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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Darii Nawrockiej, zatytulowanej: ,,Aktywnos¢
biologiczna kowalencyjnych dimeréw ludzkiego czynnika wzrostu fibroblastéw 2
(FGF2)”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska byta zrealizowana pod kierunkiem Pana
Profesora Jacka Otlewskiego w Zaktadzie Biotechnologii Biatek, w ktorym od lat prowadzone
badania nad roznego rodzaju biatkami sa rozpoznawalne zar6wno w kraju jak i za granica.

Coraz wigksza liczba dopuszczonych do terapii biofarmaceutykoéw stanowi
niewatpliwie przetom w leczeniu chordb onkologicznych. Niestety pomimo wielu prob
1 pomystow na stworzenie wielofunkcyjnych konstruktéw, ktéore moglyby by¢ zastosowane
do terapii celowanych i spersonalizowanych, medycyna ciagle nie dysponuje koniugatami
0 wysokiej selektywnosci, specyficznosci i skutecznos$ci, ktore dodatkowo nie posiadatyby
efektow ubocznych. Dzieje si¢ tak ze wzgledu na wiele czynnikéw zwigzanych z rozwojem
guza, brakiem jego homogenicznoséci oraz réznego rodzaju receptorami, ktore wystepuja
na powierzchni komoérek rakowych. Dodatkowym czynnikiem, ktory odgrywa ogromng rolg
jest zawsze odpowiedz organizmu na wprowadzone farmaceutki. Podobnie w przypadku
chordb zapalnych istnieje ograniczona liczba dostgpnych medykamentow. Z tego wzgledu
uwazam, ze tematyka podjeta w niniejszej pracy doktorskiej, ktora byta zapoczatkowana
na poczatku XXI wieku jest bardzo aktualna, a opisane w pracy rezultaty badan przyczyniaja
si¢ bez watpienia do jej rozwoju.

Przedstawiona do oceny dysertacja doktorska jest napisana w formie hybrydowej,
to znaczy praca zawiera rozdziaty wprowadzajace takie jak ,,Streszczenie” w jezyku polskim
i angielskim, ,,Wprowadzenie”, ,,.Cel pracy”, nastepnie prace oryginalne ,Publikacja 17,
,,Publikacja II” oraz z rozdziaty koncowe, czyli ,,Podsumowanie”, ,Bibliografie” i ,,Dorobek
naukowy”. Jest to sposob pisania dysertacji doktorskich, ktory jest w ostatnich latach bardzo
powszechny. Swiadczy on o bardzo dobrym zaplanowaniu eksperymentéw wykonanych
podczas realizacji pracy doktorskiej oraz duzym zaangazowaniu Doktorantki w jej realizacje.
Chociaz nie do przecenienia jest oczywiScie rola promotora.

Streszczenie napisane w dwoch jezykach polskim 1 angielski przedstawia
w skondensowany sposob wprowadzenie do tematyki pracy doktorskiej, jej cel i zakres
podjetych prac. Nastepny rozdzial ,,Wprowadzenie” pozwala czytelnikowi na zapoznanie
si¢ ze wszystkim niezbednymi aspektami zwigzanymi z czynnikiem wzrostu fibroblastow 2



(FGF2), charakterystyka receptora FGFR1, jako celu molekularnego w ukierunkowanych
terapiach przeciwnowotworowych oraz opisem molekul stosowanych w terapiach
ukierunkowanych. Jest to moim zdaniem dobrze napisany wstep do dysertacji umozliwiajacy
czytelnikowi zrozumienie zatozen pracy i podjetej problematyki badawczej. Nastgpny rozdziat
to ,,Cel pracy”, ktory obejmuje zbadanie wptywu dimeryzacji FGF2 na jego biologiczny
potencjat. Dodatkowo na to zadanie badawcze sktadajg si¢ dwa szczegdtowe cele. Pierwszym
jest uzyskanie kowalencyjnych dimerow, rekombinowanych wariantow FGF2 wraz z ich
charakterystyka biofizyczna i biologiczng. Natomiast drugi z szczegdtowych celow zaktadat
wykorzystanie opracowanej czgsteczki  celujacej w FGFRI1, jako no$nika dla dwoch
niezaleznych pod wzglgdem dziatania cytostatykow - monometylo aurystatyny E (MMAE)
oraz o-amanityny (aAMTN) wraz z oceng cytotoksycznosci i selektywnosci otrzymanych
koniugatow.

Nastgpnie Doktorantka przedstawita swojg pierwszg prace wraz z wprowadzeniem
do niej, zatytutlowang: ,Stable Fibroblast Growth Factor 2 dimer with High Pro-Survival
and Mitogenic Potential” opublikowang w czasopismie International Journal of Molecular
Sciences. W niniejszej publikacji zostata opisana metoda syntezy 8 dimerycznych koniugatow
FGF2. W tym celu jako grupy wigzace zostaly wykorzystane reszty cysteinowe,
ktore znajdowaty sie na koncu N lub C, lub natywnie wystepujaca w sekwencji reszta C96.
Dla opisania biofizycznego zsyntezowanych dimerow Doktorantka wykorzystata szereg metod
uzywanych w laboratoriach chemicznych 1 biochemicznych w tym chromatografie,
spektroskopie fluoroscencyjng oraz spektrometric mas. W wyniku przeprowadzonych
doswiadczen Autorka dysertacji dowiodla pozytywny wpltyw dimeryzacji na aktywnos$¢
promitogenng oraz wzrost stabilno$ci FGF2. Podobnie zostal zaobserwowany pozytywny
wpltyw dimeryzacji FGF2 na zwigkszone wilasciwosci anty-apoptotyczne uzytych uktadéw
molekularnych. W tescie gojenia ran, réwniez koniugaty dimeryczne wykazaly wigkszy
potencjat stymulujacy, niz formy monomeryczne. Ciekawa obserwacja byty réznice w Kinetyce
i wydajnosci internalizacji otrzymanych koniugatow, gdzie determinujagcymi parametrami byty
wzajemne potozenia czgsteczek FGF2 wzgledem siebie oraz wybor tacznika. W tym miejscu
chciatbym zapyta¢ Panig mgr Dari¢ Nawrocka, czy w $wietle otrzymanych wynikow nie bytoby
celowym stworzenie zoptymalizowanych polimerowych koniugatow biatkowych,
ktore mogtyby jeszcze bardziej wydajnie oddziatywac z receptorami FGFR1 .

Druga z prac zatytutowana ,,Dual-Warhead Conjugate Based on Fibroblast Growth
Factor 2 Dimer Loaded with a-Amanitin and Monomethyl Auristatin E Exhibits Superior
Cytotoxicity Towards Cancer Cells Overproducing Fibroblast Growth Factor Receptor 1”
opublikowana w czasopismie International Journal of Molecular Sciences stanowi drugi etap
podjetych wczesniej badan. Zostal w niej zaproponowany dimeryczny nosnik lekow
dla dwoch cytostatykéw o-amanityny (c AMTN) oraz monometylo aurystatyny E (MMAE).
Na bazie rezultatow z pierwszej pracy zostat zaprojektowany i wytworzony w bakteryjnym
systemie ekspresyjnym dimer z sekwencjag GGSKSK na koncu C oraz z sekwencja KCKSGG
na koncu N. Oba monomery posiadaty punktowe mutacje C78S oraz C96S. Jako linker
do potaczenia monomerow w dimer, zamiast lacznika PEG, Doktorantka zastosowala
elastyczny peptyd (SGG)i1. W celu przytaczenia czasteczek cytostatykow metoda ligacji
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z wykorzystaniem dwoch enzymow ligazy Snoop oraz Sortazy A, zostaly wprowadzone dwie
specyficzne sekwencje peptydowe. Natomiast otrzymany fragment czasteczki cytostatyku
zawieral dwa miejsca, w ktorych mogt by¢ on odlaczony od konstruktu, dipeptyd walina-
cytrulina oraz fragment p-aminobenzylokarbaminianowy. Oprocz czasteczki dimeru
zawierajagcego dwa rozne cytostatyki otrzymano rowniez ich analogii monomeryczne.
W dalszej czesci pracy zostaly przeprowadzone badania wszystkich otrzymanych konstruktow,
w tym form monomerycznych w postaci ekwimolarnej oraz nieskoniugowanych cytostatykow
na 5 liniach komorkowych (HCC95, NCI-H520, NCI-H1581, JIMT-1, G292). Sposrod
wszystkich  badanych  systeméw  molekularnych  najlepsze  wyniki  dotyczace
ich cytotoksyczno$ci zostaly uzyskane dla otrzymanego dimeru, ktéry zawieral oba
przylaczone cytostatyki, nie biorgc oczywiscie pod uwage nieskoniugowanej MMAE
(ktora z powodu bardzo silnej cytotoksyczno$ci nie moze by¢ stosowana samodzielnie).
Dla 4 z 5 linii komoérkowych zostala wykazana wigksza internalizacja makromolekuty
dimerycznej. W ramach pytan do Doktorantki chciatbym poprosi¢ Pani mgr Dari¢ Nawrocka,
aby odniosta si¢ do hipotezy stworzenia dimeru z podwojnie przytaczonymi czgsteczkami
MMAE.

Przedstawiona do oceny dysertacja doktorska zawiera dwa znaczace osiggnigcia,
pierwsze dotyczy wynikow, ktore zostaly juz zawarte w publikacjach, czyli na drodze
przyczynowo—skutkowej opracowanie dimerycznego konstruktu bazujacego
na oddziatywaniach receptora FGFR1 z czynnikiem wzrostu fibroblastow FGF2. Drugim
osiggnieciem jest opanowanie przez Autorke dysertacji warsztatu biochemiczno-
biotechnologicznego wraz ze wszystkim metodami wymienionymi w pracy poczawszy
od ekspresji biatek, syntezy lub koniugacji enzymatycznej czasteczek, w tym makromolekut,
poprzez ich oczyszczanie, az do metod badan na komoérkach oraz obrazowaniu molekularnym.
Catosciowy dorobek naukowy Pani mgr Darii Nawrockiej zawiera 6 publikacji w czasopismach
0 zasiggu migdzynarodowym, z czego jak juz wczesniej wymienitem 2 wchodzg w sktad
niniejszej dysertacji doktorskiej.

Na koniec recenzji dodam, ze nie mam w zwyczaju, wymienia¢ jakichkolwiek btedow
jezykowych, czy edytorskich, czego 1 w tym wypadku nie zamierzam czynié,
poniewaz nie wpltywaja one na merytoryczng zawarto$¢ pracy.

Reasumujac  stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr Darii Nawrockiej spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim okreslonym
w ustawie z dnia 14 marca 2003 roku (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z 18 kwietnia 2003 z pdZniejszymi
zmianami i uzupetieniami) oraz art. 179 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. przepisy wprowadzajace
ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r., poz. 1669, z pdzn. zm.)
1 wnioskuje o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.



