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Streszczenie

Ukierunkowana terapia przeciwnowotworowa, wykorzystujaca czasteczki specyficznie
rozpoznajgce cele molekularne charakterystyczne dla zmienionych komoérek, stanowi
dynamicznie rozwijajgce sie podejscie lecznicze alternatywne dla chemioterapii cytotoksyczne;.
Zastosowanie terapii celowanej umozliwia zaré6wno wzrost skutecznosci, jak i znaczne obnizenie
skutkéw ubocznych leczenia. Aktualne doniesienia naukowe wskazujg, ze do grupy biatek
zaangazowanych w procesy nowotworzenia nalezg fibroblastyczne czynniki wzrostu (FGF) oraz
ich receptory (FGFR). Wykazano, ze oddzialywanie FGF-FGFR moze stanowi¢ istotny cel
molekularny w terapii przeciwnowotworowej. W niniejszej pracy skupiono sie na otrzymaniu
i scharakteryzowaniu ligandéw biatkowych w réznych formatach, wigzacych FGF1 badZ FGFR1,
zdolnych do ostabiania lub blokowania oddziatywania FGF-FGFR.

W pierwszym etapie, w celu otrzymania fragmentéw przeciwcial wigzacych FGF1,
przeprowadzono selekcje z uzyciem techniki prezentacji biatek na powierzchni fagéow (phage
display) z bibliotek przeciwcialowych Tomlinson I i J. Otrzymane jednotaricuchowe fragmenty
zmienne przeciwcial (scFv) wstepnie analizowano z uzyciem testu immunoenzymatycznego
(ELISA) i interferometrii biowarstwowej (BLI), a nastepnie wybrane biatka poddano
nadprodukcji w systemie bakteryjnym i oczyszczaniu z wykorzystaniem chromatografii
powinowactwa. Siedem uzyskanych fragmentow scFv szczegdétowo scharakteryzowano pod
katem specyficznos$ci wobec antygenu docelowego, wykorzystujgc metody ELISA, magnetyczny
rezonans jadrowy (NMR), a takze BLI oraz okre$lajac parametry kinetyczne wigzania do FGF1.
Wykazano, ze wybrane scFv charakteryzuja sie specyficzno$cig oraz wysokim powinowactwem
wobec FGF1, o czym $wiadcza niskie wartosci statych dysocjaciji.

W kolejnym kroku trzy opracowane czasteczki scFv przeformatowano do biwalentnych
scFv-Fc. Biatka te, po nadprodukcji w systemie ssaczym i oczyszczaniu, poddano charakterystyce

oraz wyznaczono ich parametry kinetyczne. Za pomocg pomiaréw metoda BLI potwierdzono, Ze



zmiana formatu pozytywnie wplyneta na wtasciwosci opracowanych przeciwcial. W ostatniej
czeSci tego etapu pracy przeprowadzono analize aktywnosci biologicznej uzyskanych
fragmentoéw przeciwciat, wykorzystujac linie komérkowe, charakteryzujace sie nadprodukcja
biatka FGFR1 na swojej powierzchni. Dowiedziono, Ze cztery scFv — scFvC9, scFvD2, scFvC1 oraz
scFvG4, posiadaja potencjal do efektywnego blokowania zaleznej od FGF1 aktywacji FGFR1
w komdrkach mysich fibroblastéw NIH/3T3, jak réwniez ludzkiego kostniakomiesaka U20S,
stabilnie transfekowanych FGFR1 (U20SR1). Eksperymenty proliferacyjne przeprowadzone na
liniach NIH/3T3 oraz ludzkiego kostniakomiesaka G-292 nadprodukujacego FGFR1 wykazaty, ze
scFvD2, scFvC1l i scFvE5, a takze scFvD2-Fc, scFvC1-Fc oraz scFvG4-Fc charakteryzuja sie
zdolnos$cig do wydajnego blokowania mitogennej aktywnos$ci FGF1.

Drugi etap pracy zakladat opracowanie, otrzymanie i analize wigzania peptydow
rozpoznajagcych FGFR1 w fuzji z fragmentem Fc - czasteczek peptibodies - oraz badanie
aktywnos$ci in vitro uzyskanych biatek. Na podstawie danych literaturowych i struktur
krystalicznych, w sekwencji aminokwasowej biatka FGF2 wytypowano rejony odpowiedzialne
za oddziatywanie z receptorem i zaprojektowano biatka fuzyjne peptibodies o potencjalnej
zdolno$ci wigzania do FGFR1. Biatka rekombinowane nadprodukowano w systemie ssaczym,
oczyszczono poprzez chromatografie powinowactwa i poddano charakterystyce. Nastepnie
otrzymane peptibodies przeanalizowano pod katem zdolnosci do zahamowania aktywacji
szlakdw sygnatowych zaleznych od FGF1 w komdrkach linii U20SR1 i wykazano, ze peptibody R
wydajnie blokuje aktywacje FGFR1. W ostatnim kroku, za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej,
oceniono wigzanie oraz kolokalizacje opracowanych peptibodies z FGFR1 obecnym na
powierzchni komdrek linii U20SR1 oraz U20SR1-SBP, nadprodukujgcych FGFR1 znakowany
peptydem wigzacym streptawidyne (SBP). Potwierdzono, Ze opracowane peptibodies wiaza sie
specyficznie do zadanego antygenu.

Przedstawione wyniki wskazuja, Ze otrzymane w ramach pracy fragmenty przeciwciat
oraz biatka w formacie peptibodies posiadaja potencjat do zastosowania jako czasteczki ligand

trap, a takze czasteczki kierujace w terapiach przeciwnowotworowych.
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