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Ocena pracy doktorskiej mgr Mateusza Adama Krzyscika
pt. ,Wysoce cytotoksyczne koniugaty oparte o ludzki czynnik fibroblastéw 2”

Skuteczna i wszechstronna terapia nowotworoéw takich jak guzy lite, pozostaje jednym z
najwazniejszych problemoéw wspétczesnej medycyny. Strategie terapeutyczne z uzyciem
cytotoksykéw nakierowanych na komorki nowotworowe stanowig jeden z obiecujgcych i
szeroko badanych sposobdw hamowania rozrostu, a docelowo eradykacji nowotworéw.
Chociaz w tych pracach dominujg terapeutyki oparte na przeciwciatach monoklonalnych
jako czgsteczkach sterujgcych tkankowg lokalizacjg zwigzkdw toksycznych, to nie mozna
poming¢ rowniez innych metod kierowania cytotoksykéw do komdrek nowotworowych. W
ten wazny nurt badan wpisujg sie prace zespotu prof. dr hab. Jacka Otlewskiego, promotora
niniejszej rozprawy, ktére dotyczg zastosowania ligandow dla receptoréw czynnika wzrostu
fibroblastéw 1 (FGR1) jako , koni trojanskich” tj. czasteczek kierujgcych substancje toksyczne
do komdrek nowotworowych. Zaletg proponowanego podejscia jest wysoki poziom ekspres;ji
receptora FGFR1 opisywany w wielu typach nowotwordw i szybka internalizacja FGFR1 po
zwigzaniu ligandu, ktérg mozna wykorzystaé do wniesienia cytotoksyku sprzezonego z
ligandem do wnetrza komorki nowotworowej. Taka strategie zastosowat rowniez doktorant,
ktory jako obiekt badan wybrat koniugaty ludzkiego czynnika wzrostu fibroblastow 2 (FGF2),
jednego z ligandéw FGFR1.

Praca zostata wykonana w Zaktadzie Inzynierii Biatka, na Wydziale Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego. Rozprawa ma forme spdjnego tematycznie zestawu trzech
publikacji eksperymentalnych (ACS Omega, oraz dwukrotnie Molecular Pharmaceutics), oraz
krétkiego ogdlnego wprowadzenia poprzedzajgcego wszystkie publikacje, i szczegdétowego
omowienia najwazniejszych wynikéw przed kazdg z zamieszczonych publikacji w jezyku
polskim. Dodatkowo praca zawiera streszczenie w jezyku polskim i j. angielskim oraz krétkie
podsumowanie wynikoéw badan, bibliografie, a takze spis publikacji, zgtoszen patentowych
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oraz doniesien konferencyjnych doktoranta. We wszystkich pracach doktorant jest
pierwszym autorem i ocenia swdj wktad odpowiednio, w pierwszej publikacji na 50%
(pierwszy z dziewieciu autoréw) oraz w dwdch pozostatych publikacjach na 75% (w obu
przypadkach pierwszy autor wsréd trzech autoréw). Efektem badan doktoranta
dyskutowanych w przedstawionej mi do oceny rozprawie sg rowniez dwa zgtoszenia
patentowe (1 polskie i 1 miedzynarodowe). W dorobku doktoranta znajduje sie tacznie
osiem publikacji (wtaczajgc w to trzy publikacje przedstawione do oceny w ramach rozprawy
doktorskiej). W pozostatych publikacjach, autor nie petni roli wiodgcego autora.

Uwagi szczegotowe:

Rozdziat ,,Wprowadzenie” stanowi zwiezty i przejrzysty opis zalet i wad chemioterapii, z
przekonujacym uzasadnieniem koniecznosci terapii celowanej w celu zmniejszenia
cytotoksycznego wptywu chemioterapeutykéw na komorki zdrowe. W tej czesci doktorant
réwniez opisat ogdlng budowe stosowanych/konstruowanych w celach terapeutycznych
koniugatéw czgsteczkowych, ktére zawierajg trzy zmienne elementy: (i) biatko
naprowadzajgcg na cel (najczesciej przeciwciata swoiscie rozpoznajgce antygeny
powierzchniowe obecne gtéwnie na komdrkach nowotworowych); (ii) zwigzek aktywny, o
silnym dziataniu toksycznym (np. inhibitory polimeryzacji mikrotubul, czy blokery polimeraz
RNA); (iii) facznik sprzegajacy ze sobg dwa powyzsze elementy i uwalniajgcy substancje
cytotoksyczng w srodowisku nowotworéw (np. wewnatrz komérek nowotworowych w
wyniku hydrolizy lizosomalnej facznikdw, po internalizacji koniugatow).

We ,,wprowadzeniu” doktorant zamiescit réwniez opis rodziny ligandéw FGFR1, do ktérych
nalezy FGF2, i krétko nawigzat do wczesniejszych prob zespotu polegajacych na
wykorzystaniu pary FGF-FGFR do wprowadzania czgsteczek cytotoksycznych do komadrek
nowotworowych. W ostatniej czesci tego rozdziatu autor uzasadnia wybor FGF2 do
konstrukcji nowych koniugatéw. Nieco odmienne cechy biochemiczne i funkcjonalne tego
czynnika, w stosunku do wczesniej wszechstronnie badanego przez zesp6t FGF1, pozwalaty
mie¢ nadzieje na opracowanie bardziej skutecznych konstruktéw biatkowych. Do tych
porzgdanych cech FGF2 w stosunku do FGF1 nalezg wieksza stabilnos¢ chemiczna oraz
termiczna, jak rdwniez wieksza specyficznos¢ wzgledem rodziny receptorow FGF, co pozwala
na bardziej selektywny dobdér komdorkowych obiektéw terapii.

Cel pracy.

Gtéwnym celem badan byta konstrukcja i charakterystyka biofizyczna, biochemiczna i
funkcjonalna kilku réznych koniugatéw biatko-lek na bazie czgsteczki naprowadzajgcej FGF2.
Cel pracy zostat zrealizowany poniewaz z powodzeniem udato sie opracowaé kilka
funkcjonalnych konstruktéw biatkowych, relatywnie wybiérczych wzgledem komérek z
nadekspresjg FGFR1.
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Wyniki i dyskusja.

W trzech publikacjach opisano kilka réznych monomerycznych lub dimerycznych
koniugatéw FGF2 zawierajgcych jako cytostatyk odpowiednio; monomylo aurostatyne E
(MMAE)—inhibitor polimeryzacji mikrotubul (publikacja 1), PEGylowane pochodne
hydrofilowej aurostatyny Y, inhibitora polimeryzacji mikrotubul (publikacja Il), i jednoczesnie
dwa zwigzki cytotoksyczne réznigce sie mechanizmem dziatania- MMAE, i amanityne alfa-
inhibitor polimerazy Il i [l RNA (publikacja Ill). Opracowanie tych konstruktéw biatkowych
wymagato wyprodukowania réznych mutein FGF2, ktére umozliwity dotgczenie w zgdanych
pozycjach odpowiednich tgcznikdw, jak réwniez bardzo dobrej orientacji w chemii i biologii
peptyddéw w celu zaprojektowania odpowiednich linkeréw.

Konstrukcja wszystkich przedstawionych do oceny publikacji jest podobna i sktada sie z kilku
elementdw; (i) charakterystyki biofizycznej/biochemicznej nowoutworzonych konstruktéw
biatkowych FGF2 pod katem miedzy innymi zachowania cech wigzania sie do FGFR1 i/lub
analizy zdolnosci komérki do aktywacji szlakow sygnatowych zaleznych od FGFR1 po
zwigzaniu konstruktéw, (ii) potwierdzenia spodziewanej internalizacji koniugatow i lokalizacji
komdrkowej w endosomach a nastepnie w lizosomach, koniecznej do zwolnienia aktywnego
leku, i (iii) analizy efektu cytotoksycznego konstruktéw FGF2 przy uzyciu komadrek réznigcych
sie poziomem ekspresji FGFR1, w tym komérek z nadekspresja tego receptora jako modelu
komodrek nowotworowych poddanych celowanej terapii.

Opracowanie réznych konstruktéw na bazie FGF2 w trzech kolejnych pracach, doktorant
uzasadnif checig udoskonalenia przynajmniej dwéch istotnych cech koniugatéw mogacych
miec znaczenie dla farmakokinetyki dziatania tych lekéw; (i) wydtuzeniem czasu usuwania
koniugatéw z krwiobiegu przez filtracje ktebuszkowg w nerkach poprzez zwiekszenie
promienia hydrodynamicznego koniugatu do rozmiaru odpowiadajgcego biatkom
globularnym o masie czgsteczkowej ~ 60 kDa, jak réwniez (ii) uzyskaniem lepszej swoistosci i
efektywnosci cytostatykow wzgledem komérek nowotworowych. W tym kontekscie
najbardziej efektywne okazaty sie koniugaty dimeréw FGF2 zawierajgce dwie rdzne
substancje cytotoksyczne, i wymagany promien hydrodynamiczny.

Whioski koncowe

W mojej opinii niewatpliwg zaletg rozprawy jest bardzo dobry, oparty na nowoczesnych
metodach warsztat badawczy, obejmujacy takie metody biofizyczne i biochemiczne jak
spektrometria mas, metody fluorometryczne do badan stanu natywnego biatkowych
konstruktéw, mikroskalarna réznicowa fluorymetria skaningowa, interferometria
biowarstwowa, mikroskopia konfokalna czy cytometria przeptywowa. Czytajac rozprawe
odniostam wrazenie, ze inzynieria biatek jest powotaniem doktoranta i ze z duzg tatwoscia
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koncepcyjng i warsztatowg tworzy on konstrukty biatkowe. Inzynieria biatek potrafi byé
zmudnym i czesto frustrujgcym procesem, ale w sposobie prezentacji rozprawy dominuje u
czytajgcego wyczuwalne poczucie satysfakcji autora-inzyniera czasteczek z udanego
opracowania nowych koniugatéw biatkowych o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym.

Za gtdwne zagadnienie wymagajgce pogtebionej dyskusji uwazam brak prezentacji wynikow
testéw in vivo badajgcych skutecznosé, swoistos$é i immunogenno$é nowoutworzonych
koniugatéw FGF2. Zasadniczo polemizowatabym z doktorantem co do spodziewanego braku
immunogennosci takich konstruktow. W swojej rozprawie, doktorant kilkakrotnie uzywa
argumentu, ze w odréznieniu od koniugatow stworzonych na bazie przeciwciat, pochodne
FGF2 beda raczej mato jesli w ogéle immunogenne, poniewaz FGF2 jest naturalnie
wystepujgcym czynnikiem wzrostu. Niestety w wyniku modyfikacji koniecznych do
sprzegniecia FGF2 z cytostatykami, jest duze prawdopodobienstwo ze FGF2 straci tg zalete
czasteczki natywnej i bedzie prowokowat odpowiedz immunologiczng. Miedzy innymi to
zagadnienie pomoga rozstrzygnac testy in vivo.

Takie testy pozwolityby réwniez na bardziej jednoznaczng ocene skutecznosci koniugatéw
FGF2 w stosunku do komdrek nowotworowych i potencjalnych efektéw ubocznych
wzgledem komadrek zdrowych. Jest to tym bardziej istotne, ze w przedstawionych w
rozprawie wynikach testéw in vitro, zasadniczo zaden z zastosowanych koniugatéw FGF2 nie
wykazat 100% efektu toksycznego wzgledem komodrek ekspresjonujgcych FGFR1. Z reguty
okoto 20% komérek z nadekspresjg FGFR1 przezywato w obecnosci maksymalnych stezen
koniugatéw FGF2 uzytych w testach cytotoksycznosci (z wyjatkiem komadrek U20S-R1
taktowanych dimerycznym konstruktem FGF2). W ukfadzie in vivo, ten brak catkowitego
zahamowania wzrostu komodrek nowotworowych moze doprowadzi¢ do wyselekcjonowania
klonéw komérek nowotworowych np. pozbawionych powierzchniowej ekspresji receptora
FGFR1 w wyniku tzw. edycji (zanikania cech, ktére sg przedmiotem ataku). Edycja jest miedzy
innymi jedng z przyczyn niepowodzen niektdrych strategii stosowanych w immunoterapii
nowotworéw.

Proponuje aby doktorant odnidst sie do tych zagadnien i przedstawit swoje przemyslenia na
ten temat podczas publicznej obrony. Chciatam réwniez zacheci¢ doktoranta do dyskusji na
temat rzeczywistych pozioméw ekspresji FGFR1 na komérkach zdrowych i nowotworowych,
w kontekscie badania cytotoksycznosci konstruktéw FGF2 w oparciu o transgeniczne
komorki z nadekspresjg FGFR1, takie jak U20S-R1. Podczas tej dyskusji bytabym réwniez
ciekawa zdania doktoranta na temat tego w jaki sposdb prawdopodobna dostepnosc¢ innych
czynnikdw wzrostu z rodziny FGF w otoczeniu nowotworow moze wptyngé na skutecznosé
proponowanej terapii. Nie byto tez dla mnie jednoznaczne w trakcie lektury rozprawy, naile
uzyskane przez doktoranta koniugaty wykazywaty niepozadang tendencje do agregacji. Dla
przyktadu, w publikacji | dotyczacej koniugatu FGF2 z 3 czgsteczkami MMAE doktorant nie
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wskazywat na powazne problemy z agregacjg jednego z takich konstruktéw, podczas gdy w
pracy Il odnoszacej sie do czgsteczek FGF2 sprzegnietych z trzema czgsteczkami MMAE,
wymienia agregacje takich koniugatéw jako przeszkode w osiggnieciu bardziej
cytotoksycznych konstruktéw ,,obtadowanych” MMAE.

Powyzsze uwagi i sugestie nie umniejszajg mojej wysokiej oceny pracy, ktérg cechuje
naukowa dojrzatos¢, logiczny plan doswiadczen i imponujgcy warsztat inzynierii czasteczek.
Wykonanie testéw in vivo, na ktére gorgco namawiam doktoranta, bedzie na pewno
czasochtonne i wymagajace eksperymentalnie, ale zaprezentowane badania w mojej opinii
bardzo zyskajg na znaczeniu jesli skutecznos¢ koniugatdw potwierdzg testy in vivo. Niniejsza
dysertacja stanowi dobry punkt wyjscia do dalszych badan w tym zakresie.

Przedstawiona do oceny dysertacja spetnia wymogi okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdzn. zm. ). Zgtaszam zatem formalny wniosek do Rady
Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie Pana
Mateusza Krzyscika do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

prof. Joanna Cichy
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