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Cancers (Basel). 2020 Oct 15;12C10):2992
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2. Peptibody based on FGFRl-binding peptides from the FGF4 sequence as cancer-targeting
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Frontiers in Pharmacology, 2021 Nov 12;12:748936
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FEBS Open Bio. 2019 May;9(5):914-924
IF2oi9= 2.231 pktMNiSW=70
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Szlachcic A, Sochacka M, Czyrek A, Opalinski L, Krowarsch D, Otlewski J, Zakrzewska M.
Cells. 2019Augl5;8C8):899.
IF2oi9 = 5.656 pkt MNiSW = 140

Łączny IF 29.46
Łączna liczba punktów MEiN: 730



dr Anna Szlachcic Autoreferat

c) Omówienie celu naukowego osiągniętych wyników wraz z omówieniem

ich ewentualnego wykorzystania

WStęP

Cz niki wzrostu fibroblastów i ich ręce to

Czynniki wzrostu fibroblastów (ang. fibroblast growth factors, FGF) oraz ich receptory

[ang. fibroblast growth factor receptor, FGFR) regulują kluczowe procesy zachodzące w

komórkach, takie jak ich podziały, różnicowanie i zdolność do migracjii, wrażliwość na

apoptozę2, jak również metabolizm cukrów i lipidóws-s. Układ FGF/FGFR jest również jednym z

głównych czynników odpowiedzialnych za regulację różnicowania tkanek na etapie rozwoju
embrionalnego6. 7 oraz aktywację procesów regeneracji tkanek po urazach8.9.

Przekazywanie sygnału zachodzi w klasycznym układzie liganda (FGF) i receptora w

błonie komórkowej (FGFR) - wiązanie FGF do odpowiedniego FGFR aktywuje receptor, co

indukuje jego dimeryzację i skutkuje powstaniem zmian konformacyjnych w obrębie FGFR

[Rys. l). Zmiany te prowadzą do transfosforylacji reszt tyrozynowych i fragmentu C-końcowego

receptora w wewnątrzkomórkowej, cytoplazmatycznej części białka10-11. Transfosforylacja

domen kinazowych FGFR prowadzi do aktywacji dwóch głównych ścieżek przekazywania

sygnału poprzez fosforylację białek substratowych, do których należą FRS2a (ang. FGFR

substrate 2a} i fosfolipaza Cyl (PLCYl)10'12. Skutkuje to uruchomieniem kolejnych kaskad

przekazywania sygnału, do których należą Ras/MAPK (kinaza białkowa aktywowana

mitogenami, ang. mitogen-actwated protein kinase) oraz PI3K (kinaza 3-fosfatydyloinozytolu,

ang. phosphoinositide 3-kinase]/AK7 [kinaza białkowa B, ang. protein kinase E}. W zależności od

uruchomionego szlaku sygnałowego komórki podlegają pobudzeniu do podziału, stymulacji

metabolicznej, bądź też wysyłane są do nich sygnały przeciwapoptotyczne13.

Różnorodność i złożoność procesów regulowanych przez układ FGF/FGFR wymaga

precyzyjnej regulacji czasowej i przestrzennej sygnalizacji indukowanej przez FGF, a także

kontroli siły tegoż sygnału14. 15. Mechanizmy regulacyjne sygnalizacji FGFR opierają się

częściowo na oddziaływaniu z białkami partnerskimi modulującymi W5^wolywaną odpowiedź -

identyfikowane są kolejne białka oddziałujące z FGF i/lub FGFR i wpływające na aktywowane

kaskady sygnałowe1. 16. Dodatkowo, charakter odpowiedzi komórkowej determinowany jest

przez poziom aktywacji FGFR, wyrażony siłą oddziaływań zaangażowanych w tworzenie

kompleksu FGF/FGFR, która zależy od stabilności białek FGFM. Wiele z białek FGF ma

ograniczoną stabilność i okres półtrwania in vivo, które wpływają na sygnalizację FGF, co

wykazano głównie w badaniach nad FGF117-19.
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Oś s nalizac 'naFGF FGFRw rocesie nowotworzenia

Receptory FGF pośredniczą w przekazywaniu sygnału w wielu fundamentalnych

procesach związanych z cyklem komórkowym, podziałami, migracją i różnicowaniem komórek,
a zmiany w ich funkcjonowaniu niosą ryzyko transformacji nowotworowej1 1-20. Istotnie, komórki

nowotworowe często posiadają na swojej powierzchni znacznie zwiększoną liczbę receptorów

reagujących na różnego rodzaju czynniki wzrostowe, lub też receptory konstytutywnie

aktywowane niezależnie od obecności liganda21-24.

Receptory FGF mogą wpływać na wzrost guzów nowotworowych poprzez

nieprawidłowe przekazywanie sygnałów lub znacząco zwiększoną liczbę receptorów na

powierzchni komórek rakowych. Pokazano, że poziom receptorów FGF jest wyraźnie wyższy

w wielu typach nowotworów, w tym w nowotworach pęcherza moczowego, płuc, piersi, mózgu

czy prostaty2 5-29. Badanie porównujące ponad 4800 próbek tkanki nowotworowej wykazało, że

7, 1% wszystkich nowotworów wykazuje zmiany genetyczne lub też ilościowe w układzie FGF-

FGFRSO. Przykładowo, zwiększona liczba cząsteczek FGFR została stwierdzona w 17%

przypadków niedrobnokomórkowego raka płuc (NSCLC; ang. squamous non-small-cell lung

carcinoma) oraz 6% drobnokomórkowego raka płuc (SCLC; ang. small-cell lung carcinoma]31'32,

zaś w około 50% przypadków raka pęcherza moczowego występują mutacje w obrębie

sekwencji kodującej FGFR312. Dane te wskazują, że receptory czynników wzrostu fibroblastów

mogą być wykorzystane jako cel molekularny w terapiach przeciwnowotworowych.

Komórka zdrowa Komórka nowotworowa
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Rys. l. Układ FGF/FGFR w zdrowych komórkach jest odpowiedzialny za regulację procesów takich jak
podziały komórek, ich różnicowanie i migracja. W przypadku zmian poziomu receptorów FGFR
i zachodzących w nich mutacji aktywujących, a także fuzji genetycznych FGFR, pojawiają się
nieprawidłowości w przekazywaniu sygnałów mogących doprowadzić do kancerogenezy.
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Ukierunkowane tera ie rzeciwnowotworowe

Choroby nowotworowe są główną przyczyną śmierci w krajach rozwiniętych,

odpowiadającą za około 15% zgonów33. 34. Nowotwory są bardzo złożoną i niejednorodną grupą

chorób, zarówno pod względem genetycznym, jak i funkcjonalnym - u podstaw procesu

kancerogenezy leżą zmiany w różnych procesach komórkowych, prowadzące do

niekontrolowanych podziałów komórek i tw/orzenia masy guza.

Chemioterapia ogólna [systemowa] pozostaje głównym podejściem terapeutycznym

w leczeniu nowotworów. W jej przypadku większość ze stosowanych obecnie leków nie

akumuluje się specyficznie w tkankach chorobowo zmienionych, a szacunki mówią, iż duża część

podawanych chemioterapeutyków trafia do zdrowych organów, zmniejszając skuteczność

terapii i powodując różnorakie efekty uboczne35. W związku z tym jedną z najbardziej

dynamicznie rozwijanych ostatnio gałęzi nowoczesnej medycyny są tzw. ukierunkowane terapie

przeciwnowotworowe. Terapie te wykorzystują szczególne cechy komórek nowotworowych,

aby odróżnić je od komórek zdrowych i wywrzeć efekt terapeutyczny tylko na te zmienione

chorobowo". Ukierunkowana terapia jest korzystna ze względu na działanie głównie wobec

komórek rakowych, przy zmniejszone] toksyczności w stosunku do zdrowych tkanek,

minimalizując w ten sposób efekty uboczne, tak dotkliwe dla pacjenta w przypadku klasycznej
chemioterapii37.38.

Sukces terapii celowanej zależy w dużej mierze od dwóch czynników - identyfikacji

właściwego celu molekularnego charakterystycznego dla komórek nowotworowych, oraz od

specyficzności i siły wiązania zaprojektowanego leku39. Specyficzne dostarczanie celowanych

środków terapeutycznych staje się jeszcze ważniejsze wraz z rozwojem następnej generacji

ukierunkowanych terapii przeciwnowotworowych - leków cytotoksycznych sprzężonych

z cząsteczkami ukierunkowanymi, umożliwiającymi precyzyjne dostarczenie chemio-
terapeutyków do zmienionych chorobowo komórek3 5.40. Wysoką specyficzność terapii można

osiągnąć poprzez celowanie w białka unikatowe dla komórek nowotworowych lub też

występujące w nich w istotnie zwiększonej ilości41.

Optymalny cel molekularny, poza samym występowaniem w komórkach

nowotworowych, odgrywa również kluczową rolę w ich wzroście i przeżyciu. Zatwierdzone do

zastosowania klinicznego terapie celowane opierają się np. na inaktywacji kinaz istotnych
nowotworowa42.43, zahamowaniu angiogenezy4 4 wpływie na wydzielanie hormonów

w przypadku nowotworów hormono-zależnych45, hamowaniu cząsteczek zaburzających proces
apoptozy4 6. 47 oraz na blokowaniu czynników wzrostowych bądź ich receptorów48.49. Receptory

czynników wzrostowych, takie jak EGFR (receptor nabłonkowego czynnika wzrostu) czy też

VEGFR (receptory czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego) są celami wobec których

opracowano wiele różnych, często uzupełniających się strategii terapeutycznych.
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Układ FGF/FGFR jest celem molekularnym zasługującym na uwagę ze względu na

fundamentalny charakter procesów, za których regulację jest odpowiedzialny. Co więcej,

znaczenie terapii ukierunkowanej na FGFR jest tym większe, iż między receptorami różnych

czynników wzrostu zachodzą współzależności i możliwa jest komplementarność przekazywania

sygnału - w przypadku EGFR, VEGFR i FGFR zaobserwowano na przykład, że zahamowanie

jednego z nich prowadzi do kompensacji w sygnalizacji ze strony pozostałych receptorów50-51.

W chwili obecnej zatwierdzone są dwa leki nakierowane na FGFR - drobno cząsteczkowe

inhibitory kinazy tyrozynowej - erdafitynib i pemigatinib, zaś kilka kolejnych badane jest we

wczesnych etapach prób klinicznych52-53. Są to różne typy cząsteczek różniące się sposobem

działania i ukierunkowanych na różne elementy szlaku sygnałowego FGFR, z których obecnie

najbardziej rozpowszechnionymi są drobnocząsteczkowe inhibitory kinaz tyrozynowych oraz

przeciwciała monoklonalne12-54-56.

Cząsteczki stosowane w tera iach . -'"'--kowanych

Spośród obecnie opracowywanych leków kierowanych wobec celów molekularnych

obecnych w nowotworach możemy wyróżnić kilka głównych grup cząsteczek, jak np. związki

niskocząsteczkowe, peptydy, przeciwciała monoklonalne, oraz cząsteczki będące pochodnymi

przeciwciał38 (Rys. 2].

Inhibitory niskocząsteczkowe koncentrują się na hamowaniu kinaz i zapobieganiu

aktywacji szlaków sygnałowych, które uległy deregulacji w procesie nowotworzenia. Ze względu

na swoją niską masę cząsteczkową mogą penetrować do wnętrza komórek i blokować ścieżki

przekazywania sygnału oraz wiązać się do celów wewnątrzkomórkowych. Bardzo skutecznym

inhibitorem niskocząsteczkowym jest np. imatynib (Gleevec), lek powszechnie stosowany

w leczeniu przewlekłej białaczki szpikowej [CML]. Został on zaprojektowany tak, aby

specyficznie wiązać i hamować działanie nieprawidłowej kinazy [fuzji Bcr-Abl), będącej

markerem białaczek typu CML57. Niestety, związki niskocząsteczkowe często cechuje

stosunkowo niska swoistość wobec poszczególnych kinaz, co nie gwarantuje oczekiwanej

specyficzności terapii. Wadą substancji niskocząsteczkowych jest także konieczność stosowania

dużych dawek i związane z tym efekty uboczne, a także ich krótki okres półtrwania w osoczu58.

W przypadku terapii ukierunkowanych na FGFR związki niskocząsteczkowe są grupą

leków rozwijanych najdhiżej i kilkanaście z nich jest obecnie w testach klinicznych. Dwa

inhibitory niskocząsteczkowe zostały już zatwierdzone do użycia - erdafitynib do leczenia

złośliwych nowotworów pęcherza moczowego, w których doszło do aberracji FGFR2 i FGFR3,

i pemigatynib - do leczenia nowotworów przewodów żółciowych wykazujących rearanżacje

FGFR25".
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Peptydy są kolejną grupą cząsteczek szeroko stosowaną do precyzyjnego wiązania

celów molekularnych, co przekłada się na dużą liczbę leków peptydowych będących na etapie

badań klinicznych oraz dopuszczonych do użycia terapeutycznego60. Jednym z powodów ich

powszechnego użycia jako związków zakłócających oddziaływania międzycząsteczkowe

(najczęściej oddziaływania białko-białkoj jest opracowanie wydajnych i wysokoprzepustowych

metod pozwalających na identyfikację sekwencji peptydowych wiążących konkretne epitopy, jak
np. metoda phage display61, biblioteki peptydów syntetycznych62 lub też narzędzia

bioinformatyczne oparte na homologii z naturalnie występującymi białkami63. Dodatkowo

związki peptydowe możemy otrzymać stosunkowo szybkimi i tanimi metodami. Peptydy dzięki
swoim małym rozmiarom dobrze penetrują tkanki64.65.

Leki o charakterze peptydowym posiadają jednak istotne ograniczenia - są one podatne

na degradację proteolityczną, a ich mały rozmiar wyraźnie skraca ich czas półtrwania
w krwiobiegu, podobnie do związków niskocząsteczkowych6 4. Aby poprawić te właściwości

stosowane są różnorodne modyfikacje peptydów, takie jak ich cyklizacja, wstawianie

nienaturalnych aminokwasów czy też przyłączanie łańcuchów PEG lub fuzje z białkami66. 67.

W literaturze obecne są doniesienia na temat peptydów wiążących FGFR
zidentyfikowanych przez przeszukiwanie bibliotek fagowych68-71 lub też przez dopasowanie

sekwencji i analizę struktury różnych członków rodziny FGF lub homologicznych FGF72.". Mimo

iż peptydy opisane

w literaturze wykazywały

skuteczne hamowanie

szlaków sygnałowych

indukowanych przez FGF

i były w stanie wywierać
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Rys. 2. Niektóre typy cząsteczek stosowane w ukierunkowanych
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i silnego wiązania antygenów, zaś ich powszechne użycie terapeutyczne zostało umożliwione

przez opracowanie technologii hybrydoma oraz metod inżynierii białka do ich otrzymywania

i selekcji wariantów wiążących75. Przeciwciała monoklonalne ze względu na swój stosunkowo

duży rozmiar wykorzystywane są do rozpoznawania i wiązania antygenów znajdujących się na

powierzchni komórek oraz rozpuszczalnych białek występujących w surowicy. Mają one

korzystne właściwości farmakokinetyczne, takie jak długi okres półtrwania w organizmie oraz

powolny klirens nerkowy7 6'77. Dzięki silnemu wiązaniu do zadanego celu mogą blokować

znajdujące się na powierzchni komórek nowotworowych receptory, uniemożliwiając wiązanie

do nich liganda i ich aktywację. Przykładem może być stosowane w leczeniu HER2-dodatnich

nowotworów piersi przeciwciało trastuzumab, rozpoznające receptor nabłonkowego czynnika

wzrostu HER2 obecny w zwiększonej ilości w części nowotworów piersi7 8'79. Dodatkowo

przeciwciała, poprzez swój region Fc, wywołują odpowiedź układu immunologicznego

skierowaną wobec komórki nowotworowej, co dodatkowo zwiększa skuteczność terapeutyczną

przeciwciał.

Pośród dużej liczby przeciwciał terapeutycznych [w 2021 roku został zaakceptowany do

użycia klinicznego setny lek oparty o przeciwciało monoklonalne80) opracowywane są również

przeciwciała wiążące FGFR - kilka znajduje się obecnie na etapie badań klinicznych8 1.

Poza bezpośrednim blokowaniem celów molekularnych i wywoływaniem

ukierunkowanej odpowiedzi immunologicznej przeciwciała są również wykorzystywane jako

nośniki służące do precyzyjnego dostarczania leków cytotoksycznych do zmienionych komórek,

w formie koniugatów przeciwciało-lek (ang. antibody-drug conjugates, ADC)35'40. Koniugat

przeciwciało-lek jest wybiórczo internalizowany przez zmienione chorobowo komórki, aby

następnie po degradacji przeciwciała w lizosomach uwolnić lek cytotoksyczny do wnętrza

komórki, powodując jej śmierć. Koniugaty typu ADC bezpośrednio łączą w ten sposób wysoką

selektywność, stabilność i właściwości farmakokinetyczne przeciwciał z silnym przeciw-

nowotworowym działaniem leku cytotoksycznego. Obecnie zatwierdzonych przez FDA do użycia

terapeutycznego jest siedem związków typu ADC, a kolejne kilkadziesiąt znajduje się na etapie

badań klinicznych82.

Przeciwciała, mimo wszystkich wymienionych powyżej zalet, mają jednak również swoje

ograniczenia - ich duży rozmiar utrudnia im docieranie do celów molekularnych, szczególnie

w przypadku guzów litych, wyklucza też ich kierowanie wobec celów wewnątrzkomórkowych.

Alternatywą są mniejsze cząsteczki oparte o fragmenty przeciwciał - poszczególne domeny

immunoglobulin [Fc, VH, VL] mogą być połączone ze sobą na wiele sposobów i tak otrzymane

rekombinowane cząsteczki wiążące pozostają funkcjonalne. Jednym z przedstawicieli tej wysoce

różnorodnej grupy cząsteczek są białka scFv (ang. single-chain fragment yariable,

jednołańcuchowy fragment zmienny). Białka scFv są połączeniem domen zmiennych łańcucha
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lekkiego oraz ciężkiego przeciwciała (YL oraz Vu) przez krótki łącznik peptydowy, i są

cząsteczkami pięciokrotnie mniejszymi niż przeciwciała IgG83.84. W obrębie domen zmiennych VL

i VH obecne są regiony zmienne odpowiadające za swoistość przeciwciała wobec konkretnych

antygenów, tak więc cząsteczki scFv zawierają rejony wiążące analogiczne do przeciwciał.

Możliwość ich terapeutycznego zastosowania, nie tylko przeciwnowotworowego, potwierdzają

scFv zaakceptowane do użycia klinicznego, takie jak gancotamab - rozpoznający HER2 do

zastosowania w terapii raka piersi, brolucizumab - skierowany wobec VEGF oraz pekselizumab

- do stosowania jako czynnik redukujący skutki uboczne po zabiegach kardiochirurgicznych, zaś

kolejnych kilkadziesiąt kandydatów znajduje się na różnych etapach testów klinicznych.

Szczególnym przykładem cząsteczek analogicznych do przeciwciał są cząsteczki typu

peptibody', którymi zajmowałam się w swojej pracy. Peptibody wydają się być cząsteczkami,

które łączą najlepsze parametry przeciwciał i peptydów, jednocześnie nie posiadając większości
ich cech niepożądanych67.85. Peptibodies są to fuzje regionu Fc [fragmentu krystalizującego]

z immunoglobulin i peptydu o zadanych właściwościach biologicznych/wiążących. Powino-

wactwo peptibody do celu molekularnego jest zwykle wyższe niż powinowactwo peptydów

wiążących użytych do ich konstrukcji. Dzieje się tak ze względu na efekt awidności, ponieważ

fuzje Fc ulegają dimeryzacji oferując dwa miejsca wiązania w jednej cząsteczce peptibody, zaś ze

względu na obecność regionu Fc wykazują one korzystną farmakokinetykę: długi okresem

półtrwania w surowicy i wolniejszy klirens nerkowy, powodowany ich wyraźnie większym

rozmiarem w porównaniu do samych peptydów67-ss,s6. Co więcej, fragment Fc, podobnie jak

w przeciwciałach, może skutecznie oddziaływać z receptorami Fc na komórkach efektorowych

układu immunologicznego, indukując odpowiedź zależną od przeciwciał (ADCC)
i cytotoksyczność zależną od dopełniacza, poprawiając ogólny efekt terapeutyczny87

Powyższe właściwości cząsteczek peptibody sprawiają, że stają się one autentyczną

alternatywą dla przeciwciał monoklonalnych i budzą duże zainteresowanie pod kątem

zastosowania w medycyniefi7-ss. Koncepcję tę potwierdzają zatwierdzone i dostępne na rynku

leki peptibody (Romiplostym do leczenia przewlekłej małopłytkowości immunologicznej

i Dulaglutide, do stosowania w leczeniu cukrzycy typu 2), zaś działanie szeregu kolejnych

peptibodies jest analizowane w testach przedklinicznych i klinicznych88^9.

Ich niezbadany jeszcze potencjał tkwi również w zdolności do działania jako nośniki

dostarczania leków cytotoksycznych, podobnie jak opracowywane koniugaty przeciwciało-lek

(ang. antibody-drug conjugates, ADC). Analogiczne przyłączenie wysoce cytotoksycznego leku

można przeprowadzić dla peptibody - pierwsze zastosowania tego typu zostały przedstawione

w ramach kierowanego przeze mnie projektu badawczego i są częścią prezentowanego tutaj
osiągnięcia naukowego37. 38.
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Cel naukowy i uzyskane wyniki

Prezentowane osiągnięcie naukowe składa się z cyklu prac, obejmujących różne etapy

badań prowadzących do opracowania nowych cząsteczek o charakterze terapeutycznym,

nakierowanych na układ FGF/FGFR.

W ramach swojej pracy nad opracowaniem strategii terapeutycznych dla nowotworów

zależnych od FGF1/FGFR1 przetestowałam różne rodzaje cząsteczek wiążących FGF1 lub FGFR1

- od fragmentów przeciwciał, przez peptydy, aż po ich połączenie, czyli cząsteczki peptibody.

Otrzymałam cząsteczki peptibody o wysokiej specyficzności wiązania i internalizacji do komórek

ekspresjonujących FGFR1, do których następnie przyłączyłam leki cytotoksyczne. Pozwoliło mi

to uzyskać koniugaty białek o potencjalnym zastosowaniu w kierowanej terapii

przeciwnowotworowej i precyzyjnym dostarczaniu leków.

l. Cz steczki

dodatnich

u e tibod "ako no nośników leków do komórek FGFR1-

Publikacja l

Jak wspomniano we wstępie, oś sygnalizacyjna FGF1/FGFR1 jest związana z procesem

nowotworzenia i jest jednym z celów molekularnych dla ukierunkowanych terapii

przeciwnowotworowych. Mając świadomość ograniczeń związków peptydowych

zastosowanych jako leki, oraz zalet jakie oferuje łączenie ich z domeną Fc z immunoglobulin,

rozpoczęłam badania dotyczące cząsteczek typu peptibody. Moim celem było otrzymanie

cząsteczek peptibody wiążących FGFR1, które pozwoliłyby na użycie ich jako nośników leków

cytotoksycznych - tak aby skutecznie eliminowały komórki o charakterze nowotworowym, zaś

wykazywały jak najmniejszy wpływ na komórki o normalnym, fizjologicznym poziomie FGFR1.

Na podstawie przeglądu dostępnych informacji literaturowych ustaliłam, że niezależnie

zidentyfikowane zostały dwie sekwencje peptydowe wiążące FGFR1, będące fragmentami

sekwencji aminokwasowej białka FGF2. Przez porównanie sekwencji różnych członków rodziny

FGF wiążących się z FGFRlc, Ray i in. zidentyfikowali peptyd, który jest fragmentem sekwencji

FGF2 i działa jako jego antagonista, blokując działanie mitogenne wywoływane przez ten

czynnik wzrostu73. Równolegle, Fracchiano i in. przeprowadzili dopasowanie sekwencji

homologicznych FGF, przeanalizowali dostępne dane strukturalne i zidentyfikowali inny

fragment sekwencji FGF2, który silnie hamuje aktywność FGF2 in vitro72. Peptydy te znajdują się

w bezpośrednim sąsiedztwie sekwencji FGF2 (region 48-58 i region 59-68).

Zdecydowałam się połączyć powyższe sekwencje pochodzące z FGF2 i sprawdzić ich

właściwości w formacie peptibody - w fuzji z domeną Fc. Zestawienie dwóch peptydów pozwala

na maksymalizację regionu oddziałującego z FGFR1, który dzięki temu ma szansę wykazywać
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wyższe powinowactwo do receptora w porównaniu z krótszymi peptydami90. Powstały

peptydF2 obejmuje reszty 48-68 FGF2 i został przeze mnie zastosowany jako peptyd kierujący

w peptibodyF2 (Rys. 3). Biorąc pod uwagę fakt, iż peptibodyF2 zawiera peptyd pochodzący z

FGF2, możliwe jest, że miejsce wiązania do FGFR1 jest dla niego podobne jak dla naturalnego

ligandu. Może to powodować korzystną konkurencję z czynnikami wzrostu i blokowanie FGFR

lub też działanie jako agonista i powodować aktywację receptora, niepożądaną z punktu

widzenia terapeutycznego zastosowania. Otrzymane przeze mnie peptibodyFZ nie wykazuje

jednak zdolności do aktywacji receptorów, co nie jest zaskakujące, ponieważ zdolność wiązania

może być znacznie niższa niż w przypadku czynników wzrostu o pełnej długości - peptyd

kierujący w peptibody jest tylko fragmentem sekwencji liganda. Co istotne, zdolność

peptibodyF2 do wiązania FGFR1 w pełni wystarcza do zaobserwowania specyficznej

internalizacji peptibodyF2 do komórek mających na swojej powierzchni receptor FGFR1, nie zaś

do komórek pozbawionych tego receptora.

Jako że wiązanie peptibodyF2 do receptora może nie być wystarczające do zastosowania

go jako cząsteczki neutralizującej FGFR1, a dodatkowo w przypadku receptorów zmutowanych

i konstytutywnie aktywnych blokowanie takie nie będzie skuteczne, skorzystałam

z wcześniejszego doświadczenia mojego i Zakładu Inżynierii Białka w zakresie koniugatów
leków cytotoksycznych9 !-93. Cząsteczka peptibody może być nośnikiem specyficznie

dostarczającym wysoce cytotoksyczny lek, analogicznie do koniugatów przeciwciało-lek (ADC).

Wykorzystując podobieństwo peptibody do przeciwciał, zaplanowałam strategię

koniugacji analogiczną do ADC oraz monometyloaurystatynę E (MMAE) jako lek cytotoksyczny.

MMAE blokuje polimeryzację tubuliny, uniemożliwiając podziały komórek, i jest tak silnie

cytotoksyczna (ok. 100-1000 razy bardziej niż doksorubicyna, jeden z cytostatyków
stosowanych w chemioterapii ogólnej), że nie może być stosowana jako samodzielny lek9 4.
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tokyczność zależna
od obecności FGFR1

na komórlach
peptjbod^:2

koniugatzidtiem
cytotoksycznym

Rys. 3. Peptibody F2 skonstruowane na podstawie peptydów wiążących FGFR1 pochodzących z
sekwencji FGF2 wiąże FGFR1 in vitro, jest internalizowana przez komórki FGFRl-dodatnie oraz daje
możliwość specyficznego dostarczania leków cytotoksycznych do komórek z nadekspresją FGFR1.
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Jednak może być ona stosowana po przyłączeniu do cząsteczki kierującej, zapewniającej

precyzyjne dostarczanie leku, a tym samym minimalizując toksyczność leku wobec zdrowych

komórek. MMAE jest m.in. składnikiem trzech koniugatów typu ADC zatwierdzonych
i wprowadzonych na rynek82.

Wykazałam w ramach kierowanego przeze mnie projektu, że peptibodyF2 jest w stanie

dostarczyć lek specyficznie do komórek nowotworowych posiadających na swojej powierzchni

zwiększoną ilość FGFR1 i doprowadzić do ich śmierci, co zostało pokazane na komórkach

niedrobnokomórkowego raka płuc. Dysponując nowotworowymi liniami komórkowymi, które

charakteryzowały się wysokim oraz niskim [kontrolnie) poziomem receptorów FGFR1,

obserwujemy bardzo wysoką cytotoksyczność koniugatów peptibodyF2-MMAE wobec komórek

FGFRl-dodatnich, zaś brak obniżenia żywotności w przypadku komórek pozbawionych FGFR1.

W związku z tym, iż jest to podejście nowe, i brak było do tej pory jakichkolwiek

doniesień na temat stosowania koniugatów leków cytotoksycznych z peptibodies, wykorzystując

ich zdolności kierowania do komórek charakteryzujących się obecnością na swojej powierzchni

konkretnych celów molekularnych, sekwencja kierująca z peptibodyF2, wraz z jej

zastosowaniem jako nośnika leku cytotoksycznego, została przeze mnie opisana i jest

przedmiotem zgłoszenia patentowego P.433329 "Koniugat białka fuzyjnego zawierającego

fragment Fc z IgGl z fragmentem sekwencji ludzkiego fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF2

oraz jego zastosowanie". Uzyskane wyniki rozszerzają gamę cząsteczek kierujących, które mogą

być nośnikami leków cytotoksycznych, zaś osiągnięta specyficzna cytotoksyczność koniugatów

jest na tyle obiecująca, iż warte są one przetestowania w modelach zwierzęcych aby sprawdzić

ich pełen potencjał do zastosowań medycznych.

2. Metoda iden ikac"i e dówwi ż ch FGFR1 do konstrukc"i cz steczek e tibodies

Publikacja 2

Równolegle z opisaną powyżej charakterystyką przydatności cząsteczek typu peptibody

jako nośników leków cytotoksycznych, podjęłam się opracowania techniki, która pozwalałaby

na przesiewowe identyfikowanie peptydów wiążących receptory spośród sekwencji

aminokwasowych białek z tymi receptorami oddziałujących.

Opracowywane przeze mnie podejście polegało na próbie znalezienia w sekwencjach

białek z rodziny FGF [naturalnych ligandach FGFR) krótkich sekwencji aminokwasowych

odpowiedzialnych za wiązanie do FGFR1, i sprawdzeniu czy peptydy liniowe odpowiadające tym

sekwencjom wciąż wiążą FGFR1. Zadanie to nie jest trywialne, ponieważ reszty aminokwasowe

biorące udział w oddziaływaniu ligand-receptor mogą być rozproszone w sekwencji białka
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i tworzyć miejsce wiążące tylko wtedy, gdy białko jest zwinięte i przyjmuje swoją

trzeciorzędową strukturę95-97.

Dlatego też pierwszym krokiem podjętej przeze mnie analizy było zbadanie, czy FGFR1

oddziałuje z którymkolwiek z białek FGF gdy są one zdenaturowane, a więc w formie liniowej

(Rys. 4). Spośród przetestowanych białek FGF, FGF4 zachował regiony wiążące receptor nawet

w stanie rozwiniętym, tak więc poddałam jego sekwencję równoległej analizie dwoma

metodami - z użyciem trawienia proteazą i analizy za pomocą spektrometrii mas (MS)

fragmentów FGF4 związanych do FGFR1 oraz z wykorzystaniem zimmobilizowanych macierzy

peptydowych pokrywających sekwencję FGF4 (PepSpot). Metody te umożliwiają większą

przepustowość analizy, niż zwykle używane do identyfikacji miejsc oddziaływania białko-białko

metody analizy strukturalnej, takie jak krystalografia rentgenowska lub NMR. Dodatkowo nawet

poznanie miejsca oddziaływania od strony strukturalnej nie przekłada się jednoznacznie na

możliwość wyizolowania z sekwencji peptydów wiążących, ze względu na wspomnianą wyżej

możliwą nieciągłość aminokwasów wiążących w sekwencji.

t
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H

wykrycie oddziaływania FGFR1
z białkami FGF w formie liniowej

identyfikacja peptydów
wiążących FGFR1 poprzez
technikę ptfff-down i MS

x x

w^
otrzymanie cząsteczek pepflbody wiążących FGFR1
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koniugacja z cytotoksykiem oraz charakterystyka
cytotoksycznych koniugatów wiążących FGFR1

zidentyfikowane nowe
sekwencje peptydowe

wiążące FGFR1

Rys. 4. Technika otrzymywania nowych peptydów wiążących FGFR1
oparta o analizę sekwencji naturalnych ligandów tych receptorów -
białek z rodziny FGF
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koniugaty peptibodyF4 testowane na FGFRl-dodatnich i ujemnych liniach komórek

nowotworów płuc wykazały toksyczność zależną od FGFR1 i uderzająco wysokie wartości ECso,

porównywalne z wartościami osiąganymi dla koniugatów przeciwciał. Badane komórki,

zarówno FGFRl-dodatnie, jak i ujemne, nie są wrażliwe na koniugat samej domeny Fc z MMAE,

tak więc obserwowana cytotoksyczność peptibodyF4-MMAE wynika ze specyficznego działania

kierującego peptydu F4 [zidentyfikowanego z sekwencji białka FGF4).

Znaczenie zaprezentowanych wyników polega nie tylko na otrzymaniu przeze mnie

nowej cząsteczki peptibody, która specyficznie dostarcza lek cytotoksyczny do komórek

mających na swojej powierzchni receptor FGFR1. Co ważniejsze, prezentowane podejście nie

ogranicza się tylko do FGFR i jest wystarczająco wszechstronne, aby stanowić podstawę dla

nowej strategii rozwoju peptydów wiążących cele molekularne. Wcześniejsze doniesienia

dotyczyły tylko fragmentacji białek a-helikalnych trypsyną i zakładały zachowanie struktury

drugorzędowej izolowanych peptydów95. Jak twierdzą sami autorzy technika ta może nie być

odpowiednia dla białek z miejscami oddziaływania zlokalizowanymi w regionach pętli, co jest

stosunkowo częste. Opisana przeze mnie technika interactome screening jest pozbawiona tego

ograniczenia.

Zidentyfikowane sekwencje wiążące FGFR1, jak również sposób ich identyfikacji i oparte

o nie koniugaty peptibody są przedmiotem zgłoszenia patentowego do Urzędu Patentowego RP

(zgłoszenie nr P. 438583, "Nowe białko fuzyjne z domeną Fc z IgGl oparte o zidentyfikowaną

sekwencję - fragment sekwencji ludzkiego fibroblastycznego czynnika wzrostu, sposób

identyfikacji sekwencji peptydowej wiążącej FGFR1 oraz jego zastosowanie jako cząsteczki

wiążącej receptory"].

3. Pokon anie trudności

cvtotoksvcznvch

ika" chzchemiczn chas ektów rz ł czania leków

Publikacja 3

Skuteczność cząsteczek peptibody zależy głównie od właściwości kierujących peptydu

połączonego z Fc, a więc siły wiązania do cząsteczki docelowej. Głównym ograniczeniem

peptydów jest wciąż ich stosunkowo niższe powinowactwo do celu molekularnego

w porównaniu z wartościami osiąganymi przez przeciwciała monoklonalne. Istnieją jednak

peptydy o bardzo wysokim powinowactwie zidentyfikowane dla różnych grup receptorów, w

tym również dla FGFR.

W 1999 r. wyselekcjonowano za pomocą metody phage display sekwencję

aminokwasową wiążącą FGFR169. Peptyd ten CC19) wiąże się do FGFR1 na tyle silnie, iż jest

w stanie wywołać aktywację receptora i odpowiedź komórkową po dimeryzacji przez
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przyłączony do niego zamek leucynowy c-Jun, działając jak agonista czynników wzrostowych.

Fuzja peptydu C19 z domeną Fc również silnie i specyficznie wiąże się z FGFR1, nie wykazuje

jednak takiego potencjału mitogennego. Peptibody C19 jest więc dogodnym kandydatem do

specyficznego dostarczania leków do komórek z nadekspresją FGFR.

W przedstawionej pracy, korzystając z wysokiego powinowactwa peptydu C19 do

FGFR1, zweryfikowałam czy może on być stosowany jako nośnik dostarczania leku, aurystatyny.

Zadanie to nie jest proste ze względu na obecność w peptydzie kierującym (C19) reszt cysteiny.

Standardowo stosowaną metodą kowalencyjnego przyłączania leków cytotoksycznych do

przeciwciał, a co za tym idzie również do cząsteczek zawierających domenę Fc, jest modyfikacja

cystein w regionie zawiasowym domeny Fc, oparta na reakcji maleimid-tiol98. Jako że peptyd

kierujący zawiera w swojej sekwencji resztę cysteiny, zatem modyfikacja lekiem może wystąpić

nie tylko we fragmencie Fc. Modyfikacja lekiem cytotoksycznym w obrębie [stosunkowo

krótkiej) sekwencji kierującej jest niepożądana, ponieważ może prowadzić do osłabienia lub też

utraty oddziaływania z celem [tj. FGFR1).

Aby to zbadać, przeprowadziłam z zespołem reakcje koniugacji z różnymi pochodnymi

aurystatyny [PEGylowanymi i niezmodyfikowanymi) w różnych warunkach. Kontrolując

warunki reakcji i rodzaj sprzęganego leku, możliwe było kontrolowanie liczby podstawianych

cystein. Opracowałam zoptymalizowany protokół reakcji koniugacji z PEGylowaną aurystatyną,

skutkujący otrzymaniem podwójnie podstawionego lekiem peptibodyC19, z cysteinami regionu

zawiasowego Fc skoniugowanymi z lekiem. Otrzymany koniugat specyficznie zmniejsza

żywotność komórek raka płuc z nadekspresją FGFR1, bez wpływu na komórki o niskim

poziomie FGFR1 (Rys. 5).
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Rys. 5. Optymalizacja warunków koniugacji peptibodyC19 zawierającego cysteiny w peptydzie kierującym
pozwala uzyskać funkcjonalny koniugat z lekiem przyłączonym w rejonie Fc.
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4. Fra men rzeciwciał białka scFv wi ż ce FGF1 i uniemożliwia ce mu wi zanie si

do ręce tora

Publikacja 4

Prowadzone przeze mnie poszukiwania cząsteczek wiążących FGF1/FGFR1 nie

ograniczały się jedynie do cząsteczek typu peptibody. Uwzględniały one również inne

powszechnie stosowane w terapiach celowanych formaty cząsteczek, takie jak fragmenty

przeciwciał i peptydy (opisane w punkcie 5.).

Jedną ze strategii, którą możemy zastosować gdy celem molekularnym jest receptor

aktywowany przez specyficzną dla niego cząsteczkę liganda, są tzw. pułapki liganda (ang. ligand

trap~)w. Są to cząsteczki opracowane tak, aby wiązać ligand (w tym przypadku FGF1)

i uniemożliwiać jego oddziaływanie z receptorem. Dzięki temu komórki nowotworowe

pozbawiane są nadmiernej stymulacji receptorów FGFR, i jeśli to od nich zależna była

kancerogeneza, proces ten jest spowolniony. Pułapkami liganda mogą być cząsteczki o różnym

charakterze. Dotychczas opisane zostały rozpuszczalne fragmenty receptorów FGFR100,

fragmenty białek oddziałujących z FGF1, takich jak trombospondyna-1 lub pentraxin-310i,

krótkie peptydy oraz przeciwciała wiążące FGF2102. 103.

Rosnącym zainteresowaniem jako cząsteczki wiążące cieszą się również fragmenty

przeciwciał - wśród nich białka takie jak scFv Q"ednołańcuchowy fragment zmienny

z immunoglobulin], które do tej pory nie były stosowane do wychwytu ligandów. Aby otrzymać

cząsteczki scFv silnie wiążące FGF1, zastosowaliśmy selekcję techniką phage display - biblioteka

wariantów scFv była prezentowana na powierzchni fagów filamentowych, spośród których

wyizolowane zostały tylko warianty wiążące się do FGF1. Dla trzech białek scFv zostało

potwierdzone specyficzne

FGFI scFv wiążące FGFI oddziaływanie z FGF1,

z wartościami stałych dysocjacji

[Kd] w zakresie nanomolowym,

przy braku obserwowanego

wiązania do białka FGF2 (białka

z tej samej rodziny czynników

wzrostowych co FGF1).

Parametry te wskazują na

wiązanie scFv do FGF1

o podobnej sile i specyficzności

jakie są osiągane w przypadku

przeciwciał monoklonalnych.

FGF1

FGFR1

zaburzone wiązanie
FGF1doFGFR1

zahamowana

proliferacja komórek

T T |
Rys. 6. scFyjako cząsteczka typu "ligand trap" uniemożliwiająca
FGF1 wiązanie się do receptora i jego aktywację.
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We współpracy z zespołem prof. Tadeusza Holaka na Uniwersytecie Jagiellońskim,

potwierdziłam oddziaływanie scFv z białkiem FGF1 znakowanym 15N metodą NMR

Cmagnetycznego rezonansu jądrowego). Miareczkowanie scFv pokazało zmiany

w przesunięciach chemicznych obserwowanych dla 15N FGF1 i potwierdziło oddziaływanie

pomiędzy białkami. Identyfikacja konkretnych regionów oddziaływania nie była możliwa ze

względu na zanik sygnałów FGF1 przy dodaniu równomolowych ilości scFv.

Co najważniejsze, oddziaływanie to okazało się również istotne funkcjonalnie - dodane

do komórek ekspresjonujących FGFR1 scFv hamowało mitogenne działanie FGF1 aż do 90%.

Przetestowane zarówno na liniach fibroblastycznych, jak i na komórkach z ludzkiego

kostniakomięsaka o podwyższonym poziomie FGFR1 (linia komórkowa G292), białka scFv

wiązały FGF1 dostatecznie silnie, aby spełnić swoją rolę pułapki liganda i zneutralizować

aktywujące działanie FGF1 (Rys. 6).

S. Pe tv' .

Publikacja 5

cz- steczki zakł' ca" eukl duFGFl FGFR1

Peptydy o działaniu terapeutycznym posiadają wiele zalet: możliwość wysokowydajnej

identyfikacji sekwencji wiążących dany cel, mały rozmiar zapewniający dobrą penetrację tkanek,

dodatkowo są one również stosunkowo łatwe i tanie w produkcji64. Jednak aby przezwyciężyć

ich inherentne ograniczenie, jakim jest krótki czas półtrwania w krwiobiegu spowodowany

degradacją proteolityczną i szybkim klirensem nerkowym, stosuje się różne modyfikacje leków

peptydowych - jedną z nich jest cyklizacja peptydów. Cyklizacja peptydu może mieć

dramatyczny wpływ zarówno na jego stabilność, jak i powinowactwo do cząsteczki docelowej.

W porównaniu z formą liniową, peptydy cykliczne charakteryzują się dużo bardziej sztywną

konformacją, co wpływa pozytywnie na ich odporność na cięcie proteolityczne, jak również

sprzyja silniejszemu wiązaniu do celu, jako korzystne z entropowego punktu widzenia66. Wiele

białek wiążących przyjmuje strukturę drugorzędową lub trzeciorzędową, a pętle peptydowe

odgrywają często kluczową rolę w oddziaływaniu białko-białko. Tak więc cykliczne peptydy

wykazują podobieństwo do naturalnie występujących ligandów białkowych.

Odmiennie do podejścia opisanego w poprzedniej pracy, jako cel molekularny do

otrzymania peptydów wiążących wybrano (równolegle) zarówno FGF1, jak i FGFR1.

Opublikowane wyniki są fragmentem pracy doktorskiej realizowanej przez mgr Magdalenę

Lipok pod opieką prof. Jacka Otlewskiego oraz moją, jako promotora pomocniczego. W ramach

pracy doktorskiej zostały przetestowane cztery uzupełniające się strategie - selekcje peptydów

zarówno liniowych, jak i cyklicznych, wybieranych pod kątem wiązania do FGFR1 lub FGF1, tak
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aby zidentyfikować peptyd o największej zdolności do zahamowania wzrostu komórek

zależnego od FGF1/FGFR1.

W publikacji Lipok et al. zastosowano selekcję peptydów cyklicznych pod kątem

wiązania do celu molekularnego - FGFR1. Przeprowadzenie do formy cyklicznej wcześniej

zidentyfikowanego peptydu wiążącego o charakterze liniowym może całkowicie zmienić jego

właściwości i zaburzyć wiązanie do celu molekularnego, tak więc w poszukiwaniu peptydów

wiążących zdecydowaliśmy się na selekcję z biblioteki peptydów zcyklizowanych.

Selekcja przeprowadzona została techniką prezentacji fagowej [ang. phage display},

korzystając z biblioteki fagowej prezentującej na swojej powierzchni peptydy cykliczne.

Biblioteka taka powstaje przez wkomponowanie do sekwencji nukleotydowej

randomizowanych peptydów dwóch kodonów kodujących cysteinę. Dzięki temu możliwe jest

tworzenie mostka disiarczkowego łączącego dwie części peptydu90.

W optymalnym przypadku zidentyfikowane peptydy powinny wiązać się z FGFR1

w regionie oddziaływania z naturalnym ligandem (FGF1), tak aby były w stanie konkurować

o wiązanie z FGF1 [Rys. 7). Procedura selekcji zakładała więc elucję fagów wiążących za pomocą

FGF1. Wyselekcjonowany peptyd cykliczny F8 wykazywał wiązanie do zewnątrzkomórkowej

domeny FGFR1, które było zmniejszone w obecności FGF1, sugerując dzielenie miejsca

oddziaływania z FGFR1. Potwierdzała to też zdolność peptydu F8 do hamowania wywoływanej

przez FGF1 aktywacji szlaków sygnalnych zależnych od FGFR1. Analiza sekwencji nie wykazała

bezpośredniego podobieństwa zidentyfikowanego peptydu do ligandów z rodziny FGF. Nie jest

to całkowicie zaskakujące, ponieważ cykliczna konformacja peptydu nie może być bezpośrednio

odniesiona do liniowych fragmentów sekwencji białek wiążących FGFR.

Istotnie, peptyd F8 był w stanie hamować zależną od FGF1 proliferację komórek -

obecność peptydu cyklicznego zmniejszała ich żywotność o ponad 40%, podczas gdy obecność

tego samego peptydu, jednak

w formie liniowej, nie

wpływała na żywotność

komórek.

Do tej pory w litera-

turze brak wzmianek

o peptydach cyklicznych

wiążą-cych się do FGFR1

i mających zdolność do

zahamowania oddziaływania

FGF1-FGFR1. Opisane zostały

peptydy liniowe, wiążące

FGF1 o peptyd cykliczny
wiążący FGFR1

FGFR1

^
FGF1

zaburzone wiązanie
FGFIdoFGFM

-??

zahamowana

proliferacja komórek

Rys. 7. Peptydy cykliczne zakłócające oddziaływanie
FGF1/FGFR1.
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FGFR2 lub też FGFR370.71, jednak brak jakichkolwiek badań klinicznych z udziałem tych

związków. Otrzymany cykliczny peptyd F8 wiążący FGFR1, ze względu na swoją nieliniową

strukturę i potencjalnie wyższą stabilność, jest dobrym kandydatem do dalszej optymalizacji

w celu opracowania jeszcze bardziej efektywnej cząsteczki wiążącej FGFR1.

6. Badanie mechanizmów leż ch u odstaw braku ak ości biolo iczne" wariantu

FGF1 o zaburzonym wiązaniu intesrvnv

Publikacja 6

Spojrzenie na układ FGF/FGFR jako na cel terapeutyczny wymaga pełnego zrozumienia

funkcjonowania tej osi sygnalizacyjnej, jak również zjawisk, które bezpośrednio wpływają na jej

regulację. Prezentowana praca dotyczy dwóch ważnych kwestii w procesie regulacji sygnalizacji

komórkowej - oddziaływania ligandów i receptorów czynników wzrostowych z białkami ko-

receptorowymi, oraz znaczenia stabilności białka dla jego aktywności biologicznej.

Białka ko-receptorowe mają zdolność modulowania efektu działania cząsteczek

o charakterze sygnałowym, nie tylko w przypadku FGF/FGFR. Często pozwalają one na

zróżnicowanie odpowiedzi komórkowej zarówno pod względem jej intensywności, jak i

rodzaju16. Integryny są jednymi z białek ko-receptorowych wskazywanymi jako szczególnie

istotne dla sygnalizacji receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK)39."4. Dodatkowo mogą one
prowadzić do wzmożenia progresji nowotworowej1 05. Również w przypadku FGF1 integryna

aypa wpływa na przekazywanie sygnału106, zaś zaburzenie tego oddziaływania przez mutację

w rejonie FGF1 wiążącym integrynę prowadzi do poważnego zaburzenia aktywności

biologicznej FGF1107-108. Mutant ten [FGFIRSSE), przy zachowaniu zdolności wiązania do

receptora nie wywołuje przewidywanej odpowiedzi komórkowej, co więcej opisano jako

antagonistę FGF1, zarówno na liniach komórkowych, też jak i w modelu zwierzęcym108. Przy

takiej charakterystyce może być to obiecujący kandydat na białko terapeutyczne - bez trudnych

do kontrolowania właściwości mitogennych.

Podczas realizacji pracy doktorskiej opracowywałam warianty FGF1, które mogłyby

znaleźć zastosowanie na zasadzie "konia trojańskiego" - wiążąc się do receptorów FGFR jako

naturalny ligand, ale z przyłączonym elementem toksycznym91-109. Niestety doskonałe

właściwości kierujące FGF1 wiążą się również z jego silnym potencjałem mitogennym. Dlatego

też doniesienia o wariancie FGF1 wiążącym receptor, jednak niepowodującym jego aktywacji [ze

względu na zaburzone wiązanie integryny), zwiększały możliwość jego zastosowania jako

ulepszonego nośnika leków. Zastosowanie tegoż wariantu pozwoliłoby na zachowanie silnego

wiązania do receptora umożliwiającego precyzyjne kierowanie do komórek mających na swojej

powierzchni FGFR, jednak bez ryzyka nadmiernej ich stymulacji i spowodowania niepożądanej

proliferacji.
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Rys. 8. Charakterystyka wariantu białka FGF1 o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym
pozwoliła na stwierdzenie, iż brak obserwowanej odpowiedzi biologicznej nie wynika z zaburzenia
wiązania integryny, zaś z obniżonej stabilności białka, co powoduje jego większą podatność na cięcie
proteolityczne i szybką degradację w komórkach.

Nawet pojedyncze mutacje punktowe mogą mieć dramatyczny wpływ na stabilność

białka17-18, i przeprowadzona przeze mnie dokładna analiza stabilności FGFIRSSE pokazała, iż jest

to wariant w porównaniu do dzikiego typu białka wyjątkowo niestabilny zarówno pod

względem termicznym, jak i proteolitycznym. Aby sprawdzić, czy obserwowane efekty są

wynikiem zaburzonego oddziaływania z integryną Oyps, czy też zmniejszonej stabilności,

przygotowałam wariant FGF1 o zwiększonej stabilności i wciąż zaburzonym oddziaływaniu

z integryną - FGFlR35E/Q4op/s47i/H93G (Rys. 8). Wykonane przeze mnie porównanie aktywności tych

dwóch wariantów pod kątem ich zdolności mitogennych, anty-apoptotycznych i wpływania na

migrację komórek fibroblastycznych wskazuje, że to niska stabilność, a nie obniżone powino-

wactwo do integryny, jest główną przyczyną braku aktywności biologicznej mutanta R35E.

Uzyskane przeze mnie wyniki wykluczyły możliwość bezpośredniego zastosowania

wariantu FGFlpsse jako cząsteczki kierującej, udowodniły też po raz kolejny jak duży wpływ na

wywierany efekt biologiczny ma stabilność białka. Warte podkreślenia jest, iż badania

o charakterze podstawowym są kluczowe dla dokładnego poznania funkcjonowania cząsteczek

i szlaków sygnałowych, które mają się stać celem opracowywanych terapii. Bez ich dokładnego

zrozumienia zaprojektowane cząsteczki mogą nie wykazywać oczekiwanego działania

w modelach komórkowych czy też w badaniach przedklinicznych.
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Podsumowanie

Przedstawione osiągnięcie naukowe opisuje ciąg badań mających na celu otrzymanie

cząsteczek o potencjale terapeutycznym wobec osi sygnalizacyjnej FGF1/FGFR1.

Korzystając z wiedzy na temat funkcjonowania FGF1 i FGFR1, zdobytej podczas moich

wcześniejszych badań FGF1 o charakterze strukturalnym (lata 2007-2008] oraz opracowania

wariantów FGF1 do konstrukcji terapeutycznych nanocząstek i koniugatów z lekami [lata 2009-

2012), badałam różne koncepcje prowadzące do otrzymania cząsteczek wiążących FGF1 lub

FGFR1. Otrzymane związki obejmowały cząsteczki scFv, peptydy cykliczne oraz cząsteczki typu

peptibody - fuzje genetyczne peptydów kierujących razem z domeną Fc z przeciwciał.

Przetestowana przeze mnie różnorodność cząsteczek kierujących daje możliwość

wytypowania cząsteczek o najlepszych właściwościach, oraz przyłączenie do nich leków

cytotoksycznych. W efekcie otrzymałam koniugaty umożliwiające specyficzne dostarczenie

leków cytotoksycznych do komórek posiadających na swojej powierzchni receptor FGFR1,

w porównaniu do komórek tegoż receptora pozbawionych lub też z jego bardzo niskim

poziomem. Opracowane w ramach kierowanego przeze mnie projektu koniugaty są pierwszymi

tego typu cząsteczkami i mogą być punktem wyjścia do testów na modelach zwierzęcych,

przyczyniając się do opracowania nowych ukierunkowanych terapii przeciwnowotworowych.

Przedstawiona strategia interactome screening pozwala również na identyfikację kolejnych

peptydów wiążących receptory związane z nowotworzeniem.

Zrealizowane cele szczegółowe:

. Zrealizowałam projekt mający na celu otrzymanie cząsteczek peptibody, a więc fuzji

peptydy z fragmentem przeciwciała, wiążących FGFR1, łączących własności kierujące

peptydów z dobrymi własnościami farmakokinetycznymi przeciwciał. Na przykładzie

peptydów wiążących FGFR1 pochodzących z sekwencji FGF2 pokazałam, że oparta

o FGFRl-dodatnie oraz daje możliwość specyficznego dostarczania leków

cytotoksycznych do komórek z nadekspresją FGFR1.

[Publikacja l]

. Opracowałam technikę otrzymywania nowych peptydów wiążących FGFR1 przez analizę

sekwencji naturalnych ligandów tych receptorów - białek z rodziny FGF (interactome

screening). Stosując to podejście zidentyfikowałam dwa peptydy wiążące FGFR1

z jednego z ligandów FGFR1, FGF4 i przeformatowałam je na peptibody. W przypadku

peptibodyF4_l byliśmy w stanie skutecznie skoniugować je z lekiem cytotoksycznym,

MMAE, a koniugat wykazał znaczną i selektywną toksyczność wobec komórek
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z ekspresją FGFR1, co dowodzi, że peptydy wiążące zidentyfikowane za pomocą tej

techniki mogą być podstawą systemów dostarczania leków celowanych.

[Publikacja 2]

Peptyd nakierowany na FGFR1 opisany wcześniej w literaturze został użyty przeze mnie

jako podstawa cząsteczki peptibody, która jest skutecznie internalizowana do komórek

z nadekspresją FGFR1, zatem może być cząsteczką dostarczającą do nich

chemioterapeutyki. Głównym wyzwaniem dla zastosowania jako koniugatu cyto-

toksycznego jest reszta cysteiny zlokalizowana w peptydzie kierującym, ze względu na

standardowo stosowaną modyfikację cystein w regionie zawiasowym domeny Fc przy

sprzęganiu leków. Pokazałam, że ryzyka dodatkowej modyfikacji można uniknąć przez

zmianę typu ładunku cytotoksycznego [PEGylowany lek) i optymalizację warunków

reakcji, otrzymując funkcjonalny koniugat specyficznie zmniejszający żywotność

komórek raka płuc z nadekspresją FGFR1.

[Publikacja 3]

Brałam udział w charakterystyce cząsteczek scFv Q'ednołańcuchowych fragmentów

zmiennych immunoglobulin) wiążących FGF1 i wykazujących działanie typu "pułapek

liganda", wychwytujących FGF1 i uniemożliwiając mu aktywację receptora FGFR1. W ten

sposób zatrzymane może być namnażanie komórek nowotworowych zależnych od

obecności FGF1.

[Publikacja 4]

W wyniku testowania strategii selekcji peptydów liniowych i cyklicznych wiążących

FGF1 lub też FGFR1 otrzymano peptyd cykliczny wiążący FGFR1. Peptyd ten,

w zależności od stężenia, obniżał żywotność komórek nadekspresjonujących na swojej

powierzchni FGFR1 poprzez wiązanie się do receptora i utrudnieniu wiązania

naturalnych ligandów.

[Publikacja S]

Dokonałam charakterystyki wariantu białka FGF1 o potencjalnym zastosowaniu

terapeutycznym, która pozwoliła na stwierdzenie, iż brak obserwowanej odpowiedzi

biologicznej nie wynika z zaburzenia wiązania integryny, zaś z obniżonej stabilności

białka. Powoduje to większą podatność FGF1 na cięcie proteolityczne i szybką

degradację w komórkach. Wyniki te potwierdziły znaczenie stabilności FGF1 dla

wywołania efektu biologicznego.

[Publikacja 6]
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Perspektywy

Oś sygnalizacyjna FGF/FGFR odpowiada nie tylko za regulację kluczowych procesów

takich jak podziały, różnicowanie i migracja komórek, ale jest również związana bezpośrednio

z wieloma stanami patologicznymi, w tym z nowotworzeniem. Z tego powodu białka FGF i FGFR

pozostają grupą cząsteczek o potencjale terapeutycznym w leczeniu nowotworów. Uzyskane

dane mogą stać się punktem wyjścia do opracowania nowatorskich terapii

przeciwnowotworowych opartych o receptory FGF. Korzystając z otrzymanych wyników

możliwe są różne drogi dalszego rozwoju. Najwyższym poziomem specyficznej cytotoksyczności

cechowały się koniugaty cząsteczek peptibody, a korzystając z obecnej w nich domeny Fc

możliwe jest wprowadzenie do nich modyfikacji analogicznych do tych, które projektowane są

dla przeciwciał. Intensywnie badane są m. in. przeciwciała bispecyficzne - wykazujące

równoczesne wiązanie do dwóch różnych celów molekularnychi10. Korzystając z podobieństwa

peptibody do przeciwciał, oraz zdolności domeny Fc do dimeryzacji, możliwe jest otrzymanie

peptibody bispecyficznego, wiążącego FGFR1 oraz inny cel molekularny zidentyfikowany jako

występujący poza FGFR1 na komórkach zmienionych chorobowo, czy też dwa różne rejony
FGFR1 zwiększając siłę oddziaływania.

Powinowactwo skonstruowanych cząsteczek peptibody nie jest tak wysokie jak ma to

miejsce w przypadku wielu przeciwciał terapeutycznych. Jednym ze sposobów aby je zwiększyć

jest wydłużenie peptydów wiążących FGFR1 pochodzących z sekwencji białek FGF, tak aby

maksymalizacji uległ obszar oddziaływania między peptydem a receptorem. Alternatywnie,

opierając się na wyraźnym wzroście powinowactwa otrzymanym dla oligomerycznych form

FGF1 uzyskanych w Zakładzie Inżynierii Białka, można zwiększyć stan oligomeryczny

peptibodies korzystając z projektowanych do tego celu zrębów białkowych lub też
dendrymerów111-1".

Możliwe jest również modyfikowanie właściwości koniugatów peptibody poprzez

badanie innych rodzajów leków cytotoksycznych do niego przyłączanych. Dalsze badania mogą

również obejmować przyłączenie dwóch różnych leków, różniących się mechanizmem swojej

toksyczności wobec komórek, co dawałoby możliwość uzyskania synergicznego efektu

cytotoksycznego w porównaniu do mieszaniny koniugatów niosących jeden typ leku.

Należy przy tym pamiętać, że przetestowane przeze mnie formaty cząsteczek kierujących

nie wyczerpują spektrum badanych obecnie związków i tematyka ta potencjalnie może zostać

rozszerzona np. o aptamery wiążące FGFR1 lub FGF1, nanocząstki lub też nośniki liposomowe

dekorowane białkami wiążącymi FGFR1.
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Omówienie osiągnięć naukowo-badawczych, nie wchodzących w skład osiągnięcia

naukowego

W mojej pracy naukowej zajmowałam się różnymi aspektami biochemii i inżynierii

białek - od początkowych badań o charakterze strukturalnym, przez charakterystykę biofizyczną

białek i ich oddziaływań, aż po projektowanie i otrzymywanie koniugatów białek

o potencjalnym zastosowaniu w kierowanej terapii przeciwnowotworowej.

Moje wdrażanie się w prowadzenie badań naukowych rozpoczęło się stosunkowo

wcześnie, bo już w trakcie pierwszego roku studiów licencjackich na kierunku biotechnologia.

Było to możliwe dzięki prof. Jackowi Otlewskiemu, który zachęcał zainteresowanych studentów

do włączania się w prace kierowanych przez niego i jego współpracowników zespołów. Brałam

aktywny udział w otrzymaniu i charakterystyce wariantów białka FGF1 o zmienionym

powinowactwie do heparyny (Increased protein stability of FGF1 can compensate for its

reduced affinity for heparin, / Biol Chem, 2009). Realizowałam również projekt związany

z krystalizacją i analizą strukturalną za pomocą technik krystalografii rentgenowskiej stabilnego

mutanta FGF1 - zarówno we Wrocławiu, jak i podczas pobytów badawczych w Norwegian

Structural Biology Center (NorStruct) na Uniwersytecie Tromso (Norwegia). Współpraca ta

zaowocowała rozwiązaniem przeze mnie struktury stabilnego wariantu FGF1 [Structure of

a highly stable mutant ofhuman fibroblast growth factor l, Acta CrystaIIogrD, 2009).

Dzięki uzyskanym w okresie studiów uniwersyteckich dodatkowym kompetencjom

w zakresie prowadzenia badań możliwym był mój wyjazd po IV roku studiów na staż naukowy

w Department of Biochemistry and Molecular Biology na Uniwersytecie w Chicago, gdzie

zostałam członkiem zespołu kierowanego przez prof. Roberta }. Keenana. Kontynuowałam tam

tematykę związaną z analizą strukturalną białek, pracując nad krystalizacją oraz

charakterystyką biochemiczną nowo zidentyfikowanego kompleksu białkowego Get3. Białko to

jest jednym z kluczowych elementów w potranslacyjnym szlaku transportu do błon białek

o sekwencji sygnałowej znajdującej się na C-końcu łańcucha polipeptydowego [białka TA, ang.

taił anchored), w przeciwieństwie do powszechnie występujących N-końcowych sekwencji

kierujących. Dzięki intensywnej kilkunastomiesięcznej pracy znalazłam się w gronie

współautorów publikacji, która ukazała się w Naturę w 2009 roku, wyjaśniającej mechanizm

molekularny wiązania transportowanych białek przez białko Get3 (The structural basis of tail-

anchored membranę protein recognition by Get3, Naturę, 2009).

Po powrocie do Wrocławia kontynuowałam badania związane z czynnikami wzrostu

fibroblastów. W Zakładzie Inżynierii Białka Uniwersytetu Wrocławskiego zrealizowałam projekt

doktorski, w ramach którego zaprojektowałam, otrzymałam i scharakteryzowałam dwa typy

koniugatów FGF1: z bardzo silnym niskocząsteczkowym związkiem cytato ksycznym,

monometyloaurystatyną E (MMAE), oraz z nanocząstkami złota, których właściwości pozwalają
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na wywołanie hipertermii komórek nowotworowych indukowanej światłem z zakresu bliskiej

podczerwieni [NIR, ang. near-infrared). Otrzymane przeze mnie wyniki wyraźnie wskazują na

istotny potencjał FGF1 w zakresie kierowania związków lub cząstek terapeutycznych do

komórek nowotworowych charakteryzujących się obecnością receptorów FGF. Mimo pozornie

niepożądanego w zastosowaniach przeciwnowotworowych proliferacyjnego efektu tego

czynnika wzrostowego, może on być przezwyciężony przez toksyczne działanie silnego

niskocząsteczkowego związku cytotoksycznego lub też nanocząstek złota wraz z terapią

termiczną. Wyniki te zostały zawarte w rozprawie doktorskiej pt. Fibroblast growth factor l

(FGF1) conjugates for the FGFR-targeted cancer therapy obronionej przeze mnie w 2012 roku,

oraz stały się podstawą dwóch publikacji, w International Journal of Nanomedicine i w Drug

Design, Development and Therapy (FGFl-gold nanoparticle conjugates targeting FGFR efficiently

decrease celi viability upon NIR irradiation, Int J Nanomedicine, 2012 oraz Design and

characteristics of cytotoxic fibroblast growth factor l conjugate for fibroblast growth factor

receptor-targeted cancer therapy, Drug Des Devel Ther. 2016). Ze względu na swój potencjał,

opracowane koniugaty zostały objęte ochroną patentową - w 2013 został udzielony patent

nr P.398908 "Zmodyfikowany genetycznie, rekombinowany czynnik wzrostu fibroblastów

(FGF1) skoniugowany z nanocząstkami metalu lub tlenku metalu, jego sekwencja DNA
i aminokwasowa oraz zastosowanie".

W latach 2012-2014 przebywałam na stażu podoktorskim w grupie prof. Bernda Bukau

w Zentrum fur Molekulare Biologie der Universitat Heidelberg [ZMBH) w Heidelbergu. W tym

wiodącym w dziedzinie biochemii białek opiekuńczych (ang. chaperone proteins) laboratorium

brałam udział w projekcie mającym na celu wyjaśnienie mechanizmów ponownego zwijania

zdenaturowanych białek (ang. refolding) przez ludzkie białka z rodziny Hsp70 oraz Hsp40, oraz

procesów deagregacji/odzyskiwania agregatów białkowych (ang. disaggregatioń) dzięki

działaniu białek z rodziny HsplOO. Za pomocą różnorodnych technik, takich jak pomiary

fluorescencyjne oraz spektrometria mas, pokazałam występowanie przejściowego

oddziaływania między różnymi klasami białek Hsp40, które zwiększa ich aktywność

i wszechstronność względem szerokiego spektrum zagregowanych substratów białkowych.

Pozwoliło to wyjaśnić, w jaki sposób w komórkach wyższych eukariontów [mimo nieobecności

białek z rodziny HsplOO) w wydajny sposób zachodzą procesy deagregacji dzięki

synergistycznej kooperacji białek Hsp40. Odkrycie zmieniło spojrzenie na białka Hsp40 jako na

dużo bardziej wszechstronnych i kluczowych uczestników procesu deagregacji, i zostało

opublikowane w czasopiśmie Naturę [Crucial HSP70 co-chaperone complex unlocks metazoan

protein disaggregation. Naturę, 2015). Byłam również współautorką pracy pokazującej

ewolucyjne powstawanie zjawiska synergistycznej kooperacji białek Hsp [Evolution of an

intricate J-protein network driying protein disaggregation in eukaryotes, Elife, 2017) i ich
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obrazowanie in vivo u nicieni (Zn v;vo properties of the disaggregase function of J-proteins and

Hsc70 in Caenorhabditis elegans stress and 3igmg, Aging Celi, 2017).

Agregacja białek jest bezpośrednio związana ze starzeniem się oraz szeroką gamą

zaburzeń neurodegeneracyjnych. Zaburzenie procesów deagregacji białek może prowadzić np.

do tworzenia depozytów beta-amyloidu i choroby Alzheimera, lub też agregacji alfa-synukleiny

i tworzenia amyloidów prowadzących do rozwoju choroby Parkinsona. Podczas stażu

podoktorskiego brałam też udział w projekcie badającym zdolność układu Hsp70-Hsp40 do

usuwania fibryl alfa-synukleiny w modelu choroby Parkinsona (Human Hsp70 Disaggregase

Reverses Parkinson's-Linked a-Synuclein Amyloid Fibrils, Mol Celi, 2015). Prowadziłam również

badania dotyczące mechanistycznych aspektów maszynerii deagregującej u bakterii (białka

z rodziny ClpB) oraz drożdży (rodzina białek Hspl04) (Bacterial and Yeast AAA+ Disaggregases

ClpB and Hspl04 Operate through Conserved Mechanism Involving Cooperation with Hsp70,

JMolBioI. 2016).

Po powrocie z Heidelbergu do Wrocławia kontynuowałam badania związane z FGF1

i z jego oddziaływaniem z receptorem FGF. W ramach projektu realizowanego pod

kierownictwem prof. Jacka Otlewskiego we współpracy z grupą prof. Tadeusza Holaka

z Uniwersytetu Jagiellońskiego, mającym na celu identyfikację nowych inhibitorów

oddziaływania FGF-FGFR za pomocą techniki AIDA-NMR, możliwe było zastosowanie technik

strukturalnych do weryfikacji oddziaływania związków selekcjonowanych wobec zarówno

FGF1, jak i FGFR1. W jego ramach prowadzone były badania nad peptydami oraz białkami scFv

opisane w osiągnięciu naukowym.

W 2018 roku otrzymałam grant w ramach programu POWROTY Fundacji na rzecz Nauki

Polskiej, celem którego było zidentyfikowanie nowych sekwencji peptydów wiążących FGFR1,

i na ich podstawie skonstruowanie cząsteczek typu peptibodies. Opisane powyżej fuzje

fragmentów przeciwciał z peptydami kierującymi posłużyły następnie do skonstruowania

koniugatów z lekiem cytotoksycznym. Koniugaty takie wykazują potencjał terapeutyczny wobec

nowotworów charakteryzowanych przez zwiększoną ilość receptorów fibroblastycznych

czynników wzrostu [FGFR], a ich opracowanie stanowi istotną część osiągnięcia naukowego.

Od 2020 roku jestem również zaangażowana w projekt PolNor DUAL-DRUG - Novel

targeted therapy based on dual warhead conjugates against FGFR-dependent cancers,

finansowany przez Narodowe Centrum Badań i Rozwoju. Polsko-norweski projekt realizowany

pod kierownictwem prof. Jacka Otlewskiego zakłada testy przedkliniczne koniugatów FGF2 na

modelach zwierzęcych, z użyciem ksenograftów pozyskanych od pacjentów (PDX - ang. patient

deriyed xenografts). Pozwoli to na ocenę potencjału wdrożeniowego koniugatów FGF2 z dwoma

różnymi lekami cytotoksycznymi, które wcześniej w modelach mysich wykazały obiecujące

działanie wobec nowotworów z nadekspresją FGFR1113.
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Dzięki wynikom mojej pracy naukowej zostałam stypendystką Fundacji Alexandra

Humboldta [lata 2013-2014, finansowanie stażu podoktorskiego] oraz laureatką stypendium

Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyższego dla wybitnych młodych naukowców (2017).

Informacja o osiągnięciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujących naukę

Już od 2009 roku prowadziłam zajęcia dydaktyczne na Wydziale Biotechnologii UWr -

początkowo jako uczestnik studiów doktoranckich, a później pracownik naukowo-dydaktyczny.

Prowadzone przeze mnie przedmioty to Struktura i funkcja białka [ćwiczenia dla studentów

studiów licencjackich, 2009/2010), Biotechnologia (ćwiczenia dla studentów studiów

licencjackich, w latach 2010/2011 - 2011/2012J, Bioinformatyka [ćwiczenia dla studentów

studiów magisterskich, w latach 2014/2015 - 2020/2021), Inżynieria białka (ćwiczenia dla

studentów studiów magisterskich, w latach 2014/2015 - 2019/2020).

Część z realizowanych przeze mnie przedmiotów prowadzona była w języku angielskim,

jak wykład Enzymology (w latach 2018/2019 - 2020/2021) oraz ćwiczenia laboratoryjne Protein

biotechnology (w latach 2018/2019 - 2021/2022) i Preparative biochemistry (2021/2022).

Angażuję się również w popularyzację nauki, przez uczestnictwo w Dolnośląskim

Festiwalu Nauki (wykład Celowane terapie przeciwnowotworowe, DFN 2020, DFN 2021} oraz

wykłady prowadzone dla licealistów z województwa dolnośląskiego w ramach współpracy

Wydziału Biotechnologii z liceami ogólnokształcącymi.

Byłam opiekunem dwóch prac magisterskich i siedmiu prac licencjackich realizowanych

na Wydziale Biotechnologii. Sprawuję również obecnie opiekę nad dwoma projektami

doktorskimi, jako promotor pomocniczy.
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Podsumowanie bibliometryczne:

Prace opublikowane przed

uzyskaniem stopnia doktora

Liczba

publikacji

6

Sumaryczny
IF

57.14

Suma liczby
pkt MEiN*

156

Prace opublikowane po

uzyskaniu stopnia doktora

Łącznie

Publikacje wchodzące w skład osiągnięcia naukowego

6 29.46 730

Publikacje niewchodzące w skład osiągnięcia naukowego

10 91.67 380

22 178.27

* punkty MEiN zgodnie z listą z 2016 roku (prace do 2018 włącznie) oraz zgodnie z listą z 2021
roku (prace z lat 2019-2022)

l. Sumaryczny Impact Factor według listy Joumal Citation Reports [JCRJ, zgodnie z rokiem
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Suma punktów MNiSW, zgodnie z listą z 2021 roku (prace z lat 2019-2022): 730
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