Krakow, 2 wrzesnia 2020 r.

RECENZJA
Rozprawy Doktorskiej mgr Julii Aleksandry Chudzian
pt. ,Fragmenty przeciwcial specyficzne wobec fibroblastycznego
czynnika wzrostu (FGF1) oraz jego receptora, FGFR1”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska - wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Jacka Otlewskiego w Zakladzie Inzynierii
Biatka na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego -
dotyczy bardzo waznego dzialu wspoélczesnej medycyny, jakim jest
walka z chorobami nowotworowymi i proponuje rozwigzania, jakich
moze dostarczy¢ arsenal zaawansowanych technik biochemicznych i
technik z zakresu biologii molekularnej wspartych gleboka znajomoscia
biologii komoérki. Autorka proponuje skupienie sie na ukierunkowanej
terapii przeciwnowotworowej, uwzgledniajac role, jaka w procesach
nowotworzenia odgrywaja fibroblastyczne czynniki wzrostu (FGF) i ich
receptory (FGFR). W pracy otrzymano i badano ligandy biatkowe
wigzace FGF1, FGFR1 lub tez oslabiajace interakcje FGF-FGFRI.

W rozdziale Wstep omoéwiono ogoélnie zagadnienia dotyczace
choréb nowotworowych (w tym dane epidemiologiczne oraz -
oczywiscie - cechy wyrézniajace nowotwory, zilustrowane rycing
zaadaptowana z pracy Hananah i Weinberg) i metod leczenia tych
choréb, ze szczegbélnym uwzglednieniem terapii celowanych. Wsréd
tych terapii szczegélne miejsce maja przeciwciala, co Autorka tez
znakomicie uwypuklita - réwniez w aspekcie historycznym - opisujac
nie tylko rézne rodzaje przeciwcial stosowanych w terapii choréb
nowotworowych ale takze rézne ich rodzaje i rézne sposoby ich
otrzymywania. Ponadto, oméwione zostaly koniugaty przeciwciato-lek i
na kornicu - alternatywne formaty, takie jak rekombinowane fragmenty
przeciwcial. Wstep zamyka opis fibroblastycznych czynnikéw wzrostu i
ich receptoréw: ich struktury, szlakéw sygnalowych, roli w procesie

nowotworzenia oraz potencjalnych terapii opartych na probie

Wydziat
Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii

Zaktad Biochemii Fizycznej
Prof. dr hab. Marta
Dziedzicka-Wasylewska

ul. Gronostajowa 7
30-387 Krakow

tel. +48(12) 664 61 22
fax +48(12) 664 69 02

email: marta.dziezicka-
wasylewska@uj.edu.pl



blokowania odzialywania FGF-FGFR. Wstep jest napisany bardzo
klarownie, znakomicie podsumowujac kluczowe informacje.

Cele Rozprawy zostaly jasno sformutowane.

Rozdzial Materialy zawiera wszelkie informacje o uzytych
odczynnikach, wektorach plazmidowych, enzymach restrykcyjnych,
oligonukleotydach, licznych przeciwciatach, szczepach bakteryjnych,
liniach komorkowych itp. Szczegélowo omoéwiono biblioteki fagowe.
Ponadto, oméwiono zastosowane zloza i kolumny chromatograficzne,
odczynniki uzyte do elektroforezy i techniki Western blot a takze te
wlasciwe dla interferometrii biowarstwowej i  mikroskopii
fluorescencyjnej. Wymieniono tez wszystkie zastosowane aparaty oraz
programy komputerowe i internetowe bazy danych.

Podobnie, w rozdziale Metody, bardzo klarownie opisano
protokoly postepowania dla kazdego rodzaju eksperymentu, m.in. -
przygotowanie biatek fuzyjnych (ECD_FGFR1-Fc) potrzebnych do
selekcji fagow prezentujacych fragmenty przeciwciat scFv z bibliotek
Tomlinson I i ] czyli: przygotowanie konstruktu, namnozenie w
komoérkach bakteryjnych, nadprodukcja biatka w komérkach CHO-S,
oczyszczanie biatka, weryfikacja technikami Western blot i spektrometrii
mas; nastepnie sama selekcja pozadanych fragmentéw przeciwcial
metoda phage display i testy oceny poprawnosci i efektywnosci procesu
selekcji (ELISA, interferometria biowarstwowa, sekwencjonowanie
DNA). Dalej - przystagpiono do nadprodukci i oczyszczania
fragmentéw biatek scFv i ich charakterystyki poprzez analize
parametrow wiazania do antygenu, wlacznie z weryfikacja kiejsca
wigzania do FGF1 (mapowanie epitopéw) i wyznaczeniem parametréw
kinetycznych metoda interferometrii biowarstwowej - to wszystko
$wiadczy o rozlegle zakrojonych badaniach i fantastycznym warsztacie.
Podjeto takze wspotprace z prof. Holakiem z Wydzialu Chemii UJ w
Krakowie, aby metoda NMR dodatkowo zanalizowaé¢ wigzanie

wybranych fragmentéw scFv do FGF1.
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W dalszej czesci klony scFv o najlepszym powinowactwie do
FGF1 przygotowano w formacie scFv-Fc i analizowano kinetyke
wigzania. W dwoéch modelach komoérkowych, tj. mysich fibroblastach
NIH/3T3 (linia wykazujaca naturalng ekspresje FGFR1) oraz w
komorkach ludzkiego kostnomiesaka, stabilnie transfekowanych genem
kodujacym FGFR1 ((U20SR1) badano szlaki sygnalowe zalezne od
FGFR1. Do testéw proliferacyjnych zastosowano jeszcze jedna linie
komoérkowgq o naturalnie podwyzszonej ekspresji FGFR1, G-292.

W konicowej czesci pracy przystapiono do badania czasteczek
typu peptibodies zlozonych z peptydéw rozpoznajacych receptor dla
FGF1 (FGFR1) w fuzji z fragmentem Fc - w tym etapie rowniez
zaprojektowano plazmidy zawierajace zadane sekwencje (wybrane na
podstawie analizy sekwencji czynnika FGF2, zdolnych do wigzania
FGFR1 - dwie sekwencje oddzielnie, 48-58 i 59-68, oraz jedna powstalg z
ich polaczenia, 48-68), przystapiono do ich nadprodukgji, oczyszczania i
oceniono ich specyficznos¢, internalizacje oraz wplyw na oddziatywanie
ligand-receptor - badania te prowadzono na liniach komérkowych
uzytych w poprzednich etapach pracy.

Z rozdzialu tego bije porzadek - sadze, ze naprawde nietatwo
bylo zebraé¢ cala te zlozona metodyke w taki zwiezly a zarazem
informatywny sposob. Czyta si¢ to dobrze, tatwo wréci¢ do opisow
poszczegoblnych doswiadczery, chociaz jest ich ogromnie duzo.

Podobnie, rozdzial Wyniki jest bardzo dobrze przedstawiony -
wszystkie eksperymenty sa Swietnie opisane, znakomicie wyja$niony
zostal cel kazdego z nich, stosowane kontrole a potem omoéwiony
uzyskany wynik; niekiedy od razu skomentowany, szczegélnie gdy nie
by? on akurat oczywisty.

Technika phage display pozwolita wytypowaé 368 klonéw scFv,
test przesiewowy technika ELISA zawezil te liczbe do 51 klonow
wykazujacych wigzanie do FGF1; z kolei test przesiewowy metoda

interferometrii biowarstwowej pozwolil wytypowac¢ 30 klonéw, ktére
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nastepnie poddano sekwencjonowaniu w celu poznania reszt aa
obecnych na kluczowych pozycjach w regionach determinujacych
komplementarnos¢ i do dalszej analizy wybrano 7 przeciwcial formatu
scFv o najlepszych wtasciwo$ciach wigzania antygenu i zawierajacych
unikatowe motywy aminokwasowe w regionach hiperzmiennych - te
warianty wyprodukowano w systemie ekspresyjnym i byly one
przedmiotem nastepnych analiz. Badania kinetyki oddzialywania tych
wariantéw scFv z FGF1 z zastosowaniem techniki BLI doprowadzily do
wyselekcjonowania 4 fragmentéw scFv o najkorzystniejszych
parametrach wigzania, ktére jednak zdecydowano sie jeszcze poprawic
poprzez fuzje tych fragmentow z fragmentem CH2-CH3 ludzkiej
immunoglobuliny Gi. Te warianty oraz ich pochodne w formacie scFv-
Fc (3 z nich - wybrane na podstawie analizy stalych wigzania) byty
przedmiotem dalszych badan ich aktywnosci biologicznej, podobnie jak
3 formy peptibodies. Wszystko jest przedstawione starannie i przejrzyscie
- tak jak i starannie zaplanowane byty wszystkie eksperymenty.

Mimo ogdlnie entuzjastycznej oceny calego wysitku wlozonego w
realizacje tej pracy mam kilka uwag;:

Autorka bardzo dokfadnie opisuje parametry przeprowadzonych
eksperymentéw w rozdziale Metody, ale moim zdaniem w podpisach
pod rycinami, szczegllnie tymi, ktére ilustruja wyniki badan
efektywnosci biologicznej badanych preparatéw, powinny sie znalezé
niektére dane o eksperymentach - przede wszystkim stezenia
stosowanych preparatow biatkowych. I tu nasuwa sie tez pytanie,
dlaczego te stezenia sa rézne? Gdy opisane jest ,Badanie aktywacji
wewnatrzkomoérkowych Sciezek przekazywania sygnatu” (4.10, str. 60)
biatka scFv i scFv-Fc dodawane sa w stezeniu 15 pg/ml a biatko FGF1 -
2 ng/ml, natomiast gdy badana jest aktywnos¢ biologiczna w testach
proliferacyjnych (4.11, str. 60) - scFv i scFv-Fc sa w stezeniu 100 pg/ml
a FGF1 - w stezeniu 5 ng/ml. Z kolei w przypadku peptibodies (4.13.1,

str. 61) w badaniach wplywu na aktywnoé¢ FGFR1 zastosowano
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stezenie 40 pg/ml a gdy badano wiazanie do FGFR1 (4.13.2, str. 62)
stezenie to wynosito 10 pg/ml, zas gdy badano kolokalizacje z FGFR1
(4.13.2, str. 62) - to stezenie peptibodies wynosito 4 pg/ml...

Optymalnie byloby wykona¢ analogiczne eksperymenty =z
kilkoma stezeniami i wykresli¢ krzywa zaleznosci efektu od stezenia;
by¢ moze zreszta takie eksperymenty przeprowadzono i na ich
podstawie wybrano te stezenia, ktére przedstawiono w Rozprawie, ale
nie znalazlam o tym wzmianki... Z drugiej strony, mam pelna
Swiadomos¢ ogromu pracy, jaki byt potrzebny do wygenerowania tych
wynikéw i wiem, Ze ,nie mozna zrobi¢ wszystkiego”, ale pozwalam
sobie na te uwage, bo tematyka jest zbyt wazna i wazka, i zeby te
wszystkie rezultaty mialy istotny , potencjat kliniczny” to i tak trzeba to
bedzie zrobi¢... Podobnie jak badania in vivo... ©

Brakuje mi tez analizy densytometrycznej wynikéw Western blot
(rys. 21 i 24). Jak Autorka ttumaczy inne obrazy wykrywane przez te
same przeciwciala w komoérkach NIH/3T3 i komoérkach U20SR1?
Wyniki zaprezentowane nie sg jasno opisane. Czy na rys. 2lb -
rzeczywiscie widaé¢ ,brak wplywu fragmentu Fc na aktywacje
FGFR1...”? Czy na rys. 21c rzeczywiScie scFvD2 ,,posiada zdolnos¢ do
efektywnego blokowania aktywacji FGFR1 (...) czego dowodzi (...)
obnizony stopieft wykrywanej fosforylacji...”?

Brakuje mi tez analizy statystycznej otrzymanych wynikéw - w
zasadzie tylko w rozdziale 4.11 (,Badanie aktywnosci biologicznej -
testy proliferacyjne”) napisano, ze ,,... Kazde biatko testowano w trzech
powtdrzeniach na plytce. Dla kazdego preparatu wykonano trzy
niezalezne eksperymenty”. Pewnie w kazdym innym przypadku bylo
tak samo, ale powinno to by¢ napisane. Nie przekonuje mnie opis
wynikéw zaprezentowanych na Rys. 22 a: ,...otrzymane wyniki
wskazuja, ze (...) fragmenty przeciwciatl scFvD2, scFvCl i scFvE5 oraz
wszystkie scFv-Fc wydajnie blokuja mitogenna aktywnosé¢ FGF1...” -

czy na rysunku zaznaczono odchylenie czy blad standardowy? Czy
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efekt ,E5” albo efekt ,C1-Fc” (tez na komorkach linii G-292, rys. 22b)
jest rzeczywiscie statystycznie znamienny w poréwnaniu z efektem
samego FGF1? To powinno by¢ policzone.

Podobnie, brak analizy statystycznej dotyczy wyznaczania
wartosci statych kinetycznych - czy oznaczenia byly powtarzane? To
wazny eksperyment, gdyz na podstawie tych wynikéw dokonano
ostatecznej selekcji fragmentéw przeciwciat scFv.

Ciekawy jest brak wplywu przeciwcial scFv w formacie Fc na
aktywacje receptora FGFR1 w komoérkach, podczas gdy maja one
dzialanie w drugim teScie komérkowym. Autorka odnosi sie do tego
wyniku wskazujac mozliwoé¢ tworzenia przez fragment Fc ,zawady
sterycznej”, natomiast fragment Fc dotaczony do badanych peptibodies
nie przeszkadza w dziataniu tych ,preparatow fuzyjnych” na poziomie
FGFRI.

Czy internalizacja peptibodies nastepuje razem z receptorem dla
FGF1? Trudno sie zorientowaé¢ z rycin dostepnych w pracy... Dla
porzadku warto by tez sprawdzi¢, czy w komorkach pozbawionych
FGFR1 taka internalizacja by miata miejsce? I co ta internalizacja znaczy
dla komorki? Czy mozliwa jest aktywacja jakich§ proceséw
prowadzacych do $mierci komorki?

Wszystkie uzyskane wyniki zostaty przedyskutowane w krétkim
acz treSciwym rozdziale Dyskusja; osadzono je w szerszym kontekscie
literaturowym. Rozprawe konczy rozdzial Podsumowanie i obszerna
Bibliografia (295 pozycji), spis Rysunkéw i Tabel oraz wykaz pozydji z
dorobku naukowego Doktorantki.

Praca jest bardzo starannie przygotowana pod wzgledem
edytorskim, jest ladnie napisana, czyta si¢ ja swobodnie, mimo iz
zarowno techniki badawcze jak i badane zagadnienia sa
skomplikowane. Nie jest latwo w tak komunikatywny sposéb
przedstawi¢ wielosci zastosowanych narzedzi badawczych, mi.in.

zaawansowanych technik z zakresu biologii molekularnej, biochemii
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strukturalnej i biologii komérki, uzyskanych tymi technikami wynikéw
i ich interpretacji w szerokim kontekscie ukierunkowanej terapii
przeciwnowotworowej - wszystko to jest w pracy bardzo przejrzyste,
uporzadkowane i w spos6b bardzo estetyczny przedstawione.

Zwazywszy na bardzo zaawansowany warsztat naukowy oraz na
swobode, z jaka Doktorantka postuguje sie¢ bardzo nowoczesnymi
technikami badawczymi a takze doceniajac wielki wysilek, ktéry podjeta
uzyskujac ogrom wartoéciowych wynikéw bedacych nowoscia naukowa
stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji Rozprawa Doktorska spelnia
warunki okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym z
dnia 14 marca 2003 r. z péZniejszymi zmianami.

Stawiam wiec wniosek o dopuszczenie Pani mgr Julii Aleksandry
Chudzian do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i proponuje
wyréznienie tej Rozprawy stosowna nagroda.
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