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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Marty Joanny Pozniak zatytulowanej
»Modulacja dzialania receptora 1 czynnikéw wzrostu fibroblastéw poprzez kontrole
dystrybucji tego receptora na powierzchni komérek”

Oceniana rozprawa dotyczy niezwykle istotnego zagadnienia, jakim jest projektowanie
skutecznych terapii celowanych w leczeniu nowotwordw. Koniugaty przeciwcialo-lek (ADC)
nalezg obecnie do najszybciej rozwijajacych sie klas lekow w onkologii. Jakkolwiek postep w
metodach biochemii i inzynierii biatka zaowocowal juz dopuszczeniem kilkunastu z nich do
praktyki klinicznej, poprawa efektywnosci, specyficznogci i profilu toksycznosci ADC weiaz
stawiajg przed naukg trudne wyzwania. U ich podstaw lezg nie w pelni poznane mechanizmy
molekularne interakcji pomiedzy czasteczkg ADC a komorka nowotworows.

Doktorantka podejmuje ten wazny temat, obierajac szlak FGF1-FGFRI, ktérego
zaburzenia s3 powszechne w wiekszoéci guzéw litych, za modelowy cel molekularny.

Do recenzji przedstawiono prace w formie spéjnego cyklu pigciu publikacji — 1 praca
przegladowa i 4 oryginalne - wydang z komentarzem w formie ksigzkowej. Prace
opublikowane zostaty w okresie od 2019-2021, ich tgczny IF wynosi 32,661 i we wszystkich
Doktorantka jest pierwszym autorem. Rozprawa zawiera 158 numerowanych stron, jest wydana
estetycznie i sklada si¢ z typowych czesci — wprowadzenia, celu pracy, publikacji
poprzedzonych krétkimi omdéwieniami, podsumowaniem i piSmiennictwem. Calo$é jest
uzupelniona streszczeniami w jezyku polskim i angielskim, dorobkiem naukowym, spisem
rysunkow, suplementami do publikacji Il i V oraz o$wiadczeniami wspolautorow publikacji.
W rozprawie powolano si¢ na 77 pozycji starannie dobranych prac naukowych pochodzacych
7 pism o zasiggu migdzynarodowym.

Wprowadzenie przedstawia koncepcje terapii celowanych w onkologii. Omowienie roli
sygnalizacji FGFR1 w kancerogenezie i mechanizmow jej regulacji prowadzi w dalszej czesci
do uzasadnienia wyboru osi FGF-FGFR1 jako obiektu przeprowadzonych badan. Autorka
przechodzi dalej do podsumowania danych literaturowych, dostepnych w momencie
rozpoczeeia badaf, dotyczacych Sciezek internalizacji FGFRI1, co w efekcie prowadzi do
sformulowania dwuczlonowe]j hipotezy zakladajacej zaleznodé pomigdzy: 1) endocytoza
FGFRI i rozmieszczeniem receptora w blonie komoérkowej oraz 2) oligomeryzacjg czastek

kierujacych i wydajnoscia dostarczania koniugatéw cytotoksycznych do komoérek FGFRI-
dodatnich.

W kolejnym rozdziale omowiono cel pracy weryfikujacy wiw hipoteze i obejmujacy
postawione przed rozprawa nastepujace zadania:
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1) skonstruowanie zréznicowanych multimerycznych ligandow FGFR1 (z
wykorzystaniem FGF1 oraz fragmentu przeciwciala rozpoznajgcego zewngtrzna domeng
receptora) modulujacych stan oligomeryczny receptora na powierzchni blony komoérkowe;;

2) wytworzenie multimerycznego, cytotoksycznego koniugatu o silnym
powinowactwie do FGFRI, zwiekszone] wydajnosci internalizacji oraz specyficznej
cytotoksycznosci wzgledem komérek FGFR1- dodatnich oraz

3) opracowanie modularnego  systemu umozliwiajgcego  skonstruowanie
oligomerycznych, wydajnie internalizowanych i wysoce cytotoksycznych koniugatow,
adaptowalnego do innych celéw terapeutycznych w onkologii.

Kolejne czgséci rozprawy (5-9) stanowig oméwienia poszezegdlnych prac cyklu.

Pierwsza z nich zatytutowana ,,Cross-talk between Fibroblast Growth Factor Receptors
and Other Cell Surface Proteins” opublikowana w 2019 r. w Cells ma charakter przegladu
pismiennictwa. Podsumowano w niej obecny stan wiedzy na temat wielopoziomowego
systemu regulacji sygnalizacji FGF-FGFR, zwracajac szczegdélng uwage na znacznie
biologiczne oddziatywan FGFRs z innymi bialkami powierzchniowymi. Praca ta nie jest
odpowiedzig na zaden z zatozonych celow, stanowi za$ znakomite tho merytoryczne dla dalszej
czescl rozprawy.

Publikacja druga zatytulowana ,,FGFR] clustering with engineered tetravalent antibody
improves the efficiency and wmodifies the mechanism of receptor internalization”,
opublikowana w Molecular Oncolgy w 2020 1., opisuje wyniki dotyczace celu pierwszego. W
pracy zbadano wplyw oligomeryzacji FGFR1 na aktywno$c¢ i transport komérkowy receptora,
wykorzystujgc stworzony tetrawalentny fragment przeciwciata T-Fe rozpoznajacy antygeny w
obrebie domeny D1 receptora. Wykazano, ze przestrzenna organizacja FGFR1 posiada istotne
znaczenie w transporcie komorkowym tego receptora a klastrowanie indukowane
oligomerycznym ligandem zwigksza wydajnos¢ endocytozy 1 moduluje jego internalizacje,
identyfikujgc tym samym nieznany dotad mechanizm regulujacy funkcje FGFR1, o kluczowym
znaczeniu dla jego uzytecznos$ci jako nosnika leku cytotoksycznego.

W publikacji trzeciej zatytulowanej ,,FGF1 fusion with the Fc fragment of IgG1 for the
assembly of GFPpolygons mediated multivalent complexes targeting FGFRs”, opublikowane]
w Biomolecules w 2021 r. Doktorantka kontynuuje badania objete celem pierwszym,
przechodzac do opracowania nowego sposobu oligomeryzacji FGFR1 opartego na naturalnym
ligandzie FGFR1 (FGF1) w fuzji z fragmentem Fc ludzkiej IgG1 i uzyciem GFPpolygonow
jako biatkowych rusztowan wigzacych. Efektem koncowym badan jest panel ligandow o
réznym stanie oligomerycznym. Przedstawione wyniki potwierdzaja skutecznosé
zaprojektowanej strategii jak réwniez, co wazne z punktu widzenia jej potencjalnej
aplikacyjnosci, pokazuja ze stan oligomeryczny liganda decyduje o transporcie komérkowym
FGFRI1, co sugeruje, ze jego wybdr powinien by¢ podyktowany pozadanym efektem
 terapeutycznym.

Publikacja czwarta zatytulowana ,,The cytotoxic comjugate of highly internalizing
engineered tetravalent antibody 1-Fc for targeting FGFRI-overproducing cancer cells”
opublikowana w marcu b.r. w Molecular Medicine przedstawia kolejny etap badan, ktérego
celem byla ocena mozliwosci wykorzystania skonstruowanego wczesniej biatka jako
selektywnego nos$nika preparatu cytostatycznego. Pokazano, ze nowo utworzona czasteczka
sktadajaca sie z tetrawalentego T-Fe, tgcznika walinowo-cytrulinowego i aurystatyny E
jednometylowanej (MMAE) spehniata kryteria wysoce specyficznego i efektywnego produktu
ADC. Analizujac jego dzialanie w panelu linii komoérkowych pochodzacych z tkankowo
zrdéznicowanych nowotwor6w o réznym poziomie ekspresji FGFR1 pokazano téwniez, ze jego
efekt cytotoksyczny zalezny jest w gléwnej mierze od zdolnosci internalizacji receptora.
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Zostalo to potwierdzone obserwacjg w linii komérkowej pochodzacej z przerzutowego raka
pluca, w ktorej mimo wysokiego poziomu ekspresji FGFR1, odpowiedZ na lek byta
porownywalna do efektu obserwowanego w komérkach FGFR1-ujemnych. Komentujac to
zjawisko, Doktoranta sugeruje, Ze ,,przy wyborze potencjalnego celu molekularnego w terapii
celowanej nalezy bra¢ pod uwage nie tylko poziom receptora na powierzchni komdrek
nowotworowych, ale przede wszystkim zdolno$¢ do jego efektywnej iniernalizacji” (strony 90-
91). Jakkolwiek w kontekscie obserwowanego zjawiska powyzsza uwaga jest ze wszech miar
stuszna, rozwigzanie tego problemu w praktyce klinicznej, czemu ostatecznie shizy¢é ma
projektowana czasteczka, nie jest oczywiste. Stad moja prosba do Doktorantki o sugestie /
propozycje rozwigzan umozliwiajacych potencjalng aplikacyjno$é prezentowanych
wynikow.

W publikacji piatej zatytutowanej ,.Modular self-assembly system for development of
oligomeric, highly internalizing and potent cytotoxic conjugates largeting fibroblast growth
Jactor recepiors” opublikowanej w 2021 r. w Journal of Biomedical Science, wykorzystujge
uzyskane uprzednio wyniki, skupiono si¢ na opracowaniu modularnego systemu do
generowania oligomerycznych i wysoce cytotoksycznych koniugatéw, ktéry bylby
adaptowalny do réznych celow terapeutycznych. Stosujac tetrameryczng streptawidyne
skonstruowano oligomeryczny koniugat FGF1 pozwalajacy ostatecznie na wytworzenie
kompleksu wykazujacego silne i specyficzne dzialanie cytotoksyczne. Potwierdzeniem
modularnosci systemu bylo wykazanie, ze jest on tatwo adaptowalny zaréwno wzgledem
ligandéw, jak i receptoréw powierzchniowych — w pracy zastosowano odpowiednio FGF2 i
HER2. Wyniki przedstawionych badan wskazuja, ze wytworzony system, ze wzgledu na swojag
uniwersalnos¢, swoistosé i efekt cytotoksyeczny, moze znalezé duze zastosowanie kliniczne
jako podstawa w projektowaniu nowych, bardziej skutecznych strategii terapeutycznych.

W podsumowaniu rozprawy Autorka odnosi sie raz jeszcze to nadrzednego celu
przedstawionego cyklu, omawia skrotowo poszczegolne etapy badan, laczac je w spdjna calosé
schematycznie zilustrowana na dwéch rycinach.

Dorobek publikacyjny obejmuje 11 publikacji o fgcznym IF = 66, 935 i sumarycznej
liczbie cytowan 93 (wg bazy Web of Science z dn. 13 marca 2022 r.), $wiadczacy o aktywnym
1 wyrézniajacym sig udziale Doktorantki w pracach Zespotu.

Ogélnie rozprawe przygotowano bardzo starannie. Jest napisana tadnym i prawie
bezblednym jezykiem - znalaztam tylko pojedyncze bledy literowe, ktorych ze wzgledu na
znikoma ilo$¢, nie bede wymieniag.

W kwestii metodycznej, prositabym o wyjasnienie, ktérego nie udato mi sie doszukaé
w pracy, dlaczego analizy dotyczace sygnalizacji FGFR1 przeprowadzane byly w mysiej
(nie ludzkiej, jak reszta doswiadczen) linii komérkowe;j.

Podsumowujac, pragne podkreslié imponujaca prace, jaka wykonata Doktorantka.
Nowatorskie rozwigzania postawionego problemu poparte ogromem badan z zastosowaniem
szerokiego wachlarza wysoce specjalistycznych i nowoczesnych technik znalazly
odzwierciedlenie w poziomie czasopism naukowych, w ktérych opublikowane zostaly prace
cyklu. Przedstawione wyniki posiadaja duza warto$é¢ poznawcza, nie tylko poszerzaja nasza
wiedze na temat waznych mechanizméw rzadzacych kancerogeneza, ale co istotne, stanowia
podstawe i inspiracj¢ do dalszych badan mogacych w sposob znaczacy przyczynic sie do
udoskonalenia obecnych strategii terapeutycznych w onkologii. Ciagnac dalej te mysl, moje
ostatnie pytanie do Doktorantki -jaki problem badawczy, ktory wylonil sie z Pani badan
uwaza Pani za najbardziej zashugujacy na wyjasnienie w najblizszej przysziosci?



Reasumujac, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Marty Joanny PoZmiak spelnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w
odpowiednich przepisach, a dorobek naukowy Kandydatki w pelni uzasadnia nadanie stopnia
doktora nauk.

Tym samym zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pani mgr Marty Joanny Pozniak do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie wskazujac na wysoka wartos¢ merytoryczna uzyskanych wynikéw i
aktywno$¢ publikacyjng Doktorantki sktadam wniosek o wyréznienie rozprawy.
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