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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Karoliny Swiderskiej

pt. ,,Konjugat zasadowego fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGF2) zawierajgcy dwa zwigzki

cytotoksyczne o réznym mechanizmie dziatania”

W ostatnich latach dokonat sie ogromny postep w leczeniu nowotworéw. Zawdzieczamy go
wprowadzeniu do klinik onkologicznych lekow okreslanych mianem preparatow biologicznych.
Sa nimi przeciwciata monoklonalne lub biatkowe ligandy rozpoznajgce swoiscie struktury
antygenowe lub receptory na powierzchni komoérek rakowych, ktére sg nieobecne lub wystepujg
w niewielkich ilosciach na zdrowych komdérkach. Te specyficzne ligandy i przeciwciata koniuguje
sie z biatkowymi toksynami zabijajgcymi komorki lub cytotoksycznymi zwigzkami. Ta nowa
generacja preparatéw biologicznych wykorzystywana jest w przeciwnowotworowej terapii
celowanej, ktéra w przeciwienstwie do chemoterapii i radioterapii wybidrczo niszczy komorki
nowotworowe wywotujgc niewielkie skutki uboczne. Pomimo licznych sukcesow terapii
celowanej, ktéra uczynita mozliwym skuteczne leczenie wielu nowotworow, to nadal wiele

z rakéw opiera sie najbardziej wyrafinowanym metodom leczenia. Spowodowane jest to
heterogennoscig komorek nowotworowych i zwigzang z nig lekoopornoscig, w tym rowniez na
leczenie celowane. Z tego wzgledu niezbedne jest poszukiwanie nowych sposobdw swoistego
dostarczania cytotoksycznych zwigzkéw do komorek nowotworowych. W ten bardzo istotny

i wysoce konkurencyjny nurt badan w sposob genialny wpisuje sie praca doktorska mgr Karoliny
Swiderskiej wykonana w Zaktadzie Inzynierii Biatka na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu

Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka Otlewskiego.

W swojej pracy doktorskiej mgr Swiderska wykorzystata biatkowy czynnik wzrostu
fibroblastow-2 (FGF2) sprzezony z dwoma zwigzkami cytotoksycznymi o odmiennym
mechanizmie dziatania aby wprowadzi¢ je rownoczesnie do komdrek nowotworowych.
Mechanizm celowego dziatania tak przygotowanego preparatu biologicznego polega na tym,
ze wiele nowotwordéw ztosliwych cechuje sie nadekspresjg receptora swoiscie wigzagcego FGF2
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(FGFR1). Wigzanie liganda (FGF2) z FGFR1 prowadzi do jego internalizacji i wybiérczego
zabijania komérek nowotworowych przez dostarczone do komédrek zwigzki cytotoksyczne. Aby
osiggnac ten cel doktorantka opracowata metode nadprodukcji biatka FGF2 zawierajgcego
nienaturalng reszte aminokwasowg — propargylolizyne — wprowadzong za pomocg kodonu
amber w miejsce jednej z dwoch reszt cysteiny w powierzchniowych petlach tancucha
polipeptydowego FGF2. Dzieki temu byto mozliwe przytgczenie pochodnej
monometyloaurystatyny E poprzez reakcje cykloaddycji azydkow do terminalnych alkinéw
tanncucha bocznego propargylolizyny. Pozostata reszta cysteiny zostata wykorzystana do

przytaczenia pochodnej alfa-amanityny w reakcji grupa tiolowa-maleimid.

Nienaruszona struktura i aktywnos¢ biologiczna (wigzanie sie z FGFR1, aktywacja
kaskad sygnatowych i internalizacja) jednorodnego produktu zawierajgcego dwa zwigzKki
cytotoksyczne zostata zweryfikowana doswiadczalnie stosujgc odpowiednie do tego metody. Na
3-cim etapie badan potencjat zabijania komérek nowotworowych czgsteczki FGF2
z przytgczonymi zwigzkami cytotoksycznymi (pojedyncze i podwéjny koniugat) zostat
przetestowany na linii komorek nowotwordw ptuc i ludzkiego kostniakomiesaka. W tych
doswiadczeniach doktorantka wykazata znacznie wyzszy synergistyczny efekt cytotoksyczny
podwdjnie sprzezonego FGF2 niz pojedynczych koniugatéw, ktory zalezat od poziomu ekspresji
FGFR1. W ten sposob osiggniety zostat cel pracy doktorskiej jakim byto opracowanie metody
produkcji FGF2 z przytgczonymi zwigzkami cytotoksycznymi, ktéry moze byé wykorzystany w

terapii celowanej do niszczenia lekoopornych komérek nowotworowych z nadprodukcja FGFR1.

Ten krotki opis osiggnieé mgr Swiderskiej w zaden sposéb nie oddaje wktadu pracy,
inwenciji, szerokiej wiedzy teoretycznej i praktycznej w zakresie chemii i biologii, ktore byty
niezbedne do realizacji projektu. Czytajgc rozprawe nie jest trudno sie zorientowac, ze sukces
nie przyszedt doktorantce tatwo i wymagat zastosowania wielu r6znorodnych innowacyjnych
metod. Ten aspekt pracy nalezy doceni¢ w szczegdlny sposéb. W zwigzku z stosowanymi

metodami mam jednak szereg pytan, na ktore oczekuje odpowiedzi w czasie publicznej obrony:

1) Do pomiaru zdolnos$¢ wigzania koniugatéw FGF2 z receptorem (FGFR1) wykorzystano
metode interferometrii biowarstwowej (ang. bio-layer interferometry). Prosze o zwiezte

przestawienie na czym ta metoda polega, najlepiej w czasie autoreferatu.

2) Poziom ekspresji FGFR1 byt szacowany na podstawie wyniku analizy Western Blot.
Zastanawiam sie, dlaczego nie skorzystano z cytometrii przeptywowej, ktora jest metoda

ilosciowa, a w dodatku pozwalajgcg mierzy¢ wytacznie receptor na powierzchni komoérek?

WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI I BIOTECHNOLOGII U]
2



3) Analiza widma emisji fluorescenciji byta rutynowo stosowana do weryfikacji natywne;j
struktury renaturowanych koniugatéw biatka EGF2. Jednorazowo (rysunek 34) zastosowano
do tego celu pomiar dichroizmu kotowego (CD). Czy byt jaki$ powdd, dla ktérego za kazdym
razem nie stosowano CD do weryfikacji struktury renaturowanych biatek? Przy okazji
chciatbym sie dowiedziec jakie jeszcze inne metody mogg stuzy¢ do potwierdzenia

prawidtowej struktury rekombinowanych biatek?

Uwagi krytyczne:

Za wyjagtkiem braku statystycznej analizy wynikow cytotoksycznego dziatania podwojnych
i pojedynczych konjugatow EGE2 na rdzne typy komorek (rysunki 40-42) praktycznie nie mam
zadnych uwag krytycznych. Uwagi te ograniczajg sie one do wypunktowanie ,literowek”,
stosowania zargonu laboratoryjnego w tekscie pracy oraz niewielkich niescistosci technicznych.
Dla porzadku i niejako z koniecznosci udowodnienia, ze z uwaga przeczytatem catg prace

doktorska wymieniam te potkniecia w kolejnosci, w jakiej pojawity sie w teksScie pracy.
str. 35, 3 linia od géry: jest ,dobywac” — powinno by¢ ,odbywac”
str. 37, 4 linia od dotu: jest ,Innym” — powinno by¢ ,Inny”
str. 38, 4 linia od dotu: w jezyku polskim chyba nie ma stowa ,cytotoksyk”
str. 52, 4 linia od dotu: jest ,emperaturze” — powinno by¢ ,temperaturze”

str. 53, jest ,preparacja” — powinno by¢ ,przygotowanie”. ,Preparacja” pojawia sie jeszcze na
stronie 62.

str. 53, linia 7 od géry: 2 x ,C”

str. 60, linia 2 od dotu: jest ,kuweta kwarcowa o grubosci 10 mm” — powinno by¢ ,kuweta

kwarcowa o drodze optycznej 10 mm”
str. 61, linia 5 od gory: j.w.

str. 64/65/66: Fluorescencje rezorufiny mierzono przy dtugoéci fali 590 nm. Jaka byta

dtugo$¢ fali wzbudzajgcej?

Biorgc pod uwage, ze rozprawa liczy 114 stron, a znalaztem w niej tylko 10 niescistosci, wiec

mozna powiedzie¢, ze praca jest napisana praktycznie bezbtednie.
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Uwagi redakcyjne:

Pod wzgledem objetosci pracy, podziatu na rozdziaty oraz od strony redakcyjnej tekstu
i ilustracji rozprawa mgr Karoliny Swiderskiej miesci sie w normach ogdlnie przyjetych dla tego

typu opracowan. Liczy 114 strony tekstu, zawiera 44 rysunki i schematy oraz 16 tabeli.

Wstep (Rozdziat 1) liczy 27 stron maszynopisu jest doskonatym wprowadzeniem do
zagadnien, takich jak metody stosowane w antynowotworowej terapii celowane;j
z zastosowaniem koniugatow zwigzkdéw cytotoksycznych z monoklonalnymi przeciwciatami oraz
z FGF2. Opisane sa réwniez obecne stosowane w terapii nowotworéw celowane leki
biologiczne, przedstawiony jest ich mechanizm dziatania, jak rowniez metody konstruowania
homogennych koniugatow biatko-zwigzek cytotoksyczny. Rozdziat ten jest zredagowany
w inteligentny i klarowny sposéb i zawiera wszystkie niezbedne informacje nawigzujgce do
wynikow opisanych w rozprawie. We wstepie brakuje mi tylko krotkiego opisu innych terapii
celowanych, z wykorzystaniem zwigzkéw radioaktywnych, fotodynamicznych czy toksyn
bakteryjnych. Proponuje, zeby w czasie obrony doktorantka krotko zreferowata te nowoczesne
metody leczenia nowotwordéw w kontekscie ich przewag i wad w porownaniu z metodg bazujgca
na FGF.

Cele pracy sformutowane sg precyzyjnie na jednej stronie maszynopisu (Rozdziat 2).

Materiaty stosowane w pracy (Rozdziat 3) oraz metody (Rozdziat 4) sg szczegdtowo i bardzo

jasno opisane. Ta czes¢ rozprawy liczy 24 strony maszynopisu.

Wyniki (Rozdziat 5) przedstawione sg na 33 stronach w sposéb bardzo przejrzysty.

Zrozumienie wynikéw utatwiajg doskonale przygotowane ryciny i tabele.

Liczgca 9 stron dyskusja (Rozdziat 6) jest napisana po mistrzowsku i podobnie jak pozostate

czesci pracy czyta sie ja z prawdziwg przyjemnoscia.

Ogodlne podsumowanie (Rozdziat 7) miesci sie na jednej stronie i wypunktowuje

nowatorskos¢ zastosowanej metody i gtbwne osiggniecia opisane w pracy.

Prace konczy wykaz literatury, obejmujgcy 136 pozycji bardzo dobrze wybranych z posréd
wielu tysiecy prac, ktére ukazaty sie w tym temacie. Dowodzi to o dojrzatym, znakomitym
przygotowaniu doktorantki do podjecia postawionych sobie celéow badawczych. W

przewazajgcej wiekszosci sg to artykuty oryginalne opublikowane w okresie ostatniej dekady.
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Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr Karoliny Swiderskiej zawiera oryginalne wyniki badan,
cechujgce sie duzg nowoscig naukowg. Wnoszg one nowatorski wktad w planowanie
antynowotworowych terapii celowanych opartych o podwdjne koniugaty czynnikow
synergistycznie dziatajgcych czynnikdéw cytotoksycznych sprzegnietych z FGF2. Cze$¢
z przedstawionych w rozprawie wynikéw zostata opublikowana w Bioorganic & Medicinal
Chemistry, co bezstronnie swiadczy o ich wartosci naukowej. Doktorantka jest pierwszym
autorem tej pracy, nie ma wiec watpliwosci jaki byt jej udziat w przeprowadzonych badaniach.

Z tego wzgledu biorgc pod uwage nowatorstwo i znaczenie poznawcze, jak réwniez potencjalne
aplikacyjne zastosowanie opisanych w rozprawie zwigzkéw antynowotworowych oraz dorobek
naukowy doktorantki stwierdzam, Zze rozprawa doktorska mgr Karoliny Swiderskiej spetnia
wszystkie zwyczajowe i ustawowe wymagania stawiane tego typu pracom w dziedzinie
chemii/biochemii i zastuguje na wyréznienie odpowiednig nagrodg. Wnosze wiec do wysokiej
Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie rozprawy i dopuszczenie

jej autorki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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