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Opinia o rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Aleksandry Borek pt. ”Selekcja, optymalizacja i
charakterystyka fragmentéw przeciweial scFv oraz scFv-Fc anty-FGFR2 oraz ich koniugacja z
cytostatykami”.

Terapie celowane, z uwagi na ich stosunkowo wysokg skuteczno$¢ oraz ograniczong
toksycznosci w stosunku do zdrowych tkanek, sg pozgdanym, coraz powszechniejszym
sposobem postepowania w leczeniu nowotworéw. Ich wprowadzanie i stosowanie wymaga
opracowywania nowych lekow specyficznie nakierowanych na rézne rodzaje nowotwordw.
Najczgstszym sposobem nakierowywania  leku na komorki nowotworowe jest uzycie
przeciwcial wykazujgcych specyficzno$¢ wobec charakterystycznego dla danego rodzaju
komorek nowotworowych antygenu. W swojej rozprawie doktorskiej mgr Borek przedstawia
cykl doswiadczen, ktore maja na celu wytworzenie fragmentow przeciwcial specyficznych
wobec zewnatrzkomdrkowej domeny receptora 2 czynnika wzrostu fibroblastow (FGFR2) oraz
skoniugowanie tych przeciwcial z cytostatykiem, co potencjalniec moze prowadzi¢ do
powstania leku nakierowanego na nowotwory charakteryzujgce sie¢ podwyzszong ekspresjg
FGFR2. Badanie przeprowadzone przez mgr Borek majg wige nie tylko znaczenie poznawcze
ale posiadajg rowniez wartos¢ aplikacyjna.

Uklad przedstawionej pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich. Praca opatrzona jest
Wstepem, w drugiej czesci ktorego autorka przedstawia przeglad informacji na temat budowy
oraz mechanizmu dziatania stosowanych wspolczesnie oraz opracowywanych lekow
stosowanych w celowanych terapiach przeciwnowotworowych. Ta czg$¢ jest dobrze napisana
oraz interesujaca, niezbgdna do zrozumienia zastosowanego Ww pracy podejscia

eksperymentalnego. W pierwszej czgsci wstepu doktorantka przedstawita natomiast uzytg w




czgsSci eksperymentalnej pracy technikg¢ phage display. Uwazam, ze ta cze$¢ Wstepu jest
zbedna. Technika phage display bylo tylko uzytym narzgdziem eksperymentalnym i zostata
wystarczajgco opisana w rozdziale Wyniki.

W rozdziatach Materialy oraz Metody Doktorantka rzeczowo i precyzyjnie opisuje
stosowane materialy oraz procedury i techniki eksperymentalne.

W rozdziale Wyniki Doktorantka przedstawia kolejne kroki eksperymentalne sktadajace
si¢ na zastosowane podejscie badawcze majace na celu otrzymanie fragmentéw przeciwciat
skoniugowanych z cytostatykiem. Pierwszy ectap to klonowanie oraz oczyszczenie
zewnatrzkomérkowej domeny receptora FGFR2, ktéra shuzyta jako antygen w kolejnych
eksperymentach. Nastepnie przy uzyciu techniki phage display Doktorantka wyselekcjonowata
z biblioteki Tomlinson jednofanicuchowe fragmenty zmienne przeciwciat (scFv) o wysokim
powinowactwie do FGFR2. Doktorantka podjeta réwniez probe zwiekszenia tego
powinowactwo poprzez zastosowanie drugiej rundy selekcji budujgc biblioteke¢ w oparciu o
wyizolowany w pierwszej rundzie selekcji klon scFv-F7. Nastepnie, w celu zwigkszenia
powinowactwa wyselekcjowanego klonu, przeprowadzono go do formatu biwalentnego
poprzez dodanie regionu stalego przeciwciata (Fc) (pierwszy konstrukt) oraz wygenerowanie
tzw. czasteczki diabody (drugi konstrukt). Po pomiarach, przy uzyciu techniki SPR, statych
oddzialywania pomigdzy przeciwcialami a FGFR2 do dalszych badan wybrano dwa
konstrukty: jeden monowalentny scFv-F7, drugi biwalentny scFv-F7-Fc. Uzyskane w ten
sposob fragmenty przeciwcial byly na nastgpnych etapach koniugowane z cytostatykiem. Jako
cytostatyk wybrano monoetyloaurystyng E, zwigzek bedacy inhibitorem polimeryzacji
tubuliny. Skuteczno$¢ dziatania wolnej monoetyloaurystyny E oraz otrzymanych koniugatow
Doktorantka zbadala uzywajac czterech linii komorkowych. Trzy z tych linii: Snu-16 (ludzki
rak zoladka), NCI-H716 (ludzki gruczolakorak jelita grubego) oraz U20SR2 (ludzki
kostnomigsak stabilnie transfekowany DNA kodujgcym receptor FGFG2) wykazywaly, co
potwierdzono technikg Western blot, nadprodukcje FGFR2. Czwarta linia U20S (ludzki
kostnomigsak) w ktorej nie zachodzita ekspresja FGFR2 stanowifa kontrole negatywna.
Doktorantka pokazata, ze wszystkie te linie komorkowe byly wrazliwe na samg
monoetyloaurystyng E. Co zaskakujgce IC50 dla linii U20S by siedem razy wyzsze niz dla
wywodzacej si¢ z niej linii U20SR2 (U20S stabilnie transfekowane FGFR2). Skad moze
pochodzi¢ tak duza réznica? To w opinii recenzenta trochg¢ utrudnia pozniejszg analizg
dziatania badanych w pracy koniugatow. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze w Dyskusji w tabeli 17,

strona 105, w czasie poréwnywania wszystkich IC50 btednie przypisano linii U20S wartoséé




0.99 jako IC50 dla monoetyloaurystyny E. Jak pokazujg wyniki zawarte na rysunku 29
prawidlowa warto$¢ to 4.93. Zwieniczeniem pracy Doktorantki jest poréwnanie wrazliwosci
analizowanych linii komoérkowych na otrzymane w pracy dwa koniugaty: scFv-F7-
monoetyloaurystyna E  oraz  scFv-F7-Fc-monoetyloaurystyna E. Linie komorkowe
eksprymujgce FGFR2 okazaly si¢ wrazliwe na badane koniugaty, natomiast linia kontrolna nie.
IC50 dla scFv-F7- monoetyloaurystyna E dla wszystkich analizowanych linii byt kilku a nawet
kilkunastokrotnie wyzszy niz dla scFv-F7-Fc-monoetyloaurystyna E. Jak w Dyskusji zauwaza
Doktorantka wynika to z wigkszego powinowactwa do receptora biwalentnego przeciwciata
oraz zwigzania do tego przeciwciala dwodch czgsteczek monoetyloaurystyny E. Wedlug
recenzenta w ramach dyskusji wynikow nalezatoby rowniez przedyskutowac fakt, ze 1C50 dla
wolnej monoetyloaurystyny E jest nizsze niz dla uzyskanych koniugatéw. Zdaje sobie sprawe,
ze tych dwoch wartodei nie mozna porownywaé wprost z uwagi na inny mechanizm
dostarczania cytostatyku do komoérek oraz konieczno$¢ hydrolizy wigzania pomigdzy
cytostatykiem i przeciwcialem w komorce, ale mozna bylo te roznice przedyskutowac. Moze
gdyby np. krécej inkubowa¢ komérki z koniugatami i monoetyloaurystyna E efekt bylby
odwrotny. Czas inkubacji komérek z monoetyloaurystyna E oraz koniugatami byt dhugi i
wynosit 72 godziny. Czy Doktorantka probowata analizowaé krétsze czasy inkubacji komorek
z badanymi substancjami? Nalezy zauwazy¢, ze wyrazny efekt internalizacji przeciwcial do
komorek byl widoczny po 15 minutowej inkubacji. Moze gdyby stosowal krotsze czasu
inkubacji efektywniej niz wolna monoetyloaurystyna E dziatalyby koniugaty. Odpowiedz na to
pytanie wydaje si¢ interesujaca z punktu widzenia skutecznosci dziatania koniugatéw jako
potencjalnych lekow.

Podsumowujac, mgr Aleksandra Borek otrzymata koniugaty fragmentoéw przeciwciat o
wysokim powinowactwie do FGFR2 z monoetyloaurystyna E. Uzyskane koniugaty w
stezeniach nanomolarnych powodowatly $smier¢ komdrek nadprodukujacych FGFR2, natomiast
w tych stezeniach nie byly toksyczne dla komoérek w ktorych nie ma ekspresji FGFR2. Tak
wige, doktorantka w czasie realizacji projektu doktorskiego uzyskata koniugaty, ktore
potencjalnie mogg by¢ lekiem w celowanej terapii nowotworéw nadprodukujacych FGFR2.
Czy w zwigzku z tym planowane sg dalsze badania uzyskanych koniugatow na zwierzgtach?

Nalezy zauwazy¢, ze realizacja projektu doktorskiego wymagata mrowczej pracy.
Doktorantka uzyskala koniugaty w wyniku wieloetapowego procesu eksperymentalnego w
ktérym kazdy poprzedni etap determinowal nastepny. Kazdy z etapow pracy wymagal szeregu

optymalizacji co zostato zdobione i opisane w rozprawie doktorskiej. Taki sposob




postgpowania generowal duza liczb¢ dodatkowych eksperymentéw. Wyniki uzyskane przez
mgr Borek w ramach realizacji projektu doktorskiego uwazam za bardzo wartosciowe.

Sama praca doktorska zostata napisana w jasny i precyzyjny sposob. Nie mam réwniez
zadnych zastrzezen do graficznego przedstawienia wynikow na rycinach. Pewien niedosyt
pozostawia tylko rozdzial Dyskusja. W opinii recenzenta zbyt duzo w nim powtdrzen
informacji zawartych w rozdziale Wyniki. Natomiast bardziej obszerna moglaby by¢
rzeczywista dyskusja wynikow. -

Reasumujac prace doktorskg mgr Aleksandry Borek oceniam bardzo wysoko. Nie mam
zadnych watpliwosci, ze przedstawiona do oceny praca w pelni spetnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim w artykule 13 ,,Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki” z dnia 14 marca 2003. Uzyskane wyniki badan
naukowych w pelni uzasadniaja nadanie Pani mgr Borek stopnia naukowego doktora w
dyscyplinie biotechnologia. W zwigzku z tym zwracam sie¢ do Rady Wydzialu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego z wnioskiem o dopuszczenie Pani mgr inz. Aleksandry Borek do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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