyne Np55, nektyne-1, kadheryne-11 i ew. inne?

Uwagi jezykowe. Autorka we fragmentach rozprawy pisanych w jezyku polskim
wprowadza skrét FGFRs odnoszacy sie do receptoréow czynnikéw FGF. Jest to skrot
nalezacy catkowicie do jezyka angielskiego i sprzeczny z zasadami obowigzujgcymi w
jezyku polskim. Mamy przeciez w jezyku polskim nasze wtasne skrétowce, ktére mozna
swobodnie stosowad i odmieniac przez przypadki. Proponowatabym stosowanie skrotu
FGFR-y, FGFR-6w, o FGFR-ach itp. W jezyku polskim nalezy pisa¢ tak, aby tekst mozna
byto przeczytaé na gtos bez wyraznego zgrzytu i odczucia, ze ,,co$ tu nie brzmi”. Druga,
nieco podobna uwaga dotyczy wprowadzonego w polskim tekscie terminu GFPpolygons.
Jeden problem to koncowka ,,s”, o ktérej juz pisatam. Ale problem stanowig tez kolejnos¢
stéw GFP i polygon, brak w jezyku polskim terminu ,polygon” (tu mamy wielokat) i
zupetnie rézne znaczenie przychodzgcego na mysl stowa ,poligon”. Gdyby przyszto Pani
pisa¢ lub moéwié na ten temat w jezyku polskim proponuje albo po prostu stosowac
termin ,,oligomery GFP” (termin, ktéry takze stosujg autorzy cytowane] przez Autorke
publikacji) ew. wprowadzenie terminu ,wielokaty GFP” lub ,,nanowielokaty GFP”.
Drobniejsze uwagi jezykowe to stosowanie terminu: , nadekspresjonujgce” lub (gorzej)
,nadekspresujgce”. tadniej brzmi: ,komorki z nadekspresjg” albo ,charakteryzujgce sie
nadekspresjg”. Poktada¢ nadzieje taczy sie z miejscownikiem (w czym? w rozwoju a nie:
w co? w rozwdj). Wedtug Uniwersalnego stownika jezyka polskiego PWN, dopetniacz od
ligand brzmi: liganda a nie ligandu (niektérzy jezykoznawcy nie sg w przypadku odmiany
kategoryczni). Autorka stosuje obie formy. Musze przyznaé, ze oprocz tych kilku
niedoskonatosci, Autorka pisze tadnym, zywym, naukowym jezykiem polskim.

Kwestie formalne: Autorka przy kazdej publikacji podaje informacje o swoim
procentowym w niej udziale.

We wszystkich publikacjach jest to udziat sze$édziesiecioprocentowy. W samych
publikacjach mozna znalez¢ informacje, ze pani mgr Pozniak uczestniczyta w planowaniu,
przeprowadzaniu i analizie eksperymentdw, w opracowywaniu wynikéw i w pisaniu
wszystkich pierwszych i ostatecznych wersji manuskryptow. Brakuje mi jednak
informacji, czy Doktorantka uczestniczyta we wszystkich typach eksperymentéw? Czy
zdobyta doswiadczenie we wszystkich technikach stosowanych w przedstawionych
publikacjach? Takg informacje mozna byto zawrze¢ w suplemencie do rozprawy.



Druga, juz zupetnie trzeciorzedna uwaga, dotyczy podawania danych bibliometrycznych.
Niestychanie szybki rozwdj nauki powoduje to, ze coraz czesSciej ocenia sie dorobek
naukowcéw na podstawie liczby publikacji, liczby cytowan i wspdtczynnikéw
oddziatywania czasopism, w ktérych prace zostaty opublikowane. Brakuje czasu na
whnikliwe czytanie publikacji, a stopien specjalizacji zaweza grono osob, ktére mogtyby
rzetelnie oceni¢ merytorycznie czyj$ dorobek. Wiekszos¢ naukowcodw zdaje sobie sprawe,
jak utomny jest to system. Praca kontrowersyjna oparta na btednych zatozeniach moze
by¢ wielokrotnie cytowana, a znakomita publikacja z niszowej dziedziny moze by¢
cytowana sporadycznie. Jesli jednak decydujemy sie na podawanie liczby cytowan
wtasnych publikacji, to warto zaznaczy¢ takze liczbe cytowan bez autocytowan. Na te
uwage nie oczekuje odpowiedzi w czasie obrony.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr Marty
Pozniak spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.). Wnioskuje zatem do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Wydziatu Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie pani mgr Marty Pozniak do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ze wzgledu na bardzo wysoki poziom naukowy sktadajgcych sie na rozprawe publikacji i
doskonate potaczenie tych publikacji w jedng spdjng catos¢ sktadam wniosek o wyrdznienie
rozprawy.
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