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Streszczenie

Receptor czynnika wzrostu fibroblastow jeden (FGFR1; ang. fibroblast growth factor
receptor 1) jest biatkiem zaangazowanym w aktywacje kluczowych szlakow sygnalnych.
Aktywacja receptora mozliwa jest poprzez jego oddzialywanie z ligandami. Jednym z ligandow
oddziatujacych z FGFR1 jest czynnik wzrostu fibroblastow jeden (FGF1; ang. fibroblast
growth factor 1). Zwigzanie liganda do receptora powoduje aktywacje szlakow sygnalnych
wplywajacych na proliferacje, angiogeneze oraz roznicowanie komoérek. Zaburzenia naturalnej
aktywnosci FGFRI1 sa kluczowym elementem rozwoju wielu typow nowotworéw. Do
najczesciej wystepujacych aberracji receptora mozna zaliczy¢ jego nadmierng amplifikacje na
powierzchni komorki, mutacje punktowe, czy fuzje chromosomowe z innymi biatkami.
Zaburzenia zwigzane z nieprawidtowa aktywnos$cig receptora FGFR1 spotykane sg najczgsciej
w nowotworach ptuc i piersi.

Zahamowanie aktywacji FGFRI, jest jedna z metod wykorzystywanych w terapiach
wycelowanych w nowotwory FGFR1 - zalezne. Do dnia dzisiejszego FDA pozytywnie
zaopiniowata dwa leki skierowane na FGFR, ktore moga zosta¢ wykorzystane w terapii
celowanej. Sg to erdafitinib (Balversa) oraz pemigatinib (Pemazyre). Obie czasteczki to
selektywne inhibitory niskoczasteczkowe wycelowane w wewnatrzkomoérkowa domeng kinazy
tyrozynowej FGFR.  Alternatywg stanowig potencjalne leki  wycelowane w
zewnatrzkomorkowg domeng¢ FGFR lub jego ligandy, ktore zaczynaja by¢ testowane w
poczatkowych fazach badan klinicznych. Do tej grupy mozna zaliczy¢é np. przeciwciata,
ktorych produkcja wigze si¢ niestety z wysokimi kosztami. Ponadto, wiekszo$¢ przeciwciat
wymaga specjalnych warunkéw transportu i przechowywania, co réwniez podnosi koszty 1
ogranicza zakres ich stosowania. Dlatego, optymalnym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢
poszukiwanie czasteczek, ktore beda charakteryzowac si¢ nie tylko dobrymi parametrami
kinetycznymi 1 trwatlg strukturg, ale rowniez niskim kosztem produkcji, tatwoscig transportu 1
niektopotliwym przechowywaniem. Jednym z formatéw potencjalnego leku, ktéry speinia
wigkszo$¢ tych kryteriow sg peptydy. Na korzy$¢ tych czasteczek przemawia szybka i
stosunkowo tania produkcja (w zalezno$ci od dtugosci tancucha i modyfikacji) oraz tatwy
transport i przechowywanie (np. w formie zliofilizowanej). Dobrze zoptymalizowane peptydy
charakteryzuja si¢ roéwniez znaczaca selektywnoscig i silnym powinowactwem do celu
molekularnego.

Celem niniejszej pracy doktorskiej byto poszukiwanie peptydow, ktore oddziatujg
specyficznie z FGFR1 albo z FGF1, i ostabiajg interakcj¢ liganda z receptorem. Do selekcji
specyficznych peptydéow wykorzystano technike Phage Display. Polega ona na
przeprowadzeniu kilku rund selekcji, w toku ktorych stopniowo zaweza si¢ pule klonow
fagowych ekspresjonujacych na swojej powierzchni peptydy, ktore mogg oddziatywaé z
antygenem. Do przeprowadzenia selekcji wykorzystano komercyjnie dostgpng fagowa



biblioteke peptydow cyklicznych Ph.D.™ C7C (New England Biolabs) oraz fagowa biblioteke
peptydow liniowych Ph.D.™ 12 (New England Biolabs).

W ramach realizacji pracy doktorskiej przeprowadzono selekcje fagowych bibliotek
peptydow cyklicznych i liniowych, wycelowanych w zewnatrzkomorkowa domeng FGFR1 lub
FGF1. Nastepnie wyselekcjonowane klony fagowe sprawdzono w tescie ELISA aby
wytypowac te, ktore najsilniej oddziatujg z antygenem. Wybrane klony fagowe zostaty poddane
sekwencjonowaniu w celu ustalenia kolejnosci reszt aminokwasowych w czgsteczkach
peptyddéw wigzacych si¢ do celu molekularnego. Nastepnie, peptydy syntetyzowano na nosniku
stalym zgodnie z strategia Fmoc. Peptydy wyselekcjonowane z fagowej biblioteki peptydow
cyklicznych zostaly poddane cyklizacji w celu utworzenia mostku disiarczkowego pomiedzy
resztami cystein znajdujacych si¢ w ich strukturze. Peptydy cykliczne i liniowe oczyszczono za
pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukiadzie faz odwroconych i
potwierdzono ich mase¢ molowa wykorzystujac do tego celu spektrometri¢ mas. Otrzymane
peptydy zostaty zliofilizowane, po czym ich odpowiednie nawazki rozpuszczono w
dimetylosulfotlenku (DMSQO). W tej formie, peptydy zostaly zbadane w testach komérkowych
na aktywacje¢ szlakow sygnalnych zaleznych od FGFR1, na linii komoérkowej NIH3T3 (mysie
embrionalne fibroblasty), ekspresjonujacej na swojej powierzchni wszystkie typy receptoréw
FGF. Pozwolito to na wytypowanie cyklicznego peptydu F8 (R°F8), ktory oddzialywat z
zewnatrzkomorkowa domeng FGFR1 1 ostabiat oddziatywanie liganda z receptorem. Nastgpnie
peptyd F8 w formie cyklicznej i liniowej poddano testom proliferacyjnym przeprowadzonym
na linii komorkowej BAF/3 FGFR1c (IL-3-zalezna mysia krwiotwoércza linia komérkowa) -
nadekspresjonujacej na swojej powierzchni FGFR1 izoforme Illc, oraz na linii komérkowej
BAF/3, ktora nie wykazuje ekspresji zadnego z receptorow FGF. Wyniki testow
proliferacyjnych przeprowadzonych na linii komérkowej BAF/3 FGFRIc potwierdzity, ze
cykliczny peptyd R°F8 zmniejsza zywotnos¢ komorek, wraz z wzrastajacym stezeniem (1-80
uM). Ponadto, eksperymenty na linii komorkowej BAF/3 wykazaly, ze cykliczny peptyd R°F8
oddziatuje specyficznie z FGFR1c. Nalezy podkresli¢, Zze rezultaty testow cytotoksycznos$ci
peptydow przeprowadzone na linii komoérkowej BAF/3 FGFR1c dowiodty, Ze cykliczny peptyd
R°F8 nie jest toksyczny dla komorek w badanym zakresie stgzen, a zaobserwowany spadek
zywotnosci komoérek wynika ze zdolnosci R°F8 do hamowania interakcji FGF1-FGFR1.
Wyniki testow proliferacyjnych przeprowadzonych na linii komérkowej BAF/3 FGFRI1c
potwierdzity takze, ze cykliczna forma peptydu R°F8 jest niezbgdna, aby wykazywal on
pozadang aktywnos$¢ biologiczna.

Podsumowujac wyniki uzyskane w ramach realizacji pracy doktorskiej nalezy
stwierdzi¢, ze screening fagowych bibliotek peptydow cyklicznych i liniowych wobec FGFR1
i FGF1, pozwolit na wyselekcjonowanie cyklicznego peptydu R°F8, specyficznego wobec
FGFR1, ktory ostabia oddziatywanie tego receptora z ligandem. Warto podkresli¢, ze
wyselekcjonowany peptyd R°F8 jest pierwszym peptydem cyklicznym opisanym w literaturze,
ktory dziala jako antagonista oddzialywania FGF1-FGFRI1. Potwierdzono tez, ze cykliczna
konformacja peptydu jest niezb¢dna do zachowania pozadanej aktywnosci biologiczne;.



