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JAGIELLONSKI

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Michala Mikitiuka pt. Opracowanie mulitspecyficznych,

fuzyjnych bialek indukujacych ukierunkowana, lizosomalna degradacije receptorow hamujacych

aktywno$¢ ukladu immunologicznego.

Rozprawa doktorska zostala przygotowana w firmie Recepton Sp. z 0.0. pod opieka dra Tomasza
Sitara w ramach programu Doktorat Wdrozeniowy. Promotorem w przewodzie doktorskim jest prof.

dr hab. Krzysztof Bielawski z Migdzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii UG 1 GUM.

Pomimo znacznego postepu medycyny nowotwory pozostaja znaczaca przyczyng przedwczesne]
$mierci w krajach rozwinigtych. W ostatnim dziesi¢cioleciu immunoterapie zmieniaja potencjat
przeciwnowotworowy medycyny, jednak z uwagi na osobniczy charakter odpowiedzi poszukuje si¢
wcigz nowych zwigzkoéw aktywnych. W niniejszej rozprawie autor proponuje takie podejscie,
obejmujgce Lysosome Targeting Chimeras (LYTAC). Czasteczki te wigzg cel molekularny z
receptorem ukierunkowanych do przedzialu komorkowego przeprowadzajacego degradacje, co
skutkuje degradacja celu molekularnego. Przykladem tego typu podejscia sa np. prace opisywane w
artykule ,,Transferrin receptor targeting chimeras for membrane protein degradation” (Nature, 2025,
638:787-795). Autor pracy doktorskiej proponuje podejscie w ktérym cel molekularny (PD-L1) jest
wigzany do receptora IGF2R przy pomocy biatkowych czasteczek hybrydowych posiadajacych
domeny zapewniajace powinowactwo do celu molekularnego i receptora. W rozprawie opisano
tworzenie rekombinowanych biatek hybrydowych oraz ich zdolno$¢ do indukcji internalizacji celu
molekularnego. Opracowane czgsteczki wykazujg efekt podobny jak blokery punktu kontrolnego PD-
1/PD-L1, jednak dziatajac przez inny mechanizm funkcjonalny maja szans¢ obejscia opornosci/braku

odpowiedzi na blokery PD-1/PD-L1 stosowane obecnie klinicznie.

Rozprawa posiada klasyczny uklad. We wstepie autor prezentuje stan wiedzy przedstawiajac
wazniejsze z punktu widzenia pracy aspekty procesu nowotworzenia, immunoterapii, oraz opornosci
na immunoterapie. Nastgpnie autor charakteryzuje system insulinopodobnego czynnika wzrostu i
technologie ukierunkowanej degradacji biatek. Informacja jest wystarczajaca w kontekscie dalszego

opisu wynikéw 1 dyskus;ji.



Z wazniejszych wynikow zawartych w czg$ci eksperymentalnej, autor rozpoczyna od opisu produkcji
bialek referencyjnych niezb¢dnych do realizacji dalszych prac. Nastepnie charakteryzuje wigzanie
wymodelowanych peptydéw do receptora docelowego, nie podejmuje jednak szerszych prob
optymalizacji wigzania. Z jednej strony jest dla mnie zaskakujace, iz peptydy wymodelowane w tak
prosty sposob w ogole wykazujg jakiekolwiek wigzanie. Z drugiej strony dostepnych jest szereg metod
pozwalajacych na prosta optymalizacje wigzania peptydow (lub selekcji de novo peptydow wigzacych
o wysokim powinowactwie). Autor nie podaje stalych dysocjacji wybranych przez siebie peptydow,
zaktadam jednak, iz istnieje tu duze pole do optymalizacji, a wigc do zwiekszenia aktywnosci (a wigc
docelowo do zmniejszenia dawek). Szkoda, ze metody takie nie zostalty wykorzystane szczegdlnie, iz
autor wykazuje iz biwalentne przeciwciata dziatajg efektywniej niz fuzje z peptydem — istnieje duze
prawdopodobienstwo, iz jest to zwigzane z powinowactwem. W kolejnej czgsci autor uzyskuje
wybrane czgsteczki LYTAC w systemach rekombinowanych i pokazuje, ze wigzg one wybrane cele
molekularne 1 receptory. Uzyskane czasteczki LYTAC indukujg internalizacj¢ rozpuszczalnego celu
molekularnego w eksperymentach z wykorzystaniem linii komdérkowej. Pomocna bytaby tutaj proba
ilosciowej charakterystyki danych z mikroskopii konfokalnej. W dalszej kolejnosci praca dyskutuje
wyniki wskazujace na internalizacje transbtonowego celu molekularnego. Kulminacjg pracy jest
wykazanie, iz czasteczki LYTAC, same nie bedac cytotoksyczne, wykazuja zwiekszony poziom lizy

komorek nowotworowych w obecnosci PBMC.

Podsumowujac czg$¢ badawcza — autor realizuje stawiany sobie cel, a wigc opracowanie czgsteczek
LYTAC degradujacych PD-L1 przez wigzanie z receptorem IGF2R. Jest to wynik ciekawy 1
wartosciowy jesli chodzi o proby opracowania nowych metod terapii. Praca jest jednak zrealizowana
na poziomie minimalnym, co stanowczo pomniejsza wage prezentowanych wynikéw, a
niezrealizowany potencjal pozostawia wrazenie niedosytu. Od strony biochemicznej brakuje
systematycznej optymalizacji kandydatow na LYTAC by uzyska¢ pewno$¢, iz czasteczki ktore
testujemy w dalszych badaniach to maksimum tego co da si¢ osiggna¢ stosowanymi metodami. Od
strony komorkowej — tutaj braki sg jeszcze wigksze gdyz mozliwos$ci sg praktycznie nieograniczone.
Wykazanie, ze cel molekularny jest rzeczywiscie degradowany (przeciwciala dla PD-L1 s3
powszechnie dostepne 1 wystarczylby Western Blot), analiza szerszego panelu linii komoérkowych,
analiza komorek pierwotnych, $ledzenie losow LYTAC w komorce, analiza linii z wylaczong
ekspresja receptora — mozna by wymienia¢ jeszcze diugo. Realizacja cho¢ czesci z tych badan
pozwolitaby na ugruntowanie ciekawych wnioskow ptynacych z tej rozprawy. W koncu, nieocenione

bytyby badania nawet w prostym modelu zwierzecym. Nic z tego nie znalazto si¢ jednak w pracy.



Czesci ,,Dyskusja” 1 ,,Materialy 1 Metody” maja forme¢ charakterystyczng dla prac doktorskich, a

zawarte w nich informacje sg wystarczajace.

Podsumowujac catoksztatt rozprawy doktorskiej, za mocne strony, uwazam:
- cieckawa 1 ,,na czasie” tematyka badawcza,

- wykazanie iz hybrydowe biatka posiadajace zdolnos¢ jednoczesnego wigzania PD-L1 1 IGF2R maja
zdolno$¢ indukceji degradacji PD-L1 zwigkszajac tym samym potencjal komoérek PBMC do zabijania

komorek nowotworowych
Do stabych stron zaliczam:

- globwng stabg strong pracy jest ograniczone podejscie eksperymentalne. Autor proponuje bardzo
cickawg tematyke 1 wykazuje skuteczno$¢ przyjetego podejscia, niemniej zakres eksperymentalny
przyjety w wigkszosci elementdw pracy jest zakresem minimum, ledwo wystarczajacym by wykazac
wystepowanie spodziewanych efektow. Tym samym cato$ci przedstawionych badan brakuje sity
przekonywania charakterystycznej dla opracowan osiggajacych realny wptyw na rozwdj nauki.

Szkoda. Gdyz w podejmowanej tematyce drzemie znacznie wigkszy potencjal.

- opracowanie redakcyjne czeSci wyniki odpowiada bardziej periodycznym raportom w grupie
badawczej niz rozprawie doktorskiej. Ikonografika jest na stabym poziomie redakcyjnym, opisy sg
nieczytelne, ryciny wygladaja jak dane robocze, a nie ryciny o jako$ci publikacyjnej. Wiele aspektow
opisu jest potraktowanych bardzo pobieznie lub wspomnianych jedynie zdawkowo. W wickszosci
przypadkéw mozna si¢ domysli¢ wlasciwej interpretacji, nie jest to jednak sposob przedstawiania
danych odpowiedni dla wagi opracowania. Wiele danych eksperymentalnych wyglada jak dane z
eksperymentéw pilotazowych bez dbatosci o optymalizacj¢ 1 uzyskanie w dalszym etapie danych w

czytelniejszy sposdb obrazujacych wnioski.

W zwiazku z poruszang tematyka oraz wymienionymi w recenzji slabszymi stronami rozprawy

podczas obrony prosze o odniesienie si¢ do nastepujacych zagadnien:

(1) wskazanie 3 eksperymentow ktore moglyby uatrakcyjni¢ prezentowane wyniki na tyle by
mogly mie¢ one szans¢ na publikacj¢ w renomowanym czasopismie naukowym, takim jak np.

Nature Communications czy PNAS (proszg¢ zatozy¢ brak ograniczen w dostgpnych zasobach)

(2) Prosze przedyskutowaé obnizenie powierzchniowej ekspresji lub traffickingu IGF2R jako

mechanizmu uodpornia si¢ na opracowane zwigzki.



(3) W ostatnim zdaniu wstepu do rozdziatu 5.5 autor sugeruje, ze nizsze dawkowanie moze
przetozy¢ si¢ na nizsze koszty terapii. W przypadku lekéw generycznych jest to zapewne
stwierdzenie prawdziwe. Mowimy tutaj jednak o odkrywaniu lekow nowych w chorobach w
ktorych nie istniejg dobre alternatywy, a wiec koszt terapii w okresie ochrony interesow tworcy
jest wysoki. Prosze o analize wplywu kosztu substancji czynnej na koszt leku w przypadku
nowych lekéw przeciwnowotworowych w okresie obowigzywania ochrony wlasno$ci
intelektualnej. Czy w takim przypadku koszt substancji czynnej rzeczywiscie znaczaco

wplywajacy na koszt terapii?

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Michata Mikitiuka, pomimo wymienionych w recenz;ji
stabszych stron, spetnia warunki stawiane pracom doktorskim zgodnie z odpowiednimi przepisami
prawa i normami zwyczajowymi. Wedlug mojej oceny wyniki przedstawione w rozprawie uzasadniajg
nadanie kandydatowi stopnia naukowego doktora. Dlatego wnosze o dopuszczenie Pana mgr inz.

Michala Mikitiuka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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