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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Lipok pt. ,,Selekcja i optymalizacja peptydowych
antagonistow odziatywania FGF1-FGFR1” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka
Otlewskiego

Praca dotyczy badan nad wykorzystaniem do celow terapeutycznych nadekspresji w
nowotworach receptora czynnika wzrostu fibroblastow 1 (FGFR1) lub jego liganda (FGFI).
Préby zastosowania inhibitorow peptydowych do terapii nowotworéw FGFR-zaleznych byty
podejmowane juz wczedniej, ale ich skutecznosé okazywata sig¢ niewystarczajgca. Dlatego
podjety temat pracy doktorskiej wychodzi naprzeciw aktualnych potrzeb medycyny, terapii
celowanej. Tematyka tych badan wywodzi sie z dorobku Zaktadu Inzynierii Biatka na Wydziale
Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, jest efektem wieloletnich prac w zakresie
inzynierii genetyczej i bogatego dorobku zespotu w tej dziedzinie. Poszukiwanie peptydowych
inhibitoréw szlakéw enzymatycznych w kierunku zablokowania rozwoju nowotworu miesci sig
w najwazniejszych trendach $§wiatowych w biochemii i medycynie. Badaniami objgto czynnik
wzrostu fibroblastéw FGF1 i jego receptor FGFRI1, aby sprawdzi¢ mozliwosci zahamowania
oddziatywan miedzy tymi czgsteczkami w stopniu umozliwiajagcym zastosowanie w leczeniu.
Badania majg istotne znaczenie biologiczne, a wyniki moga znalez¢é wykorzystanie praktyczne w
opracowywaniu nowych lekéw. Praca ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich, jest podzielona
na rozdzialy, na poczatku umieszczono streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz
skrotéw, wstep, nastepnie cel pracy, spis materiatéw, cze$¢ metodyczng, wyniki i dyskusje z
podsumowaniem oraz spisy pimiennictwa, rycin i tabel. Praca zawiera 135 stron maszynopisu
wraz z 46 rysunkami i 26 tabelami, cytowanymi 199 pozycjami pismiennictwa. We wstgpie do
rozprawy autorka wprowadza do tematyki, uzasadnia logicznie cel badan, omawia receptory
fibroblastycznych czynnikéw wzrostu, same ligandy FGF, aktywacje szlakow sygnalnych
zaleznych od FGFR, ich deregulacje zalezne i niezalezne od liganda, by przej$¢ do omawiania
strategii terapii celowanych w leczeniu nowotwordéw. Opisuje inhibitory, peptydy, aptamery i

przeciwciata skierowane wobec FGFR. Odnosnie czynnikéw skierowanych wobec FGF wsrod



potencjalnych lekéw przestawia przeciwciala, peptydy, putapki ligandu FGF, przybliza rowniez
kwestie zwigzane z opornodcig na celowane terapie przeciwnowotworowe. Nastepnie omawia
techniki zastosowania bibliotek fagowych do poszukiwania czasteczek wigzacych cel
molekularny, ich konstruowanie, selekcje. Osobny rozdzial poswigcono wykorzystaniu
peptydéw w terapii, zwlaszcza w leczeniu nowotworéw i modyfikacjom peptydow
terapeutycznych dla wydluzenia ich okresu trwania w krazeniu i polepszenia wigzania z
antygenem. Wstgp podsumowuje opisem cyklizacji peptydéw jako spodziewanej modyfikacji,
ktéra moze przynie$é korzysci w postaci lepszych efektow leczniczych. Cel badan formutuje w
postaci przyjetej strategii poszukiania peptydow bedacych antagonistami oddziatywania FGFI-
FGFR1, czyli selekcji peptydow liniowych i cyklicznych wigzacych si¢ z receptorem lub
ligandem.

Wydzielona cze$¢ Materiaty, z opisem linii komérkowych, podilozy hodowlanych,
materialéw do biologii molekularnej, do pracy z biatkami, do syntezy chemicznej, buforéw i
aparatury, pozwolila na klarowny opis samych metod. W tej czesci opisano procedury selekeji
fagowych bibliotek peptydéw cyklicznych wiazacych sig¢ do zewngtrzkomorkowej domeny
FGFR1. Namnozone klony fagowe poddano sekwencjonowaniu, a wybrane badano w tescie
ELISA z optaszczonym FGFR1-Fc, przy czym takze uwzgledniono wyniki dodatkowego testu
wzgledem Fc. Test kompetycyjny ELISA w obecnosci FGF pozwolil na otrzymanie
dodatkowych informacji o charakterze wigzania danego klonu, poprawienia specyficznosci
selekcji. Po tym przeprowadzono synteze, cyklizacje¢ i oczyszczanie peptyddw, a nastgpnie
badanie aktywnosci szlakow sygnatowych zaleznych od FGFRI1 poprzez analizg wptywu
peptydu na na proliferacje komoérek ekspresjonujagcych FGFRI1. Takie samo postgpowanie
zastosowano w przypadku peptydéw cyklicznych wiazacych sie do FGF1, z uzyciem "N NMR
do analizy wigzania peptydu z FGFI1, nastepnie dla peptydéw liniowych wigzgcych sig z
zewnatrzkomoérkowg domeng FGFR1, po czy dla peptydow liniowych wigzacych si¢ z FGF1.
Metody sa dobrze opisane, opatrzone rysunkiem wektora, schematem konstruktu, oraz 17
odpowiednimi tabelami, przez co rozdziat i cata praca, jest logicznym, jednolitym wywodem.

Przeprowadzenie tych  do$wiadczeh nad  selekcja  peptydéow  wigzgcych
zewnatrzkomdrkowsg domene receptora czynnika wzrostu fibroblastow 1 i czynnika wzrostu
fibroblastow 1, ich syntezg chemiczng i analizg aktywnosci hamowania odziatywania FGFR1-
FGF1 pozwolito wyselekcjonowaé peptyd o najlepszych wiasciwosciach antagonisty badanego
oddzialywania. Autorka wykazata, ze cykliczny peptyd R°F8 oddzialuje w tescie ELISA z
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fosforylacji kluczowych biatek szlaku sygnatowego zaleznego od FGFRI. Autorka wykazata,
ze ten cykliczny peptyd oddziatuje specyficznie z FGFFR1c w do$wiadczeniach na linii
BAF/3, nie jest cytotoksyczny wobec komorek linii BAF/3 FGFRIc, lecz w sposob
dawkozalezny oslabia zywotno$é tych komoérek, co $wiadczy o zdolnosci R°F8 do hamowania
odzialywania FGF1-FGFR1. Inne peptydy, wobec FGF1, mianowicie 4 cykliczne i jeden
liniowy, nie miaty zdolnoéci do blokowania interakcji FGF1-FGFR1. Przeformatowane 3
sekwencje liniowe wobec domeny FGFR1 do formatu Peptibody 6 okazaty si¢ stymulowaé
namnazanie komorek linii NIH 3T3, co wykluczyto je z dalszych badan. Dlatego cykliczna
forma peptydu RoF8 okazala sie niezbedna strukturg wykazujaca pozadang aktywnos¢
biologiczng, potwierdzajgc tym samym shuszno$¢ wybranej strategii poszukiwania kandydatow
do dalszych prac nad lekiem przeciwko nowotworom FGFR1-zaleznych. Wyniki majg wartos¢
podstawowa i praktyczng w zakresie poszukiwania nowych terapeutykéw. Dostarczajg gotowy
zwigzek do dalszych badan na zwierzgtach i w testach klinicznych. Interesujgcym byloby
poréwnanie poszukiwania peptydéw metoda selekcji fagowej z metodg skanowania sekwencji
badanego biatka i mapowania peptydéw z uzyciem zestawu peptydéw syntezowanych na
polietylenowych stupkach [Carter, J.M. Epitope Mapping of a protein using the Geysen
(PEPSCAN) procedure. In Peptide Analysis Protocols; Humana Press: New Jersey, NJ, USA,
2014; Volume 36, pp. 207-224, ISBN 0-89603-274-4], poprosz¢ doktorantke o komentarz na
temat mozliwo$ci uzycia tej metody do poszukiwania inhibitoréw interakcji FGF1-FGFR1.

Dyskusja jest bardzo dobrze przeprowadzona, doswiadczenia sg oméwione pod
wzgledem trudnoéci technicznych, szczegélowo pokazano do$wiadczenia prowadzgce do
nieaktywnych lub niespecyficznych produktéw lub o niepozadanych wiasciwosciach, co tez
dostarcza wiele cennych informacji. Autorka umiejetnie podsumowuje uzyskane wyniki, w
odniesieniu do pi$miennictwa. Tutaj nalezy podkresli¢, ze autorka jako pierwsza otrzymala
peptyd cykliczny aktywny, pokazala ze liniowy nie jest aktywny biologicznie, wykazata
sposoby okreslania specyficznosci wigzania peptydu do antygenu, przedstawia analizg ryzyka
podejmowanych strategii badawczych w odniesieniu do poszukiwania peptydowych
inhibitoréw. Konkluzja autorki jest stuszna, ze zmiana aminokwasu moze zwigkszy¢ silg
interakcji peptydu z biatkiem.

Odnosnie uwag krytycznych dotyczg one strony redakcyjnej i to zaledwie kilku
punktéw. Pozycja pismiennictwa 140 jest podana z btednym rocznikiem, PBS to buforowany
roztwor soli fizjologicznej (jak w spisie skrotéw), wiec nie potrzeba terminu ...bufor PBS...

Bogaty w seryny region kwasny receptora jest wart krotkiego wyjasnienia. W tabeli 2 lepie;j:



Zestawienie ssaczych linii komdrkowych uzywanych w trakcie pracy. W tabeli 5 lepiej doda¢
klasy wszystkich przeciwcial pierwszo- i drugorzedowych. W tabeli 6 mowa o pochodnych
aminokwaséw, a nie peptydach uzytych jako substraty do syntezy peptyddw. Odnos$nie
terminologii zbyt duzo uzyto zargonowych okreslen jak stok, eppendorfek, zworteksowano,
falkonu, o/n, ...na podstawie ELISY...(Rys. 19), ...nie stymulowanych zadng molekuls... (Rys.
22). Na Rys. 33 powinno by¢ ...(a) i F°13 (b)... a nie ...(a) i F°16 (b)... Stosowanie w
nadmiarze takich stéw poglebia hermetycznos¢ tekstow. Podsumowujac, nalezy podkresli¢ ze
nie mam uwag krytycznych do pracy o duzej wartosci, dobrze zaplanowanej i wykonane;.
Wyniki przedstawiajg cenne dane, ktore stanowia podstawg do dalszych badan. Praca jest
oryginalnym wktadem w zakresie nauki podstawowej o potencjalnym znaczeniu praktycznym
na polu biomedycznym, przyczynia si¢ do istotnego poszerzenia wiedzy o konstrukcji
docelowych peptydow terapeutycznych. Autorka wykazala si¢ znajomoscig wiasciwie
wykorzystanego piSmiennictwa.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Magdaleny Lipok zawiera oryginalny materiat
do$wiadczalny i spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.). Wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie tej pracy doktorskiej i dopuszczenie mgr
Magdaleny Lipok do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Pozwalam sobie réwniez ztozy¢é Wysokiej Radzie wniosek o wyrdznienie tej pracy ze
wzgledu na duzg warto$é merytoryczng i bardzo dobre wykonanie czesci doswiadczalnej oraz
napisanie calej rozprawy.
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