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Tytul:
Opracowanie multispecyficznych, fuzyjnych bialek indukujacych ukierunkowana,
lizosomalng degradacje receptorow hamujacych aktywnos¢ ukladu immunologicznego

Przedstawiona do recenzji praca stanowi przedstawienie i oméwienie wynikow badan
prowadzonych przez mgr. inz. Michata Mikitiuka na Migdzyuczelnianym Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego
w Gdansku. Rozprawa doktorska zostala przygotowana w ramach programu Doktorat
Wdrozeniowy. Promotorem pracy jest Prof. dr hab. Krzysztof Bielawski, a opiekunem ze
strony firmy Reception Sp. z 0.0. (z Gdanska) dr Tomasz Sitara. Praca jest przedstawiona
w formie klasycznej rozprawy doktorskiej liczacej sobie w sumie 145 stron. Praca zostala
przedstawiona Radzie Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego celem nadania
stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia.

Omawiajac tematyke pracy nalezy podkresli¢, ze jest ona bardzo ciekawa i bardzo
nowatorska. Poszukiwanie bowiem lekéw biologicznych o dziataniu przeciwnowotworowym
wykorzystujacych immunoterapi¢ jest nadal pionierskie i w sumie nie wyszto znaczaco poza
zakres badan klinicznych. Ze wzgledu tez na koszty takich preparatow jest to wcigz raczej
ograniczona terapia. Jednym =z celow w immunoterapii przeciwnowotworowej jest
przywrocenie limfocytom T zdolno$ci do oddziatywania cytotoksycznego wobec komorek
nowotworowych. Przywrocenie to polega na zablokowaniu mozliwosci oddziatywania
wybranych ligandow biatkowych (np. PD-L1) obecnych na powierzchni komorek
nowotworowych z receptorami hamujacymi intensywnos$¢ odpowiedzi immunologicznej
obecnych na limfocytach. Blokada tych ligandow moze by¢ realizowana na wiele sposobow,
ale jednym z nich jest ich selektywna degradacja. Degradacja taka moze by¢ przeprowadzona
poprzez internalizacj¢ tych ligandow do wnetrza komorki do lizosomow, gdzie nastepnie
ulegng lizie. Jest to naturalna droga transportu duzego cargo do wnetrza komoérki. Jedng
z technik takiej internalizacji jest technika LYTAC (Lysosome Targeting Chimera),
wykorzystujgca naturalne receptory np. takie jak IGF2R, ktore transportuja rézne cargo do
wnetrza komorki w celu jego trawienia. Doktorant prowadzil swoje badania wiasnie
w oparciu o ten mechanizm.

Celem nadrzednym pracy bylo otrzymanie ligandow biatkowych (biatka fuzyjne),
ktére rozpoznawalyby selektywnie jednoczesnie receptor IGF2R odpowiedzialny za
internalizacj¢, jak tez ligand PD-L1 przeznaczony do degradacji, a odpowiedzialny za
hamowanie odpowiedzi immunologicznej w stosunku do komoérek nowotworowych. Do celu



nadrzednego prowadzito szereg celéw posrednich wymienionych na str. 46 w rozdziale ,,Cel
pracy”. Zarowno cele posrednie jak i cel nadrzedny zostat osiggnigty. Otrzymano kilka biatek
fuzyjnych, z ktérych zwlaszcza jedno, CSM1A, wykazuje bardzo interesujace wiasciwosci
terapeutyczne potwierdzone in vitro. Jest to znaczgca nowo$¢ naukowa, ktora stata sie
przedmiotem zgloszenia patentowego i po szerszym przebadaniu przedklinicznym i dalszej
optymalizacji, 0 czym mowa jest obszernie w dyskusji wynikow, moze mie¢ zastosowanie
chemoterapeutyczne — docelowo staé si¢ lekiem. Zatem pod wzgledem naukowym bardzo
wysoko oceniam prace doktorska pana Mikitiuka.

Co do ukladu pracy to jest to klasyczny uktad zawierajacy streszczenie, wstep, cel
pracy, metody, wyniki, dyskusje, wnioski i spis literatury (ponad 210 pozycji). Zwlaszcza
wstep jest bardzo dobrze przygotowany i zawiera nie za dlugi, ale bardzo profesjonalny opis
odpowiedzi immunologicznej w nowotworach, immunoterapii nowotwordw i technologii
ukierunkowanej degradacji bialek w tym LYTAC. Wstep oprocz omdwienia tematyki
przedstawia roOwniez motywacje do podjecia badn. Ponad to warto zauwazy¢, ze opis stanu
wiedzy przedstawiony we wstgpie opiera si¢ wielokrotnie na najnowszych artykutach
naukowych pochodzacych z ostatnich 3 lat. Rozdzialy opisujace metody i wyniki sa
generalnie poprawnie przedstawione — pewne uwagi przedstawiam ponizej. Omoéwienie
wynikéw jest do$¢ obszerne, a ostatni rozdziat przedstawia konkluzje, ktére rzeczywiscie
pokazuja znaczace osiggni¢cia. Doktorant przedstawia tez perspektywe dalszej pracy nad
otrzymanymi konstruktami biatkowymi.

Bardzo wysoko oceniam przedstawiong prac¢ doktorska i otrzymane wyniki, ale z obowigzku
recenzenta musze przedstawi¢ pewne uwagi krytyczne czy tez postawic¢ pytania, na ktore nie
znalazlem satysfakcjonujacej odpowiedzi w pracy.

Uwagi ogdlne:

1. Na str. 11 Doktorant przedstawia ,,CEL PRACY™, ale podaje tylko cele posrednie, niejako
zadania do celu nadrzednego, a nie definiuje samego calu nadrzednego.

2. Na str. 58 Doktorant opisuje w metodach modelowanie molekularne polipeptydow
bazujacych na strukturze IGF2 (6UM2). Informacja tam zawarta nie jest jednak
wyczerpujaca. Nie ma np. informacji jak w tym modelowaniu uwzgledniono wymog
selektywnosci w stosunku do IGF2, a nie IGF1 co bylo m.in. celem pracy. Tym bardziej jest
to wazne, iz struktury zawierajace IGF1 istniejg w pdb (np. 7YRR). Struktura 6UM2, jaka
zajmowal si¢ Doktorant jest do$¢ nietypowa, gdyz odleglos¢ pomiedzy Ser29 i Gly41l
(brakujacy fragment) wynosi mniej niz 4 A, a wiec catle modelowanie tej przerwy za pomocg
wstawionych reszt aminokwasowych jest bardzo istotnym elementem budowy peptydu.
Wzmianka jest o programie Rosetta, ale np. takie techniki jak dynamika molekularna
prawdopodobnie bylyby bardziej przydatne.

3. Na str. 63 przedstawiony jest schemat domen w projektowanym konstrukcie biatkowym,
ktéry zawiera rozne peptydy M1-M5. W sumie w pracy nie podano jak kierowano si¢
wyborem sekwencji tych peptydow i co bylo racjonalng przestanka ich zaprojektowania w
takiej sekwencji.

4. Na str. 77 Doktorant podal, iz w pracy wykorzystano trzy ludzkie, nowotworowe linie
komoérkowe (piersi, macicy, trzustki). W sumie nie podano dlaczego akurat te modele
komorkowe byly przedmiotem badan i dlaczego tylko trzy modele wzigto pod uwage.

5. Nastr. 90 rys. 25 i na str. 91 podano, ze wszystkie testowane peptydy M1-MS5 wykazywaly
wyzsze powinowactwo do domeny 11 IGF2R niz natywny IGF2. Czy mozna to jako$
wyjasni¢? Zazwyczaj trudno jest zaprojektowac taki peptyd, ktory bytby lepszy niz naturalny
substrat. Czy wyszto tak przypadkiem, czy stosowano moze jakas ,,technologi¢” na etapie
projektowania aby taki efekt osiagna¢?



6. Na str. 94 Doktorant wspomina o problemie niestabilnosci otrzymanego biatka fuzyjnego
pod drugim oczyszczaniu i do tego problemu podzniej tez nawigzuje dalej w omédwieniu
wynikéw 1 dyskusji. Jest to spory problem jezeli wzigé pod uwage, zastosowanie takiego
preparatu w praktyce klinicznej. Czy moge prosi¢ o jaki§ komentarz, jak z tym mozna sobie
poradzi¢?

Uwagi szczegotowe i edytorskie:

1. Definicja terminu ICsy nie jest poprawna — nie jest to potowa maksymalnego st¢zenia
inhibujacego, a jest to stezenie powodujace 50% inhibicj¢ danego procesu.

2. Na str. 11 we wstepie Doktorant podaje duzo wartosciowych literaturowych statystycznych
danych o nowotworach, ale nie podaje jakich krajéw czy kontynentow, czy catego $wiata to
dotyczy.

3. Poczynajac od str. 82, praktycznie wszystkie rysunki zawierajace wyniki z analiz
chromatograficznych nie zawierajg opisu pikow. U gory kazdego rysunku sg jakies$
mikroskopijne maszynowe opisy ale sa one zupelie nieczytelne. W zwigzku z tym
w legendzie albo na rysunku powinien ten opis by¢ dorobiony.

4. Na str. 107 i nastgpnych mikroskopowe obrazy (rys. 50-52) sa praktycznie nieczytelne.
Mozna jedynie wierzy¢, ze zawieraja to co przedstawia opis.

5. Na konficu pracy nie ma podanego spisu osiggnig¢ Doktoranta w postaci publikacji,
doniesien konferencyjnych itp.

Podsumowanie:

Pomimo moich pewnych uwag krytyczno-dyskusyjnych przedstawionych powyzej uwazam,
ze tematyka pracy doktorskiej jest wysoce ciekawa i osiagniecie Doktoranta jest bardzo
znaczace. Wktad jego badan w rozwdj nowych chemoterapeutykoéw biologicznych o dziataniu
przeciwnowotworowym jest znaczacy, a praca zawiera duzy tadunek nowos$ci naukowe;j.
Whioskuj¢ zatem do Rady Dyscypliny Biotechnologia UG o dopuszczenie Pana Mgr. inz.
Michala Mikitiuka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Whiosek o wyroznienie:

Jednoczesnie zapoznajagc si¢ z warunkami nadawania wyrdznien pracom doktorskim
w ramach Dyscypliny Biotechnologia Uniwersytetu Gdanskiego, wnioskuje o wyrdznienie
pracy doktorskiej pana Mikitiuka. Przedstawione osiggnigcie jest bowiem unikatowe na skalg
Swiatowg. Otrzymanie nowego obiecujacego konstruktu biatkowego, ktoéry moze po
optymalizacji zosta¢ lekiem przeciwnowotworowym dziatajacym w oparciu o odblokowanie
reakcji immunologicznej jest dos$¢ rzadkie. Przedstawiona tematyka i obszar terapii
przeciwnowotworowych opartych o uktad immunologiczny sa wcigz nowatorskie i nie ma
jeszcze skutecznych rozwigzan w szerszej praktyce klinicznej. Otrzymany przez Doktoranta
(dziatajacego na uczelni i w firmie) produkt, ktory przewyzsza parametrami (przynajmniej in
vitro), jak wykazano w pracy, produkty dzialajace w oparciu o ten sam mechanizm, ale
bedace juz w III fazie klinicznej, jest duzym sukcesem. Ponad to, jak wynika z opisu, zostato
dokonane zgloszenie patentowe, a zatem wpisuje si¢ to w regulamin przyznawania
wyroznien. Warto, tez dodac, ze dyskusja wynikow zawiera tez elementy ekonomii produktu,
co w przypadku lekéw biologicznych jest wysoce zasadne. Bez bowiem obnizania kosztow
tego typu terapie nie mogg by¢ szerzej stosowane.



