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Recenzja rozprawy doktorskicj mgr Alcksandry Borek
"Selekeja, optymalizacja i charakterystyka fragmentéow przeciwciala scFv i scFv-Fe anty-

FGFR2 oraz ich koniugatow z cytostatykami"

Receptor 2 czynnika wzrostu fibroblastow (FGFR2), nalezacy do rodziny receptorow o
aktywnosci kinaz tyrozynowych, odgrywa istotng role w procesach zyciowych komorki. Po
zwigzaniu liganda, FGFR2 aktywuje szlaki sygnatowe regulujgce kluczowe procesy zyciowe,
takie jak réznicowanie, podzialy komorkowe i migracje. Zmiany w regulacji aktywnosci tego
biatka mogg powodowac zaburzenia rozwoju, a takze procesy nowotworowe. 7 drugiej strony,
terapcutyczne przeciwciala monoklonalne oraz ich koniugaty z cytostatykami stanowig
najszybciej rosngcg grupe lekéw we wspdlczesne] medycynie. Poszukiwanie nowych
przeciwcial monoklonalnych swoistych wobec FGFR2 oraz konstruowanie koniugatow takich
przeciwcial z cytostatykami stanowi w zwigzku z tym bardzo ciekawy projekt badawczy. Co
prawda otrzymano juz takic przeciwciala, 1 sg one w rdznych fazach badan klinicznych, ale
zawsze istnicje mozliwosé otrzymania nowego przeciwceiala o wysokiej swoistodei. Dlatego
zadanie, ktérego podjela si¢ Doktorantka, uwazam za wazne i cickawe.

Oceniana praca ma uklad przyjety dla tego typu opracowan. We Wstepie Doktorantka,
wykazujge si¢ bardzo dobrg znajomoscig tematu, omdwila metody otrzymywania
rekombinowanych fragmentéw przeciweial ze szezegdlnym uwzglednieniem przeciwcial
terapeutycznych oraz ich koniugatow. Autorka przedstawila metody sclekeji fagowej oraz
metody otrzymywania rckombinowanych przeciwcial za pomocg randomizacji regionow
hiperzmiennych. Duza cze$é tego rozdzialu poswigcona jest koniugatom fragmentdw
przeciwcial z cytostatykami.

W drugiej czesci Wsigpu Autorka omowita budowg 1 funkcje receptora 2 czynnika
wzrostu fibroblastow, i temat ten potraktowata dos¢ powicrzchownie. Brakuje schematu
budowy biatka (ktére Autorka opisuje), niewiele tez dowiadujemy si¢ na temat roli FGFR2 w

nowotworach, przy czym Doktorantka uzywa niefortunnych sformutowan jak ,,nieprawidtowa




ekspresja receptorow FGFR™. Uwazam, ze w rozdziale tym powinno znalezé si¢ bardzigj
szczegolowe omdwienie mutacji zwigzanych z FGFR2 wraz z przedstawieniem ich
fizjologicznego znaczenia, tak jak np. w publikacji Hugsten 1 Wiedlocha, Mol. Cancer Res.
2010, 8: 1439. Na zakonczenie rozdzialu Autorka opisuje stosowane dotychczas strategie
terapeutyczne w nowotworach ze zmieniong ckspresjg FGFR2 (tytul tego rozdziatu jest tez
niezbyt szczgsliwy: ,,Obecnie stosowane strategie terapeutyczne wobec FGFR2”).

Celem pracy bylo, jak pisze Autorka, opracowanie (chyba: otrzymanie?) fragmentow
przeciweial specyficznych (raczej: swoistych) wobec ZCW11a11‘zk011161'k0Wc_i domeny receptora
FGFR2 oraz zaprojektowanie koniugatéw przeciwciala z cytostatykiem o zastosowaniu
przeciwnowotworowym wobec réznych typow nowotwordéw charakteryzujacych sie
nadprodukejg FGFR2, ich charakterystyka (nowotworow czy koniugatow?) oraz ocena ich
potencjatu cytotoksycznego.

W rozdziale Materialy 1 Metody przedstawiono metody, jakimi postugiwata sie
Autorka. Byly to: nadprodukcja biatka FGFR2 w komadrkach CHO-S z uzyciem wektora pLev,
oczyszczanie 1 biotynylacja tego biatka, a takze selekcja fragmentow sclFv z gotowych bibliotek
Tomlinson [ oraz J, charakterystyka tych fragmentéw za pomoca testu ELISA i SPR,
randomizacja regionéw hiperzmiennych, otrzymywanie fragmentow scl'v7? w  wersji
dimerycznej 1 w polaczeniu z fragmentem Fe. Autorka opisala rowniez metody hodowli
komorek nowotworowych uzywanych w badaniach oraz testy cytotoksycznos$ci stosowane do
ewaluacji wybranych koniugatow.

W rozdziale Wyniki opisano realizacj¢ poszczegdlnych zadan badawczych. Autorka
opisuje otrzymanic reckombinowanych biatlck FGEFR2 1 F¢ oraz ich analiz¢g za pomocg
spektrometrii mas. Przygotowanie plazmidu ekspresyjnego oraz jego mapa powinny raczej
znalez¢ si¢ w Metodach lub Zataczniku. Nastepnie Doktorantka opisuje selekeje biblioteki scFv
oraz analiz¢ pozytywnych klondéw za pomocg testow ELISA 1 SPR. O ile testy SPT zostaly
pokazane, to wyniki testow ELISA zostaly zaprezentowane w postaci stupkow (po jednym dla
kazdego klonu). Uwazam, ze Autorka powinna pokaza¢ raczej wykresy absorbancji w funkcji
stezenia scl'v (przynajmniej dla wybranych klonow).

Autorka wybrala pig¢ najlepie] reagujgcych fragmentow scFv, oczyscila je i
scharakteryzowata, wykazujgc, ze najwyzsze powinowactwo wobec FGFR2 ma fragment F7
(Kp=37 nM). Postuzyl on Doktorantce do stworzenie biblioteki drugiej generacji metoda
randomizacji regionow hiperzmiennych tancucha ci¢zkiego i1 lekkiego, z ktorej Autorka
wyselekcejonowala kilka klonow, w tym klon scFvE7-H10 o Kp=56 nM. Wielkos¢ ta jest jednak

wyzsza niz Kp wyjsciowego fragmentu scl'v, tak wige nie mozna powiedzie¢, ze ten cykl



cksperymentow zakonczyl si¢ sukcesem. Dlaczego tak si¢ stalo? Bede wdzieczny za
przedyskotowanie tej kwestii.

Autorka nastepnie otrzymata fragment scl'vl’7 w formacie dwuwartosciowym (jako
diabody) i w postaci biatka fuzyjnego z fragmentem Fc, oraz otrzymata koniugaty tych
czasteczek z monometyloarystatyng E. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa tych preparatow
zostata sprawdzona za pomocg testow cytotoksycznosei z uzyciem trzech linii komorkowych:
U20SR2 (komdrki kostniakomigsaka stabilnie transfekowane plazmidem kodujacych, receptor
FGFR2). Snu-16 (komorki raka zotgdka) i NCI-H716 (komorki raka jelita grubego). Komorki
tych linii produkowaty FGIFR2, a wybrano je, poniewaz moga w przyszlodci postuzy¢ to
stworzenia modeli ksenoprzeszczepu raka zoladka oraz raka jelita grubego. Do badania
wrazliwosci komorek na koniugaty scFvE7 z monometyloaurystatyng wykorzystano test
Alamar Blue; Autorka wykazala, ze cytotoksycznosé badanych zwiazkéw byta wyzsza wobec
komorek FGIFR2-dodatnich, niz w wobec komarek nie produkujacych tego biatka. Doktorantka
wykazala, ze najbardziej wrazliwe na koniugaty sa komorki linii Snu-16: obnizenie zywotnosci
do 10% jest powodowane przez sckv-Fe-MMAE w stezeniu 9 nM, podezas gdy dla komorek
linii NCI-H716 wielkos¢ ta wynosi 90 nM. Jest to interesujgce, poniewaz Autorka wykazuje,
ze poziom FGF2 w komorkach tej linii jest taki sam. Jaka moze by¢ przyczyna tego zjawiska?

Dyskusja liczy 10 stron i zawiera liczne podrozdzialy takic jak ,.Modele komérkowe™
czy ,,Analiza preparatéw mikroskopowych barwionych fragmentem przeciwciata scFvF7-Fe”,
ktore moim zdaniem nie powinny si¢ znalez¢ w tej czgdci pracy doktorskiej. Stosunkowo
niewicle uwagi poswicca Autorka omowieniu mechanizmoéw dzialania cytotoksycznych
koniugatow: brakuje mi jednoznacznych wnioskéw na temat cytotoksycznosei otrzymanych
zwigzkow. Autorka nie pisze tez o planach na przyszltosé; jak rozumiem, otrzymane koniugaty
bedg testowane metodami in vivo (prosze Autorke o nadwietlenie tej sprawy).

Na koncu pracy jest jeszcze Podsumowanie, w ktorym Autorka opisuje otrzymane
wyniki, oraz Streszczenie, ktore w zasadzie niewiele rozni si¢ od Podsumowania. Uwazam, ze
zamiast Podsumowania Doktorantka powinna w kilku punktach poda¢ najwaznicjsze
osiggnigcia swojej pracy. Bede wdzigezny Autorce za przedstawienie takich punktow.

Pod wzgledem edytorskim praca nic jest przygotowana najlepiej. Brak nadtytutow
utrudnia czytanie pracy. Praca zostala jednostronnie wydrukowana (dlaczego?) na bardzo
grubym papierze, nie dostatem tez wersji elektronicznej. Ilustracje nie sa zbyt czytelne, co jest
prawdopodobnic zwigzane z bezposrednim wklejaniem plikow jpg do programu Word.

Znalezione przez mnie bledy literowe 1 jezykowe zostaly przekazane Autorce.



Podsumowanie

Pomimo opisanych drobnych niedociggnigc, prace doktorskg Dr Aleksandry Borek
oceniam bardzo wysoko. Autorka wykazata si¢ duza wiedzg i znajomosceig wielu technik
laboratoryjnych, a przedstawiona mi do recenzji praca spelnia wymogi stawiane rozprawom
doktorskim. Podsumowujgc uwazam, zc przedstawiona mi do recenzji praca spelnia warunki
okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.) i skladam wniosek do
Wysokicj Rady Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie mgr

Aleksandry Borek do dalszych etapow przewodu doktorskiego.




