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Recenzja rozprawy doktorskiej magistra inzyniera Michala Mikitiuka:
»Opracowanie multispecyficznych, fuzyjnych bialek indukujacych
ukierunkowana, lizosomalng degradacje¢ receptorow hamujacych aktywnos¢

ukladu immunologicznego”

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska to praca do$wiadczalna,
ktorej celem byta synteza fuzyjnych biatek z tropizmem do lizosoméw (LYTAC)
indukujacych ukierunkowang lizosomalng degradacje receptoréw hamujacych
aktywno§¢ uktadu immunologicznego. Bialka takie majag powinowactwo do
wybranego celu molekularnego przeznaczonego do degradacji i receptora
indukujacego degradacj¢ lizosomalng, np. IGF2R. W pracy wykazano powinowactwo
takich biatek do ligandu receptora — punktu kontrolnego PD-L1. Zasadnicza zaleta
opracowanych czasteczek LYTAC byta mozliwos¢ izolacji z komodrek bez potrzeby
modyfikacji chemicznych oraz specyficzno$¢ wyrazajaca si¢ brakiem powinowactwa
do innych pokrewnych receptorow np. IGF1R. W testach funkcjonalnych wykazano,
ze opracowane biatka LYTAC zwigkszaja aktywnos¢ cytotoksyczng komorek
jednojadrzastych krwi obwodowej (PBMC) wobec komorek linii nowotworowych. W
tym aspekcie efekt biatek LYTAC byt nawet wyzszy niz efekt dopuszczonych do

leczenia przeciwciat hamujgcych receptory punktéw kontrolnych limfocytow.

Gléwnymi wnioskami pracy jest potwierdzenie mechanizmu zwigkszajacego
aktywno§¢ uktadu odpornosciowego poprzez zastosowanie biatek LYTAC.
Mechanizm ten moze znalez¢ zastosowanie w immunoterapii nOwotworoOw oraz
innych choréb, w ktorych wiodacym mechanizmem sg zaburzenia modyfikacji biatek,

np. w chorobie Alzheimera.
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Praca ma uktad klasycznej monografii. Rozpoczyna si¢ wstgpem, w ktorym
Doktorant przedstawia istotne dla pracy fakty naukowe opisujac ogodlng biologi¢
komorki nowotworowej, odpowiedz uktadu odpornosciowego na nowotwor 1 zasady
immunoterapii. Nastepnie przechodzi do opisu biologii insulinopodobnego czynnika
wzrostu oraz technologii ukierunkowanej degradacji bialek. Rozdzial zawiera
informacje istotne dla zrozumienia idei pracy, napisany jest przyst¢pnie i wprowadza
do zasadniczej czgsci.

Doktorant przedstawia najpierw szczegdlowo cele pracy, tj. sposoby syntezy i
analizy funkcjonalnej otrzymanych bispecyficznych chimerycznych fuzyjnych biatek
LYTAC indukujacych ukierunkowang lizosomalng degradacj¢ receptorow
transmembranowego i rozpuszczalnego ligandu receptora PD-1.

Kolejng czg$cia sg ,,Materiaty 1 Metody”, w ktorej Doktorant opisuje
szczegbtowo uzyte odczynniki i materialy oraz uzyte metody, w szczegolnosci
modelowanie molekularne biatek, projektowanie konstruktow genetycznych, hodowle
komoérkowe bakteryjne i ssacze, praca z plazmidami i enzymami restrykcyjnymi oraz
DNA, ligacja, techniki PCR, westrn blot, ELISA, praca z systemami produkcji biatek,
ocena mechanizméw dziatania wyprodukowanych biatek oraz testy funkcjonalne
cytotoksycznosci. Opisy technik zwieraja niezbedne elementy potrzebne dla oceny
wiarygodnosci testow 1 poprawnos$ci ich wykonania.

Kolejny rozdziat to ,,Wyniki”. Doktorant opisuje w nim tj. synteze czasteczek
referencyjnych, opracowanie bispecyficznych chimerycznych fuzyjnych bialek
LYTAC indukujacych ukierunkowang lizosomalng degradacj¢ receptorow
transmembranowego 1 rozpuszczalnego ligandu receptora PD-1, wyprowadzenie linii
komorkowej zdolnej syntetyzowaé zaprojektowany konstrukt LYTAC, okreslenie
zdolnosci wigzania celu molekularnego przez LYTAC in vitro, analiz¢ zdolno$ci
czasteczki LYTAC do indukcji internalizacji celu molekularnego, okreslenie
zalezno$ci internalizacji od czasu i stgzenia czasteczki i w koncu okreslenie wpltywu
opracowanej czgsteczki na aktywnos$¢ cytotoksyczna PBMC wobec komorek
nowotworowych. Uzyskane wyniki sg szczegdtowe i1 przekonujace. Doktorant we

wlasciwej sekwencji opisal najpierw sposoby tworzenia warsztatu pracy, wyniki
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syntezy wlasciwych czasteczek LYTAK oraz analiz¢ ich wlasciwosci wobec celu
molekularnego oraz uktadu odporno$ciowego.

Dwa kolejne rozdziaty to ,,Dyskusja” i ,,Wnioski”’, w ktorych Doktorant
krytycznie omawia uzyskane wyniki w kontek$cie dostepnej wiedzy z literatury. Ta
cze$¢ jest logiczna i dobrze uzasadniona, literatura dobrze dobrana i biezaca.
Najwazniejsze wnioski pracy to potwierdzenie, iz wyprodukowane biatka LYTEC
indukuja internalizacje celu molekularnego i jest to zalezne od ich stezenia i czasu.
Dzigki opisanemu mechanizmowi dziatania czgsteczki aktywuja cytotoksyczno$¢
komorek  uktadu  odpornosciowego  wobec  komoérek  nowotworowych,
najprawdopodobniej dzigki powinowactwu do receptora IGF2. Catoksztatt tych
wynikow pozwala mie¢ nadziej¢, ze opracowane czasteczki moga staé si¢
kandydatami na leki przeciwnowotworowe do dalszego rozwoju w badaniach
klinicznych, a w przysztosci skutecznymi lekami stosowanymi w immunoterapii
NOWOtworow.

Uklad doswiadczen w pracach jest wlasciwy i adekwatny do stawianych
hipotez. Wnioski sg poparte uzyskanymi wynikami. Nie znalaztem istotnych pomytek
lub bledow. W konkluzji uwazam wyniki za oryginalne, w szczego6lnosci ich
potencjalny praktyczny aspekt, ktory moze da¢ asumpt do stworzenia zupetnie nowe;j
formy immunoterapii. Na uwage zastuguje bardzo duzy wktad pracy Autora w

przeprowadzenie tych eksperymentow.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U.
2021 poz. 478, 619, 1630) 1 wnioskuje o dopuszczenie magistra inzyniera Michata
Mikitiuka do dalszych czesci przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie zwracam si¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Biotechnologia
Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii  Uniwersytetu  Gdanskiego 1
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o wyrdznienie pracy ze wzgledu na istotng

warto$¢ aplikacyjng wynikow. Praca jest znakomitym przyktadem bardzo sprawnego
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zaprojektowania czasteczki terapeutycznej oraz weryfikacji jej aktywnosci w
kontek$cie dziatania leczniczego. Powigzanie wiedzy 1 wynikow 2z nauk
podstawowych z implikacjami klinicznymi to $wietny przykiad translacyjnego
podejécia, jakiego powinniSmy sobie zyczy¢ w kazde] wdrozeniowej pracy

doktorskiej z zakresu biotechnologii medyczne;j.
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