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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Marty Joanny PozZniak pt. ,,Modulacja dziatania receptora 1
czynnikow wzrostu fibroblastow poprzez kontrole dystrybucji tego receptora na powierzchni
komérek™ zrealizowanej w Zaktadzie Inzynierii Biatka, Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu

Wroctawskiego pod kierunkiem promotora, profesora Lukasza Opalinskiego.
1. Ocena formalna:

Podstawe wykonania recenzji stanowi uchwata nr 39/2022 Rady Dyscypliny Naukowe;j
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego  dnia 21 kwietnia 2021 roku. Na
przedstawiong do recenzji rozprawe doktorskg sktada si¢ cykl pigciu publikacji (w tym jednej
przegladowej i 4 doswiadczalnych) z listy JCR o tacznym wspotczynniku oddziatywania IF
rownym 32,661 i punktacji Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego rownej 580 punktow.
Tekst dysertacji sktada si¢ z 159 numerowanych stron maszynopisu w oprawie twardej,
podzielonych na nastepujace czeSci: spis tresci (s.5), streszczenie (s.7-8), abstract (s.9),
wprowadzenie (s.10-15), cel pracy (s.16), teksty pieciu publikacji poprzedzone streszczeniami
(s.17-127), podsumowanie (s.128-133), bibliografia (s.134-140), dorobek naukowy (s.141-
142), spis rysunkow (s.143), suplementy (s.144-159). Dodatkowo, na nienumerowanych
stronach zamieszczono os$wiadczenia o procentowym udziale wspotautorow 5 publikacji
stanowigcych cykl w ich powstanie. Oswiadczenia te sg kazdorazowo podpisane przez autora

korespondencyjnego oraz Doktorantke.

Najwazniejszym celem oceny formalnej rozprawy doktorskiej ze wspotautorskiego
cyklu publikacji jest okreslenie indywidualnego wktadu Doktorantki w ich przygotowanie.
Uwazam, ze jakkolwiek 60 procentowe okreslenie udziatu Doktorantki w przygotowaniu
wszystkich publikacji cyklu jest pewng miarg Jej zaangazowania w ich powstanie i formalnie
na takiej podstawie mozna uzna¢ wiodacy Jej udzial, to jednak wedlug mnie, wigkszg wartos¢
przedstawiaja opisy konkretnych dziatan Doktorantki, ktére przyczynily si¢ do powstania
publikacji. W tym kontekscie bardziej informatywne wydajg si¢ zarowno krotkie streszczenia



poszczegblnych publikacji cyklu (s. 17, 47, 73, 90, 105), w ktorych Doktorantka przedstawia
jakie prace wykonata osobiscie oraz o$wiadczenia wspdtautorow zamieszczone na koncu
poszczegblnych opublikowanych prac (s. 31, 69, 88, 102, 125) z ktérych jasno wynika, ze
Doktorantka zaprojektowata 1 wykonata wigkszo$¢ doswiadczen, przeanalizowata statystycznie
1 zinterpretowata otrzymane wyniki, wspotuczestniczyta w przygotowaniu rycin oraz pisaniu
wersji roboczych manuskryptéw. We wszystkich publikacjach Doktorantka jest tez pierwsza
wspotautorka, co zwyczajowo wyraza Jej wiodaca role w ich powstaniu. W mojej ocenie nie
ulega watpliwosci, ze indywidualny wktad pracy Doktorantki w sposob kluczowy przyczynit
si¢ do powstania przedstawionego cyklu publikacji. Nie sposob jednak w tym miejscu nie
wymieni¢ jakze istotnej cho¢ formalnie pomocniczej roli pozostatych wspotautorow publikacii,
a szczegolnie promotora, prof. Lukasza Opalinskiego, ktory w ramach prestizowego programu
,First TEAM” Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej uzyskat finansowanie i prowadzi nowatorskie
badania nad nowymi strategiami leczenia nowotworow opartymi o leki biologiczne, ktorych
czgscig jest przedstawiony do recenzji cykl prac. Warto takze podkresli¢ istotng role grupy
badaczy z Zakladu Inzynierii Biatek UWr stworzonego i kierowanego przez prof. Jacka
Otlewskiego, ktorego przetomowe odkrycia dotyczace struktury czynnika wzrostu fibroblastow
(FGF1) i osi sygnalizacji przez receptor FGFR1 stworzyty wrecz idealne warunki merytoryczne

1 warsztatowe sprzyjajace rozwojowi naukowemu i doskonaleniu umiejetnosci Doktorantki.

Zdolnosci Doktorantki do syntetycznej prezentacji zalozen i1 wynikow badan
naukowych oraz do formutowania wnioskow wyptywajacych z przeprowadzonych prac dobrze
ilustrujg rozdzialy pomocnicze dysertacji, do ktérych zalicza si¢ wprowadzenie 1
podsumowanie. W rozdziatach tych, ktore co warto podkresli¢, s bardzo starannie edytowane
oraz napisane dobra polszczyzna, Doktorantka przedstawia stan wiedzy dotyczacy przedmiotu
dysertacji w momencie podejmowanych przez Nig badan oraz wskazuje hipotezy sprawdzane
w ramach poszczego6lnych publikacji cyklu. W rozdziatach tych Autorka wskazata 1 omowita
takze najwazniejsze osiggniecia badawcze dysertacji i przedstawita perspektywe dalszego
rozwoju opracowanych technologii. Rozdzialy te sa ilustrowane czterema rysunkami
pogladowymi oraz zawieraja 77 odno$nikoéw do aktualnej literatury przedmiotu. Swiadcza one

0 dobrym opanowaniu przez Doktorantke sztuki pisania tekstow naukowych w jezyku polskim.

Cele projektu doktorskiego zostaly sformutowane w sposob jasny. Wyszczegdlniono
trzy cele szczegotowe odnoszace si¢ bezposrednio do wykonanych prac. Podsumowujac ocene
formalng rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze spelnia ona wszystkie kryteria zwyczajowo

przyjete dla tego typu opracowan.



2. Ocena merytoryczna:

Przedmiotem rozprawy bylo wytworzenic oraz ocena wilasciwo$ci nowych,
multimerycznych ligandow receptora 1 czynnikow wzrostu fibroblastow (FGFR1) w
konteks$cie poznania mechanizmow jego transportu komoérkowego, szczegdlnie w komorkach
nowotworowych. Receptor FGFR1, nalezy do rodziny receptorowych kinaz tyrozynowych i
jest obecny na powierzchni wielu typow prawidtowych komorek ssaczych pelnigc istotng
funkcje zar6wno podczas rozwoju ptodowego (organogeneza mézgu, konczyn, phuc, gruczotow
sutkowych) jak i w zyciu osobniczym, w procesach angiogenezy, regeneracji tkanek, czy
zapaleniu [https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2017.02.018]. Co istotne dla obecnej rozprawy
doktorskiej, zaburzenia szlaku przekazywania sygnatéw przez FGFR, najczeSciej wywotane
amplifikacja genu obserwuje si¢ w okoto 7% procentach réznych nowotworéw, z czego okoto
49% dotyczy amplifikacji genu FGFRL1 co czyni go trzecim, najczesciej ulegajagcym mutacjom
genem zwigzanym ze szlakami przekazywania sygnatoéw w nowotworach po TP53 i KRAS
[https://doi.org/10.1016/j.critrevonc.2017.02.018]. Nadekspresja FGFR1 w komorkach
nowotworowych przyczynia si¢ do wzmozenia ich aktywnos$ci podzialowej oraz promuje
przezycie w $rodowisku guza. W tym kontekécie FGFR1 jest atrakcyjnym celem
eksperymentalnych terapii przeciwnowotworowych. Pewne sukcesy na tym polu notuje si¢
jednak dotychczas glownie w podejsciach bazujacych na hamowaniu aktywnosci
enzymatycznej FGFR1 przez maloczasteczkowe inhibitory o mniej lub bardziej zawezonym
spektrum dziatania (np. Nintedanib, https://doi.org/10.1007/s11523-015-0367-8) oraz
eksperymentalnej terapii polegajacej na wychwycie ligandow FGFR1 poprzez rekombinowany
fragment FGFR1 w fuzji z regionem Fc ludzkiej immunoglobuliny 1gG1 (FP-1039, DOI:
10.1126/scitranslmed.3005414). Odmienne podejscie zaproponowata Doktorantka w artykule
opublikowanym na tamach czasopisma Molecular Oncology 14 (2020), w ktorym w celu
modulacji poziomu ekspresji receptora FGFR1 wytworzylta tetrawalentny 1 bispecyficzny jego
ligand nazwany T-Fc, ztozony z 4 fragmentéw scFv przeciwciala swoistego dla domeny D1
receptora FGFR1 w fuzji z regionem Fc ludzkiej immunoglobuliny 1gG1. Charakterystyka
wigzania ligandu T-Fc do receptora FGFR1 stanowita moim zdaniem punkt zwrotny projektu
doktorskiego poniewaz okazato si¢, ze oligomeryzacja receptora FGFR1 przez oddziatywanie
z czasteczka T-Fc powoduje znaczace, pigciokrotne przyspieszenie jego internalizacji. Dalsze,
znakomicie zaplanowane eksperymenty, wykonane miedzy innymi we wspotpracy z prof.
Miaczynska, ekspertka w dziedzinie endocytozy, wykazaty ze zarowno klatrynozalezne ale co

istotne takze klatrynoniezalezne mechanizmy biorg udzial w przyspieszeniu endocytozy



FGFR1 na skutek jego oligomeryzacji. Tak znamienita obserwacja doczekata si¢ wkrotce
praktycznego zastosowania opisanego w artykule w Molecular Medicine 27:46 (2021), w
ktorym Doktorantka wytworzyta i zbadata wlasciwos$ci cytotoksyczne koniugatu czasteczki T-
Fc z auristatyng nazwang T-Fc-vCMMAE wobec szeregu linii nowotworowych. Oprocz
wykazania braku nieswoiste] cytotoksycznosci powyzszego koniugatu wobec linii
komoérkowych niewykazujacych ekspresji powierzchniowej czasteczki FGFR1, Autorka
dowiodta, ze koniugat T-Fc-veMMAE zabija wigkszo$¢ badanych linii nowotworowych
proporcjonalnie do poziomu ekspresji FGFR1 (z ECso w zakresach nanomolowych) z
wyjatkiem linii ludzkiego raka ptuca COLO-699, ktéra pomimo silnej ekspresji FGFR1 byta
niewrazliwa na zastosowany koniugat. W dwaoch pracach opublikowanych w czasopismach
Biomolecules 11, 1088 (2021) oraz J. Biomedical Science 28:69 (2021) Doktorantka, bazujac
na koncepcji oligomeryzacji receptora FGFR1 powodujacej przyspieszenie jego internalizacji,
opisuje dwie inne strategie (plaformy technologiczne) tworzenia odpowiednio,
multimerycznych i oligomerycznych ligandow (na przyktadzie FGF1), ktore mogtyby by¢
uniwersalnie stosowane do tworzenia koniugatéw cytotoksycznych lub fluorescencyjnych,
wykorzystywanych w diagnostyce lub eksperymentalnych terapiach przeciwnowotworowych.
W publikacji w Biomolecules 11, 1088 (2021) Autorka dokonuje dodatkowo ciekawej
obserwacji hamowania internalizacji FGFR1 przez zastosowanie trimerycznych,
tetramerycznych 1 pentamerycznych konstrukcji o nazwie GFPpolygons sprzegajacych
jednoczesnie wigcej niz cztery czasteczki FGFR1 za pomoca oddzialywan z FGF1. Ta
obserwacja sugeruje istnienie wartosci granicznej dla jednoczes$nie sprzgganych czasteczek
FGFR1, ktore s3 w stanie podlega¢ internalizacji 1 moze mie¢, jak zaznacza Autorka,
zastosowania medyczne (np. w gojeniu ran). Czy wywotanie wzmozonej sygnalizacji przez

takie poly-sygnatosomy nie indukuje $§mierci komorkowe;j?

Podsumowujac oceng merytoryczng cyklu publikacji sktadajacego si¢ na rozprawe doktorska
nie sposob nie podkreslic ogromu wykonanej w ramach tego projektu doktorskiego pracy.
Wychodzac od oryginalnej obserwacji wzmozenia internalizacji receptora FGFRI,
udokumentowanej na tamach bardzo dobrze przyjetej przez srodowisko naukowe publikacji w
Molecular Oncology (2020), Doktorantka wykazata bieglos¢ w zastosowaniu technik inzynierii
biatek tworzac cytotoksyczne koniugaty oraz opracowujac uniwersalne platformy ekspres;ji
biatek mogace znalez¢ zastosowanie w eksperymentalnych terapiach przeciwnowotworowych.
Umiejetnosci ktdre nabyta podczas projektu doktorskiego czynig z Niej bardzo warto§ciowego

specjaliste w dziedzinie, ktorg reprezentuje.



Ponizej przedstawiam kilka komentarzy i1 pytan do Doktorantki, ktore mogg by¢ zaczynem do

publicznej dyskusji nad Jej dysertacja:

Wedlug mnie ciekawym, lecz niepodjetym przez Autoréw cyklu prac aspektem badan nad
FGFR1 bytoby sprawdzenie czy poszczegdlne sposoby oligomeryzacji tego receptora (tj. przez
zastosowanie fragmentow scFv swoistych wobec domeny D1 lub fragmentow opartych na
naturalnym ligandzie FGF1) wywolywalyby rGwnocenne obnizenie tempa proliferacji komoérek
nowotworowych? Wszak oligomeryzacja przez zwigzanie FGF1 wywota kaskade sygnalizacji
promujaca podziaty komorkowe, a zastosowanie T-Fc nie powinno wywotac tego efektu. W
Swietle obserwacji wzmozonej internalizacji FGFR1 wykazane] na komorkach linii
kostniakomigsaka U20S transfekowanej genem FGFR1, czy inne linie nowotworowe lub
komoérki nienowotworowe (np. fibroblasty myszy NIH3T3) takze internalizowalyby
konstrukcj¢ T-Fc szybciej niz B-Fc? Jak mozna byloby wyttumaczy¢ opornos¢ linii COLO-699
na koniugat cytotoksyczny T-Fc-veMMAE. Czy wszystkie postulowane mechanizmy
endocytozy zaangazowane w internalizacj¢ FGFR1 bylyby w tej linii nieaktywne? Czy moze
ta linia niesie mutacje w domenie D1 FGFRI1, ktora nie pozwala na przylaczenie T-Fc? Czy
zatem koniugat MMAE-FGF1E-SA-4A zabilby te lini¢?

3. Podsumowanie:

Podsumowujac, przedstawiony mi do recenzji, spojny tematycznie cykl pigciu prac
opublikowanych w czotowych czasopismach z listy Filadelfijskiej o zasiggu
miedzynarodowym, stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego, wykazuje
0golng wiedz¢ DoktorantKi oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia przez Nig badan
naukowych. Warto$¢ naukowa tego cyklu publikacji jest znaczaca, a wyniki badan przyczyniaja

si¢ do postepu w dyscyplinie naukowej reprezentowanej przez Doktorantke.

4. Whniosek koncowy:

W mojej ocenie przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska z nawigzka Spetnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.).



Dlatego przedktadam wysokiej Radzie Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Wroctawskiego wniosek o dopuszczenie mgr Marty Joanny Pozniak do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednoczesnie z uwagi na warto$¢ merytoryczng publikowanych prac

Doktorantki wnioskuj¢ o wyrdznienie tej rozprawy stosowng nagroda.
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