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Recenzja pracy doktorskiej mgr Aleksandry Sokolowskiej-Wedziny zatytulowanej
soelekeja fragmentéw przeciwcial wobec receptora 1 czynnika wzrostu fibroblastow
w celu zastosowania w terapii przeciwnowotworowej”

Praca doktorska mgr Aleksandry Sokotowskiej-Wedziny zostala wykonana w Zakladzie
Inzynierii Bialka Wydziatu Biotechnologicznego Uniwersytetu Wroclawskiego pod opieka
promotora prof. dr hab. Jacka Otlewskiego. Zaktad prof. dr hab. Jacka Otlewskiego prowadzi
migdzy innymi szeroko zakrojone prace nad charakterystyka strukturalng i funkcjonalng
bialek zwigzanych z sygnalizacjag komorkowa, selekcja i badaniem bialek o potencjale
medycznym, ze szczegdlnym uwzglednieniem opracowywania terapii antynowotworowych.
Praca mgr Aleksandry Sokolowskiej-Wedziny wpisuje sie catkowicie w nurt badan
prowadzonych w Zaktadzie Inzynierii Bialka.

Najbardziej ogélnym celem pracy doktorskiej bylo stworzenie nowego, potencjalnego leku
antynowotworowego skutecznie i w sposob celowany zabijajgcego komérki raka ptuca.
W przypadku rozwinigcia si¢ drobnonablonkowego raka ptuca u okolo 20% pacjentéw,
a w przypadku niedrobnokomoérkowego raka ptuca u okoto 6% pacjentéw, dochodzi do
amplifikacji genu FGFRI (Fibroblast Growth Factor Receptor 1) w obszarze guza. Co wazne,
amplifikacja genu FGFRI koreluje z paleniem tytoniu i wystepuje réwniez w innych typach
nowotworow, na ktore cierpig osoby palgce. Jedng z metod leczenia choréb nowotworowych
zwigzanych z jednogenowymi amplifikacjami receptoréw powierzchniowych komérek
nowotworu jest technika ADC (stosowanie leku opartego o koniugat przeciwciato — zwiazek
cytotoksyczny). W swojej pracy Doktorantka postanowita uzyskaé droga selekcji
rekombinowany fragment przeciwciata (scFv) specyficzny wobec zewnatrzkomorkowej
domeny FGFRI, dokonaé¢ zmiany jego formatu do scFv diabody i scFvFc, przeprowadzi¢
analizy oddzialywania z receptorem, wydajnosci i prawidlowej internalizacji fragmentow
przeciwciat w modelach komérkowych, sprzegnigcia najlepszego fragmentu przeciwciala
z silnie toksycznym zwigzkiem MMAE, a nastgpnie charakterystyke koniugatu pod wzgledem
internalizacji komoérkowej i ocenie jego cytotoksycznosci w wybranych modelach
komoérkowych i wreszcie ocenie cytotoksycznosci preparatu na immunokompetentnym
szczepie myszy BALB/c. Mozna powiedzieé, ze cel pracy zostal nakreslony bardzo szeroko,
a jego realizacja wymagata bardzo duzego wkiadu pracy i zastosowania réznorodnych technik
badawczych. Doktorantka wszystkie te cele zrealizowala.

Na poczatek Doktorantka uzyskata biatka fuzyjne ludzkiej zewnatrzkomérkowej domeny
FGFRI1 z fragmentem Fc ludzkiej immunoglobuliny G1. Domena ta zbudowana jest z trzech
subdomen, przy czym pre-mRNA FGFR1 obejmujacy subdomene D3 podlega
alternatywnemu splicingowi, co prowadzi do powstania dwéch izoform FGFR1 — IIIb i Illc.
Izoformy te, jak podaje Doktorantka, roznig sie specyficznoscia wigzania czynnikow
wzrostowych (jest 18 réznych FGF). Nie do konca jest dla mnie jasne, ktora z izoform
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1 czemu uzyskiwata Kandydatka w formie fuzyjnego biatka. Bardzo prositabym o wyjasnienie
w trakcie obrony pracy doktorskiej. Ponadto Doktorantka przygotowata konstrukty do
nadekspresji pozostatych receptorow FGFR (FGFR2, FGFR3 i FGFR4) i samej domeny Fc.
Biatka rekombinowane uzyskano w komorkach ssaczych CHO-S, zapewniajacych peing
glikozylacje powstajacych biatek. Uzyskano nadprodukcje wszystkich biatek, potwierdzono
ich glikozylacj¢. Do tej czesci pracy mam nastgpujace pytania i uwagi: Rys. 30 —
poszczegdlne panele rysunku nie s3 mianowane i bardzo trudno bylo mi wydedukowaé co jest
panelem ,,d”, ,,e” i ,,f”. Bardzo prosz¢ o wyjasnienia. Czy mogtaby prosié¢ o wyttumaczenie
dlaczego SDS PAGE zawyza mas¢ czasteczkowa glikozylowanych bialek w poréwnaniu
zmetodg spektrometrii mas? Czy produkowane w wybranym systemie komoérkowym Fc
moze ulec glikozylacji? Czemu biotynylacji biatka ECD_FGFR1a-Fc-Avi towarzyszy
ponowne rozmycie prazka elektroforetycznego?

Uzyskane fuzyjne bialka postuzyly do selekcji ludzkich scFv specyficznych wobec FGFR1.
Ludzkie przeciwciala w formacie scFv wyselekcjonowano z rekombinowanych bibliotek
ludzkich scFv Tomlinson I i Tomlinosn J dostgpnych komercyjnie i stosujac technike
prezentacji fagowej (phage display). Kazda runda selekcji (a bylo ich trzy) byta poprzedzona
»wymiareczkowaniem” bibliotek scFv w kierunku usunigcia przeciwcial rozpoznajacych
tylko fragment Fc. Z uzyskanych kolonii losowo wybrano ponad 350 i sprawdzono testem
ELISA pod katem wigzania do biatka ECD_FGFRla-Fc. Z tej puli wytypowano 48
najlepszych klonéw do analizy SPR (powierzchniowy rezonans plazmonowy) by wytypowaé
te ludzkie scFv, ktére mialy najkorzystniejsza kinetyke¢ wigzania rekombinowanych
fragmentéw przeciwcial do FGFR1. Wytoniono 28 klonéw, z ktérych ostatecznie do dalszej
charakterystyki wybrano siedem o najlepszych wilasciwos$ciach wigzania do antygenu i po
sekwencjonowaniu okazato si¢, ze maja unikatowe motywy aminokwasowe w regionach
CDR2 i CDR3 regionéw zmiennych ltancucha lekkiego i ciezkiego. Siedem
wyselekcjonowanych bialek poddano indywidulanej nadprodukcji w komérkach E.coli
HB2151 do szczegbtowych pomiaréw kinetyki wigzania FGFR1 i sprawdzenia reaktywnosci
krzyzowej wobec FGFR2, FGFR3, FGFR4 i Fc. Dwa wyselekcjonowane scFv (scFvD2
i scFvC1) wykazaly najmniejsza reaktywnos¢ krzyzowa i bardzo dobre parametry kinetyki
wigzania FGFR1. Te dwa biatka (scFvD2 i scFvC1) wytypowano do analizy dodatkowego
wigzania FGF2 i krzyzowego (scFvD2 versus scFvC1) przez FGFR1. Stosujac nadal technike
SPR wykazano, ze biatka scFvD2, scFvC1 i FGF2 oddziatujg z réznymi, nienaktadajacymi
si¢ domenami z ECD_FGFR1-Fc. Nie jestem specjalistg techniki SPR i w blad wprowadzaly
mnie sensogramy przedstawione na rysunkach 35, 38, 39 ukazujace, jak wydaje mi sie,
kolejne ,,nastrzykiwania” prob, stad calkowity czas przebiegu reakcji wynosit od 3000 s do
7700s. Tymczasem czasy pomiaru kinetyki wigzania dla indywidulanych wariantéw scFv
pokazujg, ze miescity si¢ one w zakresie od 0 do 290 s. Przy sensogramach ukazujgcych
wigceej niz jeden pomiar ta sama czgsteczka biatka (np. D2 z rys.38) ma inny czas wigzania do
FGFRI1 niz na rys. 37. Wprowadza to niepotrzebny zamet i nalezaloby sie zastanowi¢ jak
zobrazowa¢ w inny spos6b seryjne nastrzykiwania kolejnych preparatéw i pomiary kinetyki.
W dalszej czgsci doktoratu podjeto ciekawa probe ulepszenia wariantu scFvD2 wprowadzajac
losowe zmiany do petli CDR1 tancucha lekkiego i cigzkiego tego przeciwciala. Niestety nie
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udalo si¢ poprawi¢ parametréw kinetycznych wigzania z FGFR1, ktére skad inad i tak byly
bardzo dobre. Natomiast postanowiono ulepszy¢ ta sama metoda inny wyselekcjonowany
fragment scFv —scFVE2. W tym wypadku uzyskano warianty charakteryzujgce sie lepszymi
parametrami kinetycznymi, a najlepszy z nich nazwano scFvE2AS8. Dla trzech ostatecznie
wyselekcjonowanych fragmentow scFv: scFvCl, scFvD2 i scFvE2A8 dokonano
przeforamtowania do scFv diabody i scFvFc. Uzyskanie scFv diabody bylo wykonane droga
skrécenia tacznika wystepujacego pomiedzy wewnetrznymi domenami scFv co doprowadzato
do spontanicznej dimeryzacji scFv do scFv diabody. Z kolei warianty scFvFc uzyskano
poprzez fuzj¢ scFv do fragmentu CH2-CH3 ludzkiej immunoglobuliny G1 (fragment Fc).
Zadziwil mnie ponad 10-krotny wzrost wydajnosci izolacji bialek scFvFc. Czy to jest efekt
stabilizacji biatek przez Fc?

W kolejnym etapie pracy Doktorantka przystapita do charakterystyki biwalentnych formatow
wybranych scFv. Oba formaty scFv znaczaco zwigkszyly powinowactwa do antygenu
(receptora FGFR1) jednak najlepsze parametry uzyskano dla biwalentnych formatow
FcFvD2. Te wlasnie przeciwciata (scFvD2, scFvD2 diabody i ScFvFc) poddano analizie
funkcjonalnej w modelach komérkowych U20S-R1 (nadprodukcja FGFR1) i U20S
(naturalnie niska ekspresja FGFR1), a takze w liniach komérek raka phuc
drobnokomérkowego (DMS114) i niedrobnokomérkowego (NCI-H1581).

Trochg mnie zdziwit wynik western dla FGFR1 w czterech badanych liniach komérkowych.
Oczywiscie, widoczny jest wysoki badz niski poziom FGFR1 ale wystepuja trzy formy tego
biatka i nie zostaly opisane. Czy sa to izoformy splicingowe? A moze ktére§ z nich to
fosforylowane/defosforylowane biatka? W dalszych czeéciach doktoratu widaé, ze Autorka
dysponuje przeciwciatami specyficznymi na ufosofrylowang form¢ FGFR1. Czy wiadomo,
czy i ktéra z trzech form na rys. 45 odpowiada formie ufosforylowanej? Stosunek
poszczegdlnych form FGFR1 w liniach komérkowych jest r6zny (np. preferencyjna obecnosé
formy Srodkowej w linii DMS114, staba reprezentacja najszybciej migrujacej izoformy w linii
NCI-H1581, linia U20S-R1 jest pod tym wzglgdem nieczytelna). By¢ moze jest to ciekawy
klucz do regulacji pewnych form FGFR1 w réznych formach raka ptuc z nadekspresja
FGFR1? Wazne s jednak dalsze wyniki uzyskane przez Doktorantke, ktore pokazuja, ze
zadne z przeciwcial z serii D2 nie aktywuje (fosforyluje) FGFR1, podczas gdy naturalny
ligand FGF2 wydajnie aktywowat swoj receptor FGFR1. Bardzo bytabym ciekawa czy gdyby
wykona¢ do$wiadczenie, w ktérym dodano by réwnoczesnie FGF2 i scFvD2Fc¢ (a wiaza inne
subdomeny FGFR1) to czy FGF2 stymulowaloby $ciezke transdukcji sygnatu poprzez
fosforylacje FGFR1? Gdyby okazalo sie, ze nastepuje blokada aktywacji FGFRI1
przeciwcialem, pomimo zwigzania FGF2, to bylby to kapitalny wynik! A w chorym
organizmie cztowieka FGF2 bedzie wspétwystgpowal z podawanym jako lek przeciwcialem!
Bardzo prosz¢ o komentarz w trakcie obrony pracy doktorskiej.

W serii eleganckich do$wiadczen przebadano wydajnos¢ internalizacji i przesledzono
lokalizacj¢ wewnatrzkomérkowa przeciweial z serii D2 w komoérkach U20S-R1 i U208S.
Najwyzszy poziom internalizacji osiggnieto dla scFvD2Fc. W komérkach U20S nie
zauwazono procesu internalizacji scFvD2Fc weale. Zasadniczo chetnie ustyszatabym zdanie
Doktorantki na temat r6znic w internalizacji serii przeciwcial D2 w zaleznosci od formatu
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czasteczki. Przy okazji tych doswiadczen chciatabym zaznaczyé, ze rysunek 47 sklada sie
z niemianowanych czgsci a i b, a czg$¢ b nie zostala opisana w legendzie rysunku.
Chcialabym sie jeszcze odnies¢ do wartosci wspotezynnika korelacji Pearsona, ktory osigga
wartosci od 0 do 1. Szkoda, ze Autorka nie zamiescita zdjecia z internalizacji i kolokalizacji
FGF2 wyznakowanego barwnikiem DL (dyLight550) z markerami wczesnych endosoméw
i lizosoméw. Wartos$¢ kolokalizacji z wezesnymi endosomami jest niska — 0.37 i wskazuje na
bardzo stabg kolokalizacj¢ FGF2 z wezesnymi endosomami. Czy sa jakie$ powody tej réznicy
w stosunku do fadnych wynikéw uzyskanych dla scFvD2Fc-DL? W kolejnym etapie
scharakteryzowano internalizacje i lokalizacj¢ scFvD2Fc w komérkach raka pluca, ktére
nadprodukowaly FGFR1. Zaobserwowano wydajna internalizacje scFvD2Fc w obu typach
badanych komérek raka ptuc, cho¢ wymagany czas dla jednego z typu komérek (DMS114)
byl znacznie dhizszy. Moze ma to zwigzek z réznym stosunkiem izoform FGFR1 w obu
badanych liniach komorkowych?

Uzyskanie wydajnego wprowadzania scFvD2Fc do komérek rakowych pozwolilo na
przeprowadzenie kolejnego etapu badan — czyli przygotowania i charakterystyki koniugatu
scFvD2Fc-veMMAE, czyli sprzgzenia przeciwciala z inhibitorem polimeryzacji tubulin,
toksyny hamujgcej podziaty komérkowe. Takg czasteczke otrzymano, zbadano liczbe
przytaczonych czgsteczek MMAE do przeciwciata, ktora ustalono na 4, a takze wykazano, ze
reakcja koniugacji veMMAE do scFVd2Fc zachodzi z bardzo wysoka wydajnosciag. Analiza
gotowej czgsteczki pod katem internalizacji w komérkach U20S-R1 wskazala na efektywne
1 szybkie wchlanianie produktu do komérek na drodze endocytozy zaleznej od FGFRI.
Bardzo interesowataby mnie informacja na temat jak wydajnie veMMAE w komérce uwalnia
si¢ z koniugatu? Gdzie nast¢pnie mozna ten zwiazek zlokalizowa¢?

W kolejnych doswiadczeniach oceniono cytotoksycznosé MMAE w komérkach badanych
linii komérkowych i wykazano, ze wszystkie linie byty wrazliwe na sam ten zwigzek. Taki
sam eksperyment wykonano dla scFvD2Fc-veMMAE. Uzyskano bardzo dobre i ciekawe
wyniki pokazujace, ze zwigzek ten ma silne i specyficzne dziatanie cytotoksyczne na komérki
U20S-R1 z nadprodukcja FGFR1, a nie ma takiego efektu na komérki U20S, a ponadto
zwigzek ten byt wysoce cytotoksyczny dla badanych komérek linii raka phuc.

Doktorat wieniczy doswiadczenie, w ktérym okreslono maksymalng tolerowana dawke dla
scFvD2Fc-veMMAE in vivo badajac przezywalno$é immunokompetentnych myszy. Ustalono
takag dawk¢ w mg/kg masy ciata w do$wiadczeniach, gdzie podano lek jednorazowo lub
czterokrotnie. Myszy byty w stanie tolerowaé dawki nawet 20mg/kg masy ciata. Zabraklo mi
pewnego odniesienia jak maja si¢ te wyniki tolerancji dawki do oceny cytotoksycznosci leku
wobec badanych linii komérkowych (tam dane co do stezenia leku podane sa w nanomolach).
Czy w og6le mozna z poréwnania tych do§wiadczen wyciagnaé jakie§ wnioski?

Praca doktorska mgr Aleksandry Sokotowskiej-Wedziny ma klasyczng budowe, cho¢ nie do
kofica rozumiem ideg zatgczania na kofcu pracy spisu legend wszystkich rysunkow i liczby
tabel zamieszczonych w pracy. Zamieszczono réwniez streszczenie i podsumowanie, ktore
tak naprawd¢ moéwia o tym samym, a zabraklo mi wnioskéw dotyczacych perspektywy
dalszych badan.
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Praca jest napisana bardzo tadnym jezykiem (co ostatnio nalezy podkreslaé bo co tu duzo
mo6wi€, osob piszacych tadnie i logicznie w naszym jezyku ubywa...). Zdania sg logiczne,
jedno wynika z drugiego. Bardzo podoba mi si¢ pomyst nakreslania w kilku zdaniach idei
wigkszego doswiadczenia przed kazdym rozdzialem wynikéw. Ulatwia to znaczaco $ledzenie
osiggni¢¢ pracy, w ktérej naprawde zamieszczono ogromng ilo$é danych. Praca zreszta
w calosci przygotowana jest bardzo starannie. Mam pewien niedosyt gdy chodzi o dyskusje
przeprowadzonych wynikéw gdyz w wigkszej czgsci stanowi jg streszczenie uzyskanych
wynikow.

Ciag przeprowadzonych i wynikajagcych z siebie badan jest imponujacy, a warsztat
metodyczny mgr Aleksandry Sokotowskiej-Wedziny znakomity i wszechstronny. W prace
wlozono ogromny wysilek, i to zaréwno na etapie prowadzonych doswiadczen jak
i przygotowywania samej rozprawy doktorskiej. Doktorantka ma w swoim dorobku
naukowym dwie prace widoczne w bazie danych PubMed, ktére nie dotycza badan
przedstawionych w doktoracie. Natomiast z pewno$cia Kandydatka bedzie wspotautorka
patentu, a dopiero potem ukaza si¢ prace dotyczgce uzyskanych wynikéw doktoratu. Bardzo
sekunduj¢ badaniom mgr Aleksandry Sokotowskiej-Wedziny gdyz moga doprowadzi¢ do
pojawienia si¢ skutecznego leku antynowotworowego dla przynajmniej pewnej populacji
chorych na raka ptuc.

Z uwagi na bardzo dobre, ciekawe i nowe wyniki uzyskane w pracy doktorskiej zwracam si¢
do Rady Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr
Aleksandry Sokotowskiej-Wedziny do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto z uwagi na imponujgcg liczbe i wage uzyskanych wynikéw zwracam si¢ do Rady
Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o wyréznienie mgr Aleksandry
Sokotowskiej-Wedziny stosowng nagroda.
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