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Opinia o rozprawie doktorskiej Pani mgr Julii Aleksandry Chudzian pt. "Fragmenty
przeciwciat specyficzne wobec fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGF1) oraz jego
receptora, FGFR1”

Terapie celowane, z uwagi na ich stosunkowo wysoka skutecznos$¢ oraz ograniczong
toksycznosci w stosunku do zdrowych tkanek, sa pozadanym, coraz powszechniejszym
sposobem postepowania w leczeniu nowotworéw. Ich wprowadzanie i stosowanie wymaga
opracowywania nowych lekéw specyficznie nakierowanych na r6zne rodzaje nowotwordw.
Najczestszym sposobem nakierowywania leku na komorki nowotworowe jest uzycie
przeciwcial wykazujacych specyficznosé wobec charakterystycznego dla danego rodzaju
komérek nowotworowych antygenu. W swojej rozprawie doktorskiej mgr Chudzian
przedstawia cykl doswiadczen, ktore maja na celu wytworzenie fragmentéw przeciwcial
specyficznych wobec fibroblastycznego czynnika wzrostu 1 (FGF1) oraz receptora czynnika
wzrostu fibroblastéw (FGFR1). Uzyskanie specyficznych przeciwcial, blokujgcych
oddziatywanie pomigdzy FGF1 i FGFRI, jest istotne dla ewentualnego powstania leku
nakierowanego na nowotwory, charakteryzujace si¢ podwyzszong ekspresjg FGFR1. Badanie
przeprowadzone przez mgr Chudzian maja wige nie tylko znaczenie poznawcze, ale posiadajg
réwniez wartos¢ aplikacyjna.

Uktad przedstawionej pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich. Praca opatrzona jest
Wstepem, w czesci ktorego autorka przedstawia informacje na temat budowy i mechanizmu
dziatania stosowanych oraz opracowywanych lekéw w celowanych terapiach

przeciwnowotworowych. Doktorantka szczegdlnie skupita si¢ na wykorzystaniu przeciwciat



lub fragmentéw przeciwcial w leczeniu nowotworéw. W drugiej czesci wstepu doktorantka
przedstawila wspotczesng wiedze na temat fibroblastycznego czynnika wzrostu 1 oraz jego
receptorow, w szczegdlnosci w aspekcie udzialu tych bialek w powstawaniu niektérych
nowotwordéw. Informacje zawarte we wstgpie sa przedstawione w sposdb interesujacy i sg
niezbedne do zrozumienia zastosowanego w pracy podejscia eksperymentalnego.

W rozdziatach Materialy oraz Metody Doktorantka rzeczowo i precyzyjnie opisuje
stosowane materialy oraz procedury i techniki eksperymentalne

W rozdziale Wyniki Doktorantka krok po kroku przedstawia doswiadczenia sktadajace
sie na zastosowane podejécie eksperymentalne, majgce na celu otrzymanie fragmentow
przeciwcial specyficznych wobec fibroblastycznego czynnika wzrostu 1 oraz jego receptora.
Eksperymenty rozpoczeta od selekcji fragmentow przeciwcial scFv (jednotancuchowe
fragmenty zmienne), pochodzgcych z bibliotek Tomlinson I oraz J, wobec FGF1 przy uzyciu
techniki phage display. Otrzymane wybrane klony (386) doktorantka poddala analizie
wykorzystujac technike ELISA, a nastepnie interferometrie biowarstwowg. DNA trzydziestu
potencjalnie najlepszych klonéw doktorantka zsekwencjonowata. Na podstawie uzyskanych
sekwencji wybrata klony, kodujgce siedem fragmentéw scFv przeciwcial. Sam proces selekcji
ostatecznie uzytych klonow jest dosyé enigmatycznie opisany w rozprawie. I tak, w wyniku
przeprowadzenia monoklonalnej ELISY supernatantowej (ryc. 12) wybrano 51 klonow do
dalszej analizy, ale na kolejnej rycinie 13, dotyczacej analizy oddziatywania przy uzyciu
interferometrii biowarstwowej, przedstawiono wyniki tylko dla 40 (?) klonéw. Podpis pod
rycing 13 jest mato precyzyjny i pewnych informacji w nim brakuje. Wybrane klony,
kodujace fragmenty przeciwciat, doktorantka nadprodukowata i oczyscita, a nastepnie zbadata
ich wlasciwosci biochemiczne. Miedzy innymi analizowata oddzialywanie z FGF1 przy
uzyciu techniki NMR. Czy tego typu badania mogtyby doprowadzi¢ do poznania doktadnych
miejsc oddzialywania FGF1 oraz analizowanych fragmentéw scFv? Pewne informacje na
temat roznic w miejscach oddzialywania doktorantka uzyskala w eksperymentach
interferometrii biowarstwowej. Cztery z siedmiu, wedtug doktorantki, najbardziej interesujgce
fragmenty scFv zostaly przeklonowane tak aby uzyska¢ fuzje z regionem stalym przeciwciata
(format scFv-Fc). Odpowiednie biatka zostaly oczyszczone i ich wlasciwosci zostaly zbadane.
Réwniez w tym przypadku selekcja fragmentéw scFv, ktére zostaly przeformatowane w
scFv-Fc, jest opisana bardzo skrétowo. Dlaczego doktorantka odrzucita na tym etapie scFvES,
fragment ktéry posiadal zdecydowanie najwieksze powinowactwo do FGF1? Takiej
informacji nie ma w teksie rozprawy. Doktorantka zbadala réwniez zdolno$é zaréwno

fragmentow scFv jak i scFv-Fc do blokowania indukowanej przez FGF1 aktywacji receptora
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FGFR1. Uzyskane wyniki pokazaty, ze fragmenty scFc w odréznieniu od scFv-Fcp posiadajg
zdolnos¢ do blokowania aktywacji receptora FGFR1.

Drugie opisane w doktoracie podejscie eksperymentalne zwigzane jest z proba
zablokowania receptora FGFR1 przy uzyciu trzech peptibodies, bgdacych fuzjg regionu Fc
ludzkiej IgG1 oraz odpowiednich peptydéw wigzacych sie do receptora czynnika wzrostu
fibroblastéw 2. Odpowiednio zaprojektowane biatka zostaly oczyszczone, a ich dziatanie
doktorantka sprawdzita in vivo na wybranych liniach komorkowych poprzez analize ich
zdolnosci do blokowania szlakéw sygnatowych zaleznych od receptora FGF1. Jedno z
analizowanych peptibodies wykazato znaczne obniZenie stopnia aktywacji FGFR1 oraz kinaz
MAP. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w doswiadczeniach przedstawionych na rycinie 24a brak
jest kontroli dla komérek, ktdre nie byly stymulowane przez FGF1. Doktorantka przedstawia
takg kontrole dla innej linii komorkowej (Ryc. 24b) co nie jest najwlaSciwszym
postepowaniem eksperymentalnym.

Podsumowujgc, w rozdziale Wyniki doktorantka przedstawila szereg podejs¢
eksperymentalnych majacych na celu wytworzenie, czy to poprzez proces selekcji czy tez
racjonalne projektowanie, pochodnych przeciwcial zdolnych do zablokowania odziatywania
pomiedzy fibroblastycznym czynnikiem wzrostu 1 i jego receptorem. Zablokowanie takiego
odzialywania wydaje si¢ by¢ istotne w leczeniu nowotwordéw, charakteryzujacych sie
podwyzszonym poziomem FGF1. Niektore nowotwory pluca sa przykltadem tego typu
choréb. Z wuznaniem nalezy zauwazy¢, Zze podejscia eksperymentalne, zaplanowane w
doktoracie, wymagaly zastosowania catego spektrum technik i metod. Sa to: technika selekc;ji
phage display, izolacja aktywnych biatek, metody interferometrii biowarstwowej, metody
NMR, testy ELISA, praca z hodowlami komoérkowymi, metody spektroskopii
fluorescencyjnej, techniki klonowania. Zastosowanie tych technik i metod pozwolito
doktorantce na wytworzenie odpowiednich pochodnych przeciwcial oraz wnikliwg analize ich
odzialywania z ich antygenami, zaréwno prowadzona in vitro jak 1 in vivo. Nalezy
jednoznacznie uznaé, ze zaplanowane cele eksperymentalne zostaly przez mgr Chudzian
osiagniete. Niektore uzyskane fragmenty przeciwcial posiadajg znaczacy potencjal hamujgcy
zalezng od FGF1 aktywacje receptora FGF1.

Sama praca doktorska zostala napisana w jasny i precyzyjny sposoéb. Nie mam
réwniez zastrzezen do graficznego przedstawienia wynikéw na rycinach. Autorka nie
ustrzegla si¢ jednak w pracy od kilku blednych, nieprecyzyjnych badZ Zargonowych
sformutowan. Kilo Dalton jest jednostkg masy atomowej a nie atomowg jednostka masy (str.

8). Definicja pojecia ,,polimorfizm pojedynczych nukleotydéw™ (str. 35) nie jest wiasciwa.
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Autorka w pracy uzywa pojecia namnazanie plazmiddéw co nie jest wiasciwe. Plazmidy sg
obecne w komorkach bakteryjnych w stalej liczbie kopii, a namnazaniu podlegaja niosace je
bakterie co umozliwia izolacje z uzyskanej masy bakteryjnej duzej ilosci plazmidowego
DNA. Autorka uzywa pojecia primery zamiast startery DNA (str. 57). W tabeli 5.1 po
kodonach stop moze lepiej byloby nie podawa¢ sekwencji aminokwasowej
wyselekcjonowanych klonow. Taka sekwencja nie powinna sie w tych klonach pojawi¢ gdyz
ten region nie powinien podlegaé translacji. Czy rzeczywiscie stezenie biatek uzytych do
oplaszczania plytek wynosito 100 mg/ml (str. 54)? Te pewne uchybienia nie wplywajg jednak
W sposéb znaczacy na wysokg warto$¢ merytoryczng pracy.

Reasumujgc, prace doktorskg mgr Julii Chudzian oceniam bardzo wysoko. Nie mam
zadnych watpliwosci, ze przedstawiona do oceny praca w pelni spelnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim w artykule 13 ,,Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” z dnia 14 marca 2003. W zwigzku z tym zwracam
si¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroclawskiego z
wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr Julii Chudzian do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego,

be



