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¢) Oméwienie celu naukowego osiagnietych wyniké6w wraz z oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania

Wstep

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

(ang. fibroblast growth factor receptor, FGFR) reguluja kluczowe procesy zachodzace w
komoérkach, takie jak ich podzialy, réznicowanie i zdolnoéé do migracji!, wrazliwoéé na
apoptozg¢?, jak réwniez metabolizm cukréw i lipidéw3-5. Uklad FGF/FGFR jest réwniez jednym z
glownych czynnikéw odpowiedzialnych za regulacje réznicowania tkanek na etapie rozwoju
embrionalnego$’ oraz aktywacje proceséw regeneracji tkanek po urazachss.

Przekazywanie sygnatu zachodzi w klasycznym ukfadzie liganda (FGF) i receptora w
btonie komérkowej (FGFR) - wigzanie FGF do odpowiedniego FGFR aktywuje receptor, co
indukuje jego dimeryzacj¢ i skutkuje powstaniem zmian konformacyjnych w obrebie FGFR
(Rys. 1). Zmiany te prowadza do transfosforylacji reszt tyrozynowych i fragmentu C-koficowego
receptora w wewngtrzkomérkowej, cytoplazmatycznej cze$ci biatkal®il, Transfosforylacja
domen kinazowych FGFR prowadzi do aktywacji dwoch gtéwnych $ciezek przekazywania
sygnatu poprzez fosforylacje biatek substratowych, do ktérych naleza FRS2a (ang. FGFR
substrate 2a) i fosfolipaza Cy1l (PLCy1)1012, Skutkuje to uruchomieniem kolejnych kaskad
przekazywania sygnatu, do ktérych naleza Ras/MAPK (kinaza bialkowa aktywowana
mitogenami, ang. mitogen-activated protein kinase) oraz PI3K (kinaza 3-fosfatydyloinozytolu,
ang. phosphoinositide 3-kinase) /AKT (kinaza biatkowa B, ang. protein kinase B). W zaleznosci od
uruchomionego szlaku sygnatowego komoérki podlegajg pobudzeniu do podziatu, stymulacji
metabolicznej, badz tez wysytane sa do nich sygnaly przeciwapoptotyczne1s,

Réznorodno$¢ i ztozonoé¢ proceséw regulowanych przez uktad FGF/FGFR wymaga
precyzyjnej regulacji czasowej i przestrzennej sygnalizacji indukowanej przez FGF, a takze
kontroli sily tegoz sygnatul415, Mechanizmy regulacyjne sygnalizacji FGFR opierajg sie
czgSciowo na oddziatywaniu z biatkami partnerskimi modulujacymi wywolywana odpowied? -
identyfikowane sa kolejne biatka oddziatujace z FGF i/lub FGFR i wplywajace na aktywowane
kaskady sygnatowel16, Dodatkowo, charakter odpowiedzi komérkowej determinowany jest
przez poziom aktywacji FGFR, wyrazony sila oddzialywan zaangazowanych w tworzenie
kompleksu FGF/FGFR, ktéra zalezy od stabilnosci biatek FGF14. Wiele z bialek FGF ma
ograniczong stabilno$¢ i okres péttrwania in vivo, ktére wplywajg na sygnalizacje FGF, co

wykazano gtéwnie w badaniach nad FGF117-19,
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0§ sygnalizacvina FGF/FGFR w procesie nowotworzenia

Receptory FGF posrednicza w przekazywaniu sygnalu w wielu fundamentalnych
procesach zwigzanych z cyklem komérkowym, podziatami, migracjg i réznicowaniem komérek,
a zmiany w ich funkcjonowaniu niosg ryzyko transformacji nowotworowej11.2°, Istotnie, komérki
nowotworowe czesto posiadajg na swojej powierzchni znacznie zwiekszong liczbe receptoréw
reagujacych na réznego rodzaju czynniki wzrostowe, lub tez receptory konstytutywnie
aktywowane niezaleznie od obecnoéci liganda2!-24,

Receptory FGF mogg wplywaé na wzrost guzdéw nowotworowych poprzez
nieprawidlowe przekazywanie sygnaléw lub znaczaco zwiekszong liczbe receptoréw na
powierzchni komérek rakowych. Pokazano, ze poziom receptoréw FGF jest wyraznie wyzszy
w wielu typach nowotwordéw, w tym w nowotworach pecherza moczowego, ptuc, piersi, mézgu
czy prostaty?5-29, Badanie poréwnujace ponad 4800 prébek tkanki nowotworowej wykazato, ze
7,1% wszystkich nowotworéw wykazuje zmiany genetyczne lub tez ilosciowe w ukfadzie FGF-
FGFR30, Przykladowo, zwigkszona liczba czasteczek FGFR zostala stwierdzona w 17%
przypadkéw niedrobnokomdérkowego raka ptuc (NSCLC; ang. squamous non-small-cell lung
carcinoma) oraz 6% drobnokomdrkowego raka ptuc (SCLC; ang. small-cell lung carcinoma)3t32,
zas w okoto 50% przypadkdéw raka pecherza moczowego wystepuja mutacje w obrgbie
sekwencji kodujgcej FGFR312. Dane te wskazujg, ze receptory czynnikéw wzrostu fibroblastow

mogg by¢ wykorzystane jako cel molekularny w terapiach przeciwnowotworowych.

Komérka nowotworowa
Nowotwory: pluc, glowyiszyi. piersi, prostaty. pecherza moczowego
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Rys. 1. Uktad FGF/FGFR w zdrowych komoérkach jest odpowiedzialny za regulacje proceséw takich jak
podzialy komdrek, ich réinicowanie i migracja. W przypadku zmian poziomu receptoréw FGFR
i zachodzgcych w nich mutacji aktywujgcych, a takze fuzji genetycznych FGFR, pojawiajg sig
nieprawidtowosci w przekazywaniu sygnaléw mogacych doprowadzi¢ do kancerogenezy.
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Ukierunkowane terapie przeciwnowotworowe

Choroby nowotworowe sa gtéwna przyczyna $mierci w krajach rozwinietych,
odpowiadajgcg za okoto 15% zgonéw3334, Nowotwory s bardzo ztozona i niejednorodna grupa
chordb, zaréwno pod wzgledem genetycznym, jak i funkcjonalnym - u podstaw procesu
kancerogenezy leza zmiany w réznych procesach komérkowych, prowadzace do
niekontrolowanych podziatéw komérek i tworzenia masy guza.

Chemioterapia ogélna (systemowa) pozostaje gtéwnym podejsciem terapeutycznym
w leczeniu nowotworéw. W jej przypadku wiekszo$é ze stosowanych obecnie lekéw nie
akumuluje si¢ specyficznie w tkankach chorobowo zmienionych, a szacunki méwig, iz duza czesé
podawanych chemioterapeutykéw trafia do zdrowych organéw, zmniejszajac skuteczno$é
terapii i powodujac réznorakie efekty uboczne®. W zwigzku z tym jedng z najbardziej
dynamicznie rozwijanych ostatnio gatezi nowoczesnej medycyny sg tzw. ukierunkowane terapie
przeciwnowotworowe. Terapie te wykorzystuja szczegblne cechy komérek nowotworowych,
aby odrozni¢ je od komérek zdrowych i wywrzeé efekt terapeutyczny tylko na te zmienione
chorobowo?3¢, Ukierunkowana terapia jest korzystna ze wzgledu na dziatanie gléwnie wobec
komérek rakowych, przy zmniejszonej toksycznoéci w stosunku do zdrowych tkanek,
minimalizujac w ten sposéb efekty uboczne, tak dotkliwe dla pacjenta w przypadku klasycznej
chemioterapii3”:38,

Sukces terapii celowanej zalezy w duzej mierze od dwéch czynnikéw - identyfikacji
wiasciwego celu molekularnego charakterystycznego dla komérek nowotworowych, oraz od
specyficznosci i sity wigzania zaprojektowanego leku39. Specyficzne dostarczanie celowanych
Srodkéw terapeutycznych staje si¢ jeszcze wazniejsze wraz z rozwojem nastepnej generacji
ukierunkowanych terapii przeciwnowotworowych - lekéw cytotoksycznych sprzezonych
z czasteczkami ukierunkowanymi, umozliwiajagcymi precyzyjne dostarczenie chemio-
terapeutykéw do zmienionych chorobowo komérekss4. Wysoka specyficznoéé terapii mozna
osiggna¢ poprzez celowanie w biatka unikatowe dla komérek nowotworowych lub tez
wystegpujace w nich w istotnie zwiekszonej iloéci4!,

Optymalny cel molekularny, poza samym wystepowaniem w komdrkach
nowotworowych, odgrywa réwniez kluczowg role w ich wzro$cie i przezyciu. Zatwierdzone do
zastosowania klinicznego terapie celowane opierajg si¢ np. na inaktywacji kinaz istotnych
nowotworowo#243, zahamowaniu angiogenezy%, wplywie na wydzielanie hormondéw
w przypadku nowotworéw hormono-zaleznych#s, hamowaniu czgsteczek zaburzajacych proces
apoptozy*647 oraz na blokowaniu czynnikéw wzrostowych badzZ ich receptoréw#849, Receptory
czynnikéw wzrostowych, takie jak EGFR (receptor nabtonkowego czynnika wzrostu) czy tez
VEGFR (receptory czynnika wzrostu $rédblonka naczyniowego) sa celami wobec ktérych

opracowano wiele roznych, czesto uzupelniajacych sie strategii terapeutycznych.
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Uktad FGF/FGFR jest celem molekularnym zastugujacym na uwage ze wzgledu na
fundamentalny charakter proceséw, za ktoérych regulacje jest odpowiedzialny. Co wigcej,
znaczenie terapii ukierunkowanej na FGFR jest tym wieksze, iZ miedzy receptorami réznych
czynnikéw wzrostu zachodzg wspétzaleznosci i mozliwa jest komplementarno$¢ przekazywania
sygnatu - w przypadku EGFR, VEGFR i FGFR zaobserwowano na przyktad, ze zahamowanie
jednego z nich prowadzi do kompensacji w sygnalizacji ze strony pozostatych receptorowsos:,
W chwili obecnej zatwierdzone sa dwa leki nakierowane na FGFR - drobnoczasteczkowe
inhibitory kinazy tyrozynowej - erdafitynib i pemigatinib, za$ kilka kolejnych badane jest we
wczesnych etapach préb klinicznych5253, Sg to rézne typy czasteczek réznigce sie sposobem
dzialania i ukierunkowanych na réine elementy szlaku sygnatowego FGFR, z ktérych obecnie
najbardziej rozpowszechnionymi sg drobnoczasteczkowe inhibitory kinaz tyrozynowych oraz

przeciwciata monoklonalnel254-56,

Czasteczki stosowane w terapiach ukierunkowanych

Sposréd obecnie opracowywanych lekéw kierowanych wobec celéw molekularnych
obecnych w nowotworach mozemy wyrdznié¢ kilka gtéwnych grup czasteczek, jak np. zwigzki
niskoczgsteczkowe, peptydy, przeciwciala monoklonalne, oraz czasteczki bedace pochodnymi
przeciwcial3 (Rys. 2).

Inhibitory niskoczasteczkowe koncentrujg sie na hamowaniu kinaz i zapobieganiu
aktywacji szlakéw sygnatowych, ktore ulegly deregulacji w procesie nowotworzenia. Ze wzgledu
na swoja hiskg mase czasteczkowg mogg penetrowaé do wnetrza komoérek i blokowa¢ Sciezki
przekazywania sygnatu oraz wigza¢ sie do celéw wewnatrzkomdrkowych. Bardzo skutecznym
inhibitorem niskoczasteczkowym jest np. imatynib (Gleevec), lek powszechnie stosowany
w leczeniu przewlektej biataczki szpikowej (CML). Zostal on zaprojektowany tak, aby
specyficznie wigza¢ i hamowaé dzialanie nieprawidlowej kinazy (fuzji Bcr-Abl), bedacej
markerem bialaczek typu CMLS’. Niestety, zwigzki niskoczasteczkowe czgsto cechuje
stosunkowo niska swoisto§¢ wobec poszczegdlnych kinaz, co nie gwarantuje oczekiwanej
specyficznos$ci terapii. Wadg substancji niskoczasteczkowych jest takze konieczno$¢ stosowania
duzych dawek i zwigzane z tym efekty uboczne, a takze ich krétki okres péltrwania w asoczu®.

W przypadku terapii ukierunkowanych na FGFR zwigzki niskoczasteczkowe s3 grupg
lekéw rozwijanych najdtuzej i kilkanascie z nich jest obecnie w testach klinicznych. Dwa
inhibitory niskoczgsteczkowe zostaly juz zatwierdzone do uzycia - erdafitynib do leczenia
ztosliwych nowotworéw pecherza moczowego, w ktérych doszio do aberracji FGFR2 i FGFR3,
i pemigatynib - do leczenia nowotworéw przewodéw zZoétciowych wykazujacych rearanzacje

FGFR259,
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Peptydy sa kolejng grupa czasteczek szeroko stosowang do precyzyjnego wigzania
celéw molekularnych, co przeklada sig na duzg liczbe lekéw peptydowych bedacych na etapie
badan klinicznych oraz dopuszczonych do uzycia terapeutycznego®. Jednym z powodéw ich
powszechnego uzycia jako zwigzkéw zakl6cajacych oddzialywania miedzyczasteczkowe
(najczesciej oddzialywania biatko-biatko) jest opracowanie wydajnych i wysokoprzepustowych
metod pozwalajacych na identyfikacje sekwencji peptydowych wigzacych konkretne epitopy, jak
np. metoda phage display®!, biblioteki peptydéw syntetycznyché? lub tez narzedzia
bioinformatyczne oparte na homologii z naturalnie wystepujacymi biatkami¢?. Dodatkowo
zwigzki peptydowe mozemy otrzymac stosunkowo szybkimi i tanimi metodami. Peptydy dzieki
swoim matym rozmiarom dobrze penetrujg tkankié46s,

Leki o charakterze peptydowym posiadajg jednak istotne ograniczenia - s3 one podatne
na degradacje proteolityczng, a ich maly rozmiar wyraznie skraca ich czas péitrwania
w krwiobiegu, podobnie do zwiazkéw niskoczasteczkowychés. Aby poprawié te wiasciwosci
stosowane sg réznorodne modyfikacje peptydéw, takie jak ich cyklizacja, wstawianie
nienaturalnych aminokwaséw czy tez przylaczanie tfaficuchéw PEG lub fuzje z biatkami6667.

W  literaturze obecne s3 doniesienia na temat peptydéw wigzacych FGFR
zidentyfikowanych przez przeszukiwanie bibliotek fagowyché7! lub tez przez dopasowanie
sekwencji i analize struktury réznych cztonkéw rodziny FGF lub homologicznych FGF7273, Mimo

iz peptydy opisane
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i silnego wigzania antygendw, za$ ich powszechne uzycie terapeutyczne zostato umozliwione
przez opracowanie technologii hybrydoma oraz metod inzynierii biatka do ich otrzymywania
i selekcji wariantéw wigzacych?s. Przeciwciatla monoklonalne ze wzgledu na swéj stosunkowo
duzy rozmiar wykorzystywane sg do rozpoznawania i wigzania antygenéw znajdujacych si¢ na
powierzchni komoérek oraz rozpuszczalnych biatek wystepujacych w surowicy. Maja one
korzystne wiasciwoéci farmakokinetyczne, takie jak dtugi okres péttrwania w organizmie oraz
powolny Kklirens nerkowy?677, Dzieki silnemu wigzaniu do zadanego celu mogg blokowac
znajdujagce sie na powierzchni komérek nowotworowych receptory, uniemozliwiajgc wigzanie
do nich liganda i ich aktywacje. Przykltadem moze by¢ stosowane w leczeniu HER2-dodatnich
nowotwordéw piersi przeciwciato trastuzumab, rozpoznajace receptor nabtonkowego czynnika
wzrostu HER2 obecny w zwiekszonej iloSci w cze$ci nowotwordw piersi’s’?. Dodatkowo
przeciwciala, poprzez swéj region Fc, wywoluja odpowiedZ ukiadu immunologicznego
skierowang wobec komé6rki nowotworowej, co dodatkowo zwieksza skuteczno$¢ terapeutyczng
przeciwcial.

Poéréd duzej liczby przeciwciat terapeutycznych (w 2021 roku zostat zaakceptowany do
uzycia klinicznego setny lek oparty o przeciwciato monoklonalne8?) opracowywane sg réwniez
przeciwciata wigzgce FGFR - kilka znajduje sie obecnie na etapie badan klinicznychst,

Poza bezposrednim blokowaniem celéw molekularnych i wywolywaniem
ukierunkowanej odpowiedzi immunologicznej przeciwciata sg réwniez wykorzystywane jako
noéniki shuzgce do precyzyjnego dostarczania lekéw cytotoksycznych do zmienionych komérek,
w formie koniugatéw przeciwcialo-lek (ang. antibody-drug conjugates, ADC)3540. Koniugat
przeciwciato-lek jest wybidrczo internalizowany przez zmienione chorobowo komérki, aby
nastepnie po degradacji przeciwciala w lizosomach uwolni¢ lek cytotoksyczny do wnetrza
komoérki, powodujgc jej $mieré. Koniugaty typu ADC bezposrednio 13cza w ten spos6éb wysoka
selektywnos$¢, stabilno$é i wilasciwoséci farmakokinetyczne przeciwciat z silnym przeciw-
nowotworowym dziataniem leku cytotoksycznego. Obecnie zatwierdzonych przez FDA do uzycia
terapeutycznego jest siedem zwigzkéw typu ADC, a kolejne kilkadziesiat znajduje si¢ na etapie
badan klinicznychsz2,

Przeciwciala, mimo wszystkich wymienionych powyzej zalet, maja jednak réwniez swoje
ograniczenia - ich duzy rozmiar utrudnia im docieranie do celéw molekularnych, szczegdlnie
w przypadku guzéw litych, wyklucza tez ich kierowanie wobec celéw wewnatrzkomérkowych.
Alternatywg sg mniejsze czasteczki oparte o fragmenty przeciwcial - poszczegélne domeny
immunoglobulin (Fc, Vy, Vi) moga by¢ potaczone ze soba na wiele sposobdéw i tak otrzymane
rekombinowane czgsteczki wigzace pozostajg funkcjonalne. Jednym z przedstawicieli tej wysoce
réznorodnej grupy czasteczek sg biatka scFv (ang. single-chain fragment variable,

jednotancuchowy fragment zmienny). Biatka scFv sg potaczeniem domen zmiennych taficucha
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lekkiego oraz cigzkiego przeciwciala (V. oraz Vi) przez krétki tacznik peptydowy, i s3
czasteczkami pigciokrotnie mniejszymi niz przeciwciata 1gG8384 W obrebie domen zmiennych V.
i Vy obecne s3 regiony zmienne odpowiadajace za swoisto$¢ przeciwciala wobec konkretnych
antygendéw, tak wigc czasteczki scFv zawierajg rejony wigzace analogiczne do przeciwciat.
Mozliwo$¢ ich terapeutycznego zastosowania, nie tylko przeciwnowotworowego, potwierdzaja
scFv zaakceptowane do uzycia klinicznego, takie jak gancotamab - rozpoznajacy HER2 do
zastosowania w terapii raka piersi, brolucizumab - skierowany wobec VEGF oraz pekselizumab
- do stosowania jako czynnik redukujacy skutki uboczne po zabiegach kardiochirurgicznych, za$
kolejnych kilkadziesigt kandydatéw znajduje sie na réznych etapach testéw klinicznych.

Szczegblnym przykladem czasteczek analogicznych do przeciwciat sg czasteczki typu
‘peptibody’, ktérymi zajmowalam si¢ w swojej pracy. Peptibody wydaja sie by¢ czasteczkami,
ktore tacza najlepsze parametry przeciwciat i peptydéw, jednoczeénie nie posiadajac wiekszosci
ich cech niepozadanychs?5. Peptibodies sa to fuzje regionu Fc (fragmentu krystalizujacego)
z immunoglobulin i peptydu o zadanych wiasciwosciach biologicznych/wigzacych. Powino-
wactwo peptibody do celu molekularnego jest zwykle wyisze niz powinowactwo peptydéw
wigzacych uzytych do ich konstrukeji. Dzieje sig tak ze wzgledu na efekt awidnoéci, poniewaz
fuzje Fc ulegaja dimeryzacji oferujgc dwa miejsca wigzania w jednej czasteczce peptibody, za$ ze
wzgledu na obecno$¢ regionu Fc wykazujg one korzystng farmakokinetyke: dtugi okresem
pottrwania w surowicy i wolniejszy klirens nerkowy, powodowany ich wyraznie wiekszym
rozmiarem w poréwnaniu do samych peptydéws7.8586, Co wiecej, fragment Fc, podobnie jak
w przeciwciatach, moze skutecznie oddziatywa¢ z receptorami Fc na komérkach efektorowych
ukfadu immunologicznego, indukujac odpowiedZ zalezna od przeciwciat (ADCC)
i cytotoksyczno$¢ zalezng od dopetniacza, poprawiajgc ogélny efekt terapeutyczny®’.

Powyzsze wiasciwos$ci czasteczek peptibody sprawiaja, ze stajg sig¢ one autentyczng
alternatywa dla przeciwcial monoklonalnych i budza duze zainteresowanie pod katem
zastosowania w medycynie¢’85, Koncepcje te potwierdzajg zatwierdzone i dostepne na rynku
leki peptibody (Romiplostym do leczenia przewlektej matoptytkowosci immunologicznej
i Dulaglutide, do stosowania w leczeniu cukrzycy typu 2), za$ dziatanie szeregu kolejnych
peptibodies jest analizowane w testach przedklinicznych i klinicznychs8so,

Ich niezbadany jeszcze potencjat tkwi réwniez w zdolnosci do dziatania jako noéniki
dostarczania lekéw cytotoksycznych, podobnie jak opracowywane koniugaty przeciwciato-lek
(ang. antibody-drug conjugates, ADC). Analogiczne przylaczenie wysoce cytotoksycznego leku
mozna przeprowadzi¢ dla peptibody - pierwsze zastosowania tego typu zostaty przedstawione
w ramach kierowanego przeze mnie projektu badawczego i sa czeécig prezentowanego tutaj

osiggnigcia naukowego37:38,
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Cel naukowy i uzyskane wyniki

Prezentowane osiggniecie naukowe sktada sie z cyklu prac, obejmujacych rézne etapy
badan prowadzacych do opracowania nowych czgsteczek o charakterze terapeutycznym,
nakierowanych na uktad FGF/FGFR.

W ramach swojej pracy nad opracowaniem strategii terapeutycznych dla nowotworéw
zaleznych od FGF1/FGFR1 przetestowatam rézne rodzaje czasteczek wigzacych FGF1 lub FGFR1
- od fragmentéw przeciwcial, przez peptydy, az po ich polaczenie, czyli czasteczki peptibody.
Otrzymatam czasteczki peptibody o wysokiej specyficznosci wigzania i internalizacji do komoérek
ekspresjonujacych FGFR1, do ktérych nastepnie przylaczytam leki cytotoksyczne. Pozwolito mi
to uzyskaé¢ koniugaty bialek o potencjalnym zastosowaniu w kierowanej terapii

przeciwnowotworowej i precyzyjnym dostarczaniu lekow.

1. Czasteczki typu peptibody jako nowy tvp nos$nikéw lekéw do komérek FGFR1-

dodatnich
Publikacja 1

Jak wspomniano we wstepie, 0§ sygnalizacyjna FGF1/FGFR1 jest zwigzana z procesem
nowotworzenia i jest jednym z celéw molekularnych dla ukierunkowanych terapii
przeciwnowotworowych. Majgc  §wiadomo$¢  ograniczenn zwigzkéw  peptydowych
zastosowanych jako leki, oraz zalet jakie oferuje aczenie ich z domeng Fc z immunoglobulin,
rozpoczetam badania dotyczace czasteczek typu peptibody. Moim celem bylo otrzymanie
czasteczek peptibody wigzacych FGFR1, ktére pozwolityby na uzycie ich jako no$nikéw lekéw
cytotoksycznych - tak aby skutecznie eliminowaly komérki o charakterze nowotworowym, za$
wykazywaty jak najmniejszy wptyw na komoérki o normalnym, fizjologicznym poziomie FGFR1.

Na podstawie przegladu dostepnych informacji literaturowych ustalitam, Ze niezaleznie
zidentyfikowane zostaly dwie sekwencje peptydowe wigzace FGFR1, bedace fragmentami
sekwencji aminokwasowej biatka FGF2. Przez por6éwnanie sekwencji réznych cztonkéw rodziny
FGF wigzacych sie z FGFR1c, Ray i in. zidentyfikowali peptyd, ktéry jest fragmentem sekwencji
FGF2 i dziata jako jego antagonista, blokujac dzialanie mitogenne wywolywane przez ten
czynnik wzrostu’3. Réwnolegle, Fracchiano i in. przeprowadzili dopasowanie sekwencji
homologicznych FGF, przeanalizowali dostepne dane strukturalne i zidentyfikowali inny
fragment sekwencji FGF2, ktory silnie hamuje aktywno$¢ FGF2 in vitro72. Peptydy te znajdujg sig
w bezposrednim sgsiedztwie sekwencji FGF2 (region 48-58 i region 59-68).

Zdecydowatam sie polgczy¢ powyisze sekwencje pochodzace z FGF2 i sprawdzi¢ ich
wiaéciwosci w formacie peptibody - w fuzji z domena Fc. Zestawienie dwéch peptydéw pozwala

na maksymalizacj¢ regionu oddziatujacego z FGFR1, ktéry dzigki temu ma szanse wykazywac
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wyzsze powinowactwo do receptora w poréwnaniu z krétszymi peptydami®. Powstaly
peptydF2 obejmuje reszty 48-68 FGF2 i zostal przeze mnie zastosowany jako peptyd kierujacy
w peptibodyF2 (Rys. 3). Biorac pod uwage fakt, iz peptibodyF2 zawiera peptyd pochodzacy z
FGF2, mozliwe jest, Ze miejsce wigzania do FGFR1 jest dla niego podobne jak dla naturalnego
ligandu. Moze to powodowaé korzystng konkurencje z czynnikami wzrostu i blokowanie FGFR
lub tez dziatanie jako agonista i powodowaé aktywacje receptora, niepoiadana z punktu
widzenia terapeutycznego zastosowania. Otrzymane przeze mnie peptibodyF2 nie wykazuje
jednak zdolnos$ci do aktywacji receptoréw, co nie jest zaskakujace, poniewaz zdolnoé¢ wiazania
moze by¢ znacznie niZsza niz w przypadku czynnikéw wzrostu o petnej dtugoéci — peptyd
kierujagcy w peptibody jest tylko fragmentem sekwencji liganda. Co istotne, zdolnoé¢
peptibodyF2 do wigzania FGFR1 w pelni wystarcza do zaobserwowania specyficznej
internalizacji peptibodyF2 do komérek majgcych na swojej powierzchni receptor FGFR1, nie za$
do komérek pozbawionych tego receptora.

Jako ze wiazanie peptibodyF2 do receptora moze nie by¢ wystarczajgce do zastosowania
go jako czasteczki neutralizujgcej FGFR1, a dodatkowo w przypadku receptoréw zmutowanych
i konstytutywnie aktywnych blokowanie takie nie bedzie skuteczne, skorzystatam
z wczeSniejszego doswiadczenia mojego i Zakladu Inzynierii Biatka w zakresie koniugatéw
lekéw cytotoksycznych®l-93, (Czasteczka peptibody moze by¢ nosnikiem specyficznie
dostarczajacym wysoce cytotoksyczny lek, analogicznie do koniugatéw przeciwciato-lek (ADC).

Wykorzystujac podobiefistwo peptibody do przeciwcial, zaplanowatam strategie
koniugacji analogiczng do ADC oraz monometyloaurystatyne E (MMAE) jako lek cytotoksyczny.
MMAE blokuje polimeryzacje tubuliny, uniemozliwiajgc podziaty komérek, i jest tak silnie
cytotoksyczna (ok. 100-1000 razy bardziej niz doksorubicyna, jeden z cytostatykéw

stosowanych w chemioterapii ogélnej), ze nie moze by¢ stosowana jako samodzielny leko+.

@ @
U A

FGFE resrty 4858 - peptyd F2 taksycznoéc' zalezna
FGF2 reizty 59-58 I ' . od obecnosci FGFR1

na komdrkach

peptibodyF2
koniugat z lekiem
oytotoksycznym

Rys. 3. Peptibody F2 skonstruowane na podstawie peptydéw wigzgcych FGFR1 pochodzacych z
sekwencji FGF2 wiaze FGFR1 in vitro, jest internalizowana przez komérki FGFR1-dodatnie oraz daje
mozliwo$¢ specyficznego dostarczania lekéw cytotoksycznych do komérek z nadekspresja FGFR1.
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Jednak moze by¢ ona stosowana po przylaczeniu do czasteczki kierujgcej, zapewniajacej
precyzyjne dostarczanie leku, a tym samym minimalizujgc toksyczno$¢ leku wobec zdrowych
komoérek. MMAE jest m.in. skladnikiem trzech koniugatéw typu ADC zatwierdzonych
i wprowadzonych na ryneksz,

Wykazatam w ramach kierowanego przeze mnie projektu, Ze peptibodyF2 jest w stanie
dostarczy¢ lek specyficznie do komérek nowotworowych posiadajacych na swojej powierzchni
zwiekszong ilo$¢ FGFR1 i doprowadzi¢ do ich $mierci, co zostalo pokazane na komérkach
niedrobnokomérkowego raka ptuc. Dysponujac nowotworowymi liniami komérkowymi, ktore
charakteryzowaly sie¢ wysokim oraz niskim (kontrolnie) poziomem receptoréw FGFRI,
obserwujemy bardzo wysoka cytotoksyczno$¢ koniugatéw peptibodyF2-MMAE wobec komorek
FGFR1-dodatnich, za$ brak obnizenia zywotnoéci w przypadku komérek pozbawionych FGFR1.

W zwigzku z tym, iz jest to podejécie nowe, i brak byto do tej pory jakichkolwiek
doniesieni na temat stosowania koniugatéw lekéw cytotoksycznych z peptibodies, wykorzystujac
ich zdolnosci kierowania do komoérek charakteryzujgcych sie obecno$cia na swojej powierzchni
konkretnych celéw molekularnych, sekwencja kierujgca z peptibodyF2, wraz z jej
zastosowaniem jako noénika leku cytotoksycznego, zostala przeze mnie opisana i jest
przedmiotem zgloszenia patentowego P.433329 "Koniugat biatka fuzyjnego zawierajacego
fragment Fc z IgG1 z fragmentem sekwencji ludzkiego fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF2
oraz jego zastosowanie". Uzyskane wyniki rozszerzaja game czasteczek kierujgcych, ktére moga
by¢ noénikami lekéw cytotoksycznych, za$ osiagnieta specyficzna cytotoksyczno$¢ koniugatéw
jest na tyle obiecujaca, iz warte s one przetestowania w modelach zwierzecych aby sprawdzi¢

ich peten potencjat do zastosowar medycznych.

2. Metoda identvfikacji peptvdéw wiazacych FGFR1 do konstrukciji czasteczek peptibodies

Publikacja 2

Réwnolegle z opisang powyzej charakterystyka przydatnosci czasteczek typu peptibody
jako noénikéw lekéw cytotoksycznych, podjetam si¢ opracowania techniki, ktéra pozwalataby
na przesiewowe identyfikowanie peptydéw wiazacych receptory sposréd sekwencji
aminokwasowych biatek z tymi receptorami oddziatujacych.

Opracowywane przeze mnie podejécie polegato na prébie znalezienia w sekwencjach
biatek z rodziny FGF (naturalnych ligandach FGFR) krétkich sekwencji aminokwasowych
odpowiedzialnych za wigzanie do FGFR1, i sprawdzeniu czy peptydy liniowe odpowiadajace tym
sekwencjom wcigz wigzg FGFR1. Zadanie to nie jest trywialne, poniewaz reszty aminokwasowe

biorgce udzial w oddziatywaniu ligand-receptor moga by¢ rozproszone w sekwencji biatka
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I tworzy¢ miejsce wigzace tylko wtedy, gdy biatko jest zwinigte i przyjmuje swoja
trzeciorzedows strukture®s-97,

Dlatego tez pierwszym krokiem podjetej przeze mnie analizy byto zbadanie, czy FGFR1
oddziatuje z ktérymkolwiek z bialek FGF gdy sa one zdenaturowane, a wiec w formie liniowej
(Rys. 4). Sposréd przetestowanych biatek FGF, FGF4 zachowal regiony wigzace receptor nawet
w stanie rozwinietym, tak wigc poddatam jego sekwencje roéwnoleglej analizie dwoma
metodami - z uzyciem trawienia proteaza i analizy za pomocg spektrometrii mas (MS)
fragmentow FGF4 zwigzanych do FGFR1 oraz z wykorzystaniem zimmobilizowanych macierzy
peptydowych pokrywajacych sekwencje FGF4 (PepSpot). Metody te umozliwiaja wieksza
przepustowo$¢ analizy, niz zwykle uzywane do identyfikacji miejsc oddziatywania biatko-biatko
metody analizy strukturalnej, takie jak krystalografia rentgenowska lub NMR. Dodatkowo nawet
poznanie miejsca oddziatywania od strony strukturalnej nie przektada sie jednoznacznie na
mozliwo$¢ wyizolowania z sekwencji peptydéw wigzacych, ze wzgledu na wspomniang wyzej
mozliwg nieciggto$¢ aminokwaséw wigzacych w sekwengiji.

Co ciekawe, dwie

/8\ zastosowane metody

/)“‘ . . ,.;\:\ S zidentyfikowaly nieza-
@é * A\ leznie podobne fragmenty
_: . [ Com® sekwencji  FGF4  jako
v —_— ?b : wigzgce FGFR1. Skonstru-

owatlam na ich podstawie

. . . identyfikacja peptydow
wy'kryae‘oddzmlywarrla .F_GFR1. wiazacych FGFR1 poprzez
z biatkami FGF w formie liniowej technike pull-down i MS okazaly SiQ specyﬁcznie

czasteczKi peptibody, ktére

biatka FGF

wigzaé FGFR1 in vitro, jak

rowniez byly interna-

X hat

080

lizowane swoiscie do
komérek ekspresjonu-
jacych FGFR1. Dzieki temu,
podobnie  jak  opisane

przeze mnie wczesSniej

peptibodyF2, mogly zostaé

otfzymanie czasteczek peptibody wiazacych FGFR1 zidentyfikowane nowe
sekwencje peptydowe B . L ,

l wiazace FGFR1 uzyte jako no$niki lekéw
koniugacja z cytotoksykiem oraz charakterystyka cyto tOkSy cznych.
cytotoksycznych koniugatéw wiagzacych FGFR1 . .

Y i Faktycznie, po skoniu-
Rys. 4. Technika otrzymywania nowych peptydéw wigzacych FGFR1 gowaniu z lekiem cyto-
oparta o analizg sekwencji naturalnych ligandéw tych receptoréw - toksycznym (MMAE)

biatek z rodziny FGF.
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koniugaty peptibodyF4 testowane na FGFR1-dodatnich i ujemnych liniach komérek
nowotworéw ptuc wykazaty toksycznoéc zalezng od FGFR1 i uderzajaco wysokie wartosci ECso,
poréwnywalne z warto$ciami osigganymi dla Kkoniugatéw przeciwcial. Badane komérki,
zaréwno FGFR1-dodatnie, jak i ujemne, nie sa wrazliwe na koniugat samej domeny Fc z MMAE,
tak wiec obserwowana cytotoksycznos$¢ peptibodyF4-MMAE wynika ze specyficznego dziatania
kierujacego peptydu F4 (zidentyfikowanego z sekwencji biatka FGF4).

Znaczenie zaprezentowanych wynikéw polega nie tylko na otrzymaniu przeze mnie
nowej czasteczki peptibody, ktéra specyficznie dostarcza lek cytotoksyczny do komoérek
majacych na swojej powierzchni receptor FGFR1. Co wazniejsze, prezentowane podejscie nie
ogranicza sie tylko do FGFR i jest wystarczajaco wszechstronne, aby stanowi¢ podstawe dla
nowej strategii rozwoju peptydéw wigzacych cele molekularne. Wczedniejsze doniesienia
dotyczyly tylko fragmentacji biatek o-helikalnych trypsyna i zakladaly zachowanie struktury
drugorzedowej izolowanych peptyd6ow?. Jak twierdza sami autorzy technika ta moze nie by¢
odpowiednia dla biatek z miejscami oddzialywania zlokalizowanymi w regionach petli, co jest
stosunkowo czeste. Opisana przeze mnie technika interactome screening jest pozbawiona tego
ograniczenia.

Zidentyfikowane sekwencje wigzace FGFR1, jak réwniez sposéb ich identyfikacji i oparte
o nie koniugaty peptibody sg przedmiotem zgloszenia patentowego do Urzedu Patentowego RP
(zgtoszenie nr P. 438583, "Nowe biatko fuzyjne z domeng Fc z IgG1 oparte o zidentyfikowang
sekwencje - fragment sekwencji ludzkiego fibroblastycznego czynnika wzrostu, sposéb
identyfikacji sekwencji peptydowej wiazacej FGFR1 oraz jego zastosowanie jako czasteczki

wigzacej receptory”).

3. Pokonywanie trudnoéci wynikajacych z chemicznych aspektéw przylaczania lekéw
cytotoksycznych
Publikacja 3

Skuteczno$¢ czgsteczek peptibody zalezy gtownie od wladciwosci kierujacych peptydu
polagczonego z Fc, a wiec sily wigzania do czasteczki docelowej. Gléwnym ograniczeniem
peptydéw jest wcigz ich stosunkowo nizsze powinowactwo do celu molekularnego
w pordéwnaniu z warto$ciami osigganymi przez przeciwciata monoklonalne. Istnieja jednak
peptydy o bardzo wysokim powinowactwie zidentyfikowane dla réznych grup receptoréw, w
tym réwniez dla FGFR.

W 1999 r. wyselekcjonowano za pomoca metody phage display sekwencje
aminokwasowa wigzaca FGFR16%, Peptyd ten (C19) wiaze si¢ do FGFR1 na tyle silnie, iz jest

w stanie wywola¢ aktywacje receptora i odpowiedZ komérkowa po dimeryzacji przez
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przytaczony do niego zamek leucynowy c-Jun, dziatajac jak agonista czynnikéw wzrostowych.
Fuzja peptydu C19 z domena Fc réwniez silnie i specyficznie wiaze sie z FGFR1, nie wykazuje
jednak takiego potencjatlu mitogennego. Peptibody C19 jest wiec dogodnym kandydatem do
specyficznego dostarczania lekéw do komoérek z nadekspresja FGFR.

W przedstawionej pracy, korzystajac z wysokiego powinowactwa peptydu C19 do
FGFR1, zweryfikowalam czy moze on by¢ stosowany jako no$nik dostarczania leku, aurystatyny.
Zadanie to nie jest proste ze wzgledu na obecno$é¢ w peptydzie kierujgcym (C19) reszt cysteiny.
Standardowo stosowang metoda kowalencyjnego przylaczania lekéw cytotoksycznych do
przeciwcial, a co za tym idzie réwniez do czasteczek zawierajgcych domene Fc, jest modyfikacja
cystein w regionie zawiasowym domeny Fc, oparta na reakcji maleimid-tiol®s. Jako ze peptyd
kierujacy zawiera w swojej sekwencji reszte cysteiny, zatem modyfikacja lekiem moze wystapié
nie tylko we fragmencie Fc. Modyfikacja lekiem cytotoksycznym w obrebie (stosunkowo
krétkiej) sekwencji kierujgcej jest niepozadana, poniewaz moze prowadzi¢ do ostabienia lub tez
utraty oddziatywania z celem (tj. FGFR1).

Aby to zbada¢, przeprowadzitam z zespotem reakcje koniugacji z réznymi pochodnymi
aurystatyny (PEGylowanymi i niezmodyfikowanymi) w réznych warunkach. Kontrolujgc
warunki reakcji i rodzaj sprzeganego leku, mozliwe bylo kontrolowanie liczby podstawianych
cystein. Opracowatam zoptymalizowany protokot reakcji koniugacji z PEGylowang aurystatyna,
skutkujgcy otrzymaniem podwdjnie podstawionego lekiem peptibodyC19, z cysteinami regionu
zawiasowego Fc skoniugowanymi z lekiem. Otrzymany koniugat specyficznie zmniejsza
zywotnos¢ komérek raka ptuc z nadekspresjy FGFR1, bez wplywu na komérki o niskim
poziomie FGFR1 (Rys. 5).

Optymalizacja koniugacji Specyficzna toksycznoéé wobec
ko k 4 d h
mérek FGFR1-dodatnic
ek
temperatura ‘ & -.;E ok .
):( proces redukeji : <. ) &
rodzaj leku 3 ’: |
(PEGyladia) %domenaFc g \
nadmiarieku = ::: \
- SIEY | peptyd g :
g 19 3 il fﬂ'.ﬂ

15 § 1 ®» 0 ] 1000
peptibodyC19 koniugat z lekiem stgienie peptibod {nM]

Rys. 5. Optymalizacja warunkéw koniugacji peptibodyC19 zawierajacego cysteiny w peptydzie kierujacym
pozwala uzyska¢ funkcjonalny koniugat z lekiem przylgczonym w rejonie Fc.
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do receptora
Publikacja 4

Prowadzone przeze mnie poszukiwania czasteczek wiazacych FGF1/FGFR1 nie
ograniczaly sie jedynie do czasteczek typu peptibody. Uwzglednialy one réwniez inne
powszechnie stosowane w terapiach celowanych formaty czasteczek, takie jak fragmenty
przeciwcial i peptydy (opisane w punkcie 5.).

Jedng ze strategii, ktérg mozemy zastosowa¢ gdy celem molekularnym jest receptor
aktywowany przez specyficzng dla niego czasteczke liganda, sg tzw. putapki liganda (ang. ligand
trap)®. S3 to czasteczki opracowane tak, aby wigza¢ ligand (w tym przypadku FGF1)
i uniemozliwia¢ jego oddzialywanie z receptorem. Dzieki temu komérki nowotworowe
pozbawiane sg nadmiernej stymulacji receptoréw FGFR, i je$li to od nich zaleina byla
kancerogeneza, proces ten jest spowolniony. Putapkami liganda moga by¢ czasteczki o réznym
charakterze. Dotychczas opisane zostaly rozpuszczalne fragmenty receptoréw FGFR9,
fragmenty biatek oddziatujacych z FGF1, takich jak trombospondyna-1 lub pentraxin-31%,
krotkie peptydy oraz przeciwciata wigzgce FGF2102103,

Rosngcym zainteresowaniem jako czasteczki wiazace ciesza sie rdéwniez fragmenty
przeciwcial - wsérdéd nich biatka takie jak scFv (jednotaricuchowy fragment zmienny
z immunoglobulin), ktére do tej pory nie byly stosowane do wychwytu ligandéw. Aby otrzymaé
czasteczki scFv silnie wigzace FGF1, zastosowali$my selekcje technika phage display - biblioteka
wariantéw scFv byla prezentowana na powierzchni fagéw filamentowych, sposréd ktérych
wyizolowane zostaly tylko warianty wigzace sie do FGF1. Dla trzech biatek scFv zostato

potwierdzone specyficzne

Q) FGFi . scFv wiazace FGF1 oddziatywanie A FGF1,

z warto$ciami statych dysocjacji

FGF1 .
(K4) w zakresie nanomolowym,

FGFR1

V §
przy braku obserwowanego
7( wigzania do biatka FGF2 (biatka

TS~ zaburzone wiazanie z tej samej rodziny czynnikéw
FGF1 do FGFR1

;

wzrostowych co FGF1).

\ Parametry te wskazuja na
zahamowana .
proliferaiakomérek  wigzanie  scFv  do  FGF1

o podobnej sile i specyficznosci

T r

Rys. 6. scFv jako czasteczka typu "ligand trap” uniemozliwiajgca
FGF1 wigzanie sie do receptora i jego aktywacje.

jakie sa osiggane w przypadku

przeciwcial monoklonalnych.
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We wspdtpracy z zespolem prof. Tadeusza Holaka na Uniwersytecie Jagiellonskim,
potwierdzitam oddzialywanie scFv z biatkiem FGF1 znakowanym 15N metoda NMR
(magnetycznego rezonansu jgdrowego). Miareczkowanie scFv  pokazalo zmiany
w przesunigciach chemicznych obserwowanych dla 15N FGF1 i potwierdzito oddzialywanie
pomiedzy biatkami. Identyfikacja konkretnych regionéw oddziatywania nie byta mozliwa ze
wzgledu na zanik sygnatéw FGF1 przy dodaniu réwnomolowych ilosci scFv.

Co najwazniejsze, oddziatywanie to okazato sie réwniez istotne funkcjonalnie - dodane
do komérek ekspresjonujacych FGFR1 scFv hamowato mitogenne dziatanie FGF1 az do 90%.
Przetestowane zaréwno na liniach fibroblastycznych, jak i na komérkach z ludzkiego
kostniakomigsaka o podwyzszonym poziomie FGFR1 (linia komérkowa G292), biatka scFv
wigzaly FGF1 dostatecznie silnie, aby speini¢ swoja role pulapki liganda i zneutralizowaé

aktywujace dzialanie FGF1 (Rys. 6).

5. Peptyvdy jako czasteczki zakldécajace funkcjonowanie ukladu FGF1/FGFR1

Publikacja 5

Peptydy o dzialaniu terapeutycznym posiadaja wiele zalet: mozliwo$¢ wysokowydajnej
identyfikacji sekwencji wigzacych dany cel, maty rozmiar zapewniajacy dobra penetracje tkanek,
dodatkowo s3 one réwniez stosunkowo fatwe i tanie w produkcjié*. Jednak aby przezwyciezy¢
ich inherentne ograniczenie, jakim jest krétki czas péttrwania w krwiobiegu spowodowany
degradacja proteolityczng i szybkim Klirensem nerkowym, stosuje sie rézne modyfikacje lekéw
peptydowych - jedng z nich jest cyklizacja peptydéw. Cyklizacja peptydu moze mieé
dramatyczny wptyw zaréwno na jego stabilnosé, jak i powinowactwo do czasteczki docelowej.
W poréwnaniu z formg liniows, peptydy cykliczne charakteryzujg si¢ duzo bardziej sztywna
konformacja, co wptywa pozytywnie na ich odpornos¢ na ciecie proteolityczne, jak réwniez
sprzyja silniejszemu wigzaniu do celu, jako korzystne z entropowego punktu widzeniass. Wiele
biatek wiazacych przyjmuje strukture drugorzedows lub trzeciorzedowa, a petle peptydowe
odgrywaja czesto kluczowa role w oddzialywaniu biatko-biatko. Tak wiec cykliczne peptydy
wykazujg podobienstwo do naturalnie wystepujacych ligandéw biatkowych.

Odmiennie do podejScia opisanego w poprzedniej pracy, jako cel molekularny do
otrzymania peptydéw wigzacych wybrano (réwnolegle) zaréwno FGF1, jak i FGFRI1.
Opublikowane wyniki sg fragmentem pracy doktorskiej realizowanej przez mgr Magdalene
Lipok pod opieka prof. Jacka Otlewskiego oraz moja, jako promotora pomocniczego. W ramach
pracy doktorskiej zostaly przetestowane cztery uzupetniajace sie strategie - selekcje peptydéw

zaréwno liniowych, jak i cyklicznych, wybieranych pod katem wigzania do FGFR1 lub FGF1, tak

17



dr Anna Szlachcic Autoreferat

aby zidentyfikowa¢ peptyd o najwiekszej zdolnoSci do zahamowania wzrostu komoérek
zaleznego od FGF1/FGFR1.

W publikacji Lipok et al. zastosowano selekcje peptydéw cyklicznych pod katem
wigzania do celu molekularnego - FGFR1. Przeprowadzenie do formy cyklicznej wczesniej
zidentyfikowanego peptydu wigzacego o charakterze liniowym moze catkowicie zmieni¢ jego
wiaéciwosci i zaburzy¢ wigzanie do celu molekularnego, tak wiec w poszukiwaniu peptydow
wigzacych zdecydowali$my sie na selekcje z biblioteki peptydéw zcyklizowanych.

Selekcja przeprowadzona zostata technikg prezentacji fagowej (ang. phage display),
korzystajac z biblioteki fagowej prezentujacej na swojej powierzchni peptydy cykliczne.
Biblioteka taka powstaje przez wkomponowanie do sekwencji nukleotydowej
randomizowanych peptydéw dwéch kodonéw kodujacych cysteine. Dzieki temu mozliwe jest
tworzenie mostka disiarczkowego taczacego dwie czeéci peptydu®.

W optymalnym przypadku zidentyfikowane peptydy powinny wiaza¢ sie z FGFR1
w regionie oddziatywania z naturalnym ligandem (FGF1), tak aby byly w stanie konkurowac
o wigzanie z FGF1 (Rys. 7). Procedura selekcji zaktadata wiec elucje fagdw wigzacych za pomocg
FGF1. Wyselekcjonowany peptyd cykliczny F8 wykazywalt wigzanie do zewnatrzkomdrkowej
domeny FGFR1, ktére bylo zmniejszone w obecnoéci FGF1, sugerujac dzielenie miejsca
oddzialywania z FGFR1. Potwierdzala to tez zdolno$¢ peptydu F8 do hamowania wywotywane;j
przez FGF1 aktywacji szlakéw sygnalnych zaleznych od FGFR1. Analiza sekwencji nie wykazata
bezposredniego podobienstwa zidentyfikowanego peptydu do ligandéw z rodziny FGF. Nie jest
to catkowicie zaskakujgce, poniewaz cykliczna konformacja peptydu nie moze by¢ bezposrednio
odniesiona do liniowych fragmentéw sekwencji biatek wigzacych FGFR.

Istotnie, peptyd F8 byl w stanie hamowa¢ zalezng od FGF1 proliferacje komoérek -
obecno$¢ peptydu cyklicznego zmniejszata ich zywotno$¢ o ponad 40%, podczas gdy obecno$¢

tego samego peptyduy, jednak

@ Fer o 5,?:::3?2:;;"" w  formie liniowej, nie

wplywata na  Zywotnos¢

FGFRI ‘ ‘ ‘ komérek.

@ rcr
. X Do tej pory w litera-
% S~ Lburzone wigzarie turze brak wzmianek
. FGF1 do FGFR1

o peptydach  cyklicznych

M \ -
d zahamowana
proliferacja komdrek i majgcych zdolno$¢ do

; ! zahamowania oddziatywania
Rys. 7. Peptydy cykliczne zaktdcajace oddziatywanie FGF1-FGFR1. Opisane zostaly
FGF1/FGFR1. peptydy liniowe, wiazace
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FGFRZ lub tez FGFR3707%, jednak brak jakichkolwiek badari Kklinicznych z udziatem tych
zwigzkéw. Otrzymany cykliczny peptyd F8 wiazacy FGFR1, ze wzgledu na swojg nieliniowa
strukture i potencjalnie wyzszg stabilno$¢, jest dobrym kandydatem do dalszej optymalizacji

w celu opracowania jeszcze bardziej efektywnej czasteczki wigzacej FGFR1.

6. Badanie mechanizméw lezacych u podstaw braku aktywnosci biologicznej wariantu

FGF1 o zaburzonym wiazaniu integryny
Publikacja 6

Spojrzenie na uktad FGF/FGFR jako na cel terapeutyczny wymaga pelnego zrozumienia
funkcjonowania tej osi sygnalizacyjnej, jak réwniez zjawisk, ktére bezposrednio wptywaja na jej
regulacje. Prezentowana praca dotyczy dwéch waznych kwestii w procesie regulacji sygnalizacji
komoérkowej - oddzialywania ligandéw i receptoréw czynnikéw wzrostowych z biatkami ko-
receptorowymi, oraz znaczenia stabilno$ci biatka dla jego aktywno$ci biologicznej.

Biatka ko-receptorowe maja zdolno$¢ modulowania efektu dzialania czasteczek
o charakterze sygnalowym, nie tylko w przypadku FGF/FGFR. Czesto pozwalajg one na
zroznicowanie odpowiedzi komérkowej zaréwno pod wzgledem jej intensywnosci, jak i
rodzaju’®. Integryny s jednymi z biatek ko-receptorowych wskazywanymi jako szczegdlnie
istotne dla sygnalizacji receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK)39104. Dodatkowo mogg one
prowadzi¢ do wzmozenia progresji nowotworowej!s, Réwniez w przypadku FGF1 integryna
avP3 wplywa na przekazywanie sygnatul®, za§ zaburzenie tego oddzialywania przez mutacje
w rejonie FGF1 wigzacym integryne prowadzi do powaznego zaburzenia aktywnosci
biologicznej FGF1107108, Mutant ten (FGFlgssg), przy zachowaniu zdolnosci wigzania do
receptora nie wywoluje przewidywanej odpowiedzi komdrkowej, co wiecej opisano jako
antagoniste FGF1, zaréwno na liniach komérkowych, tez jak i w modelu zwierzecym?1, Przy
takiej charakterystyce moze by¢ to obiecujacy kandydat na biatko terapeutyczne - bez trudnych
do kontrolowania wtasciwosci mitogennych.

Podczas realizacji pracy doktorskiej opracowywalam warianty FGF1, ktére mogtyby
znalez¢ zastosowanie na zasadzie ,konia trojanskiego” - wiagzac sig¢ do receptoréw FGFR jako
naturalny ligand, ale z przylaczonym elementem toksycznymot199, Niestety doskonale
wiasciwosci kierujace FGF1 wigza sie réwniez z jego silnym potencjatem mitogennym. Dlatego
tez doniesienia o wariancie FGF1 wigzacym receptor, jednak niepowodujacym jego aktywacji (ze
wzgledu na zaburzone wigzanie integryny), zwiekszaly mozliwo$¢ jego zastosowania jako
ulepszonego no$nika lekéw. Zastosowanie tegoz wariantu pozwolitoby na zachowanie silnego
wigzania do receptora umozliwiajgcego precyzyjne kierowanie do komérek majacych na swojej
powierzchni FGFR, jednak bez ryzyka nadmiernej ich stymulacji i spowodowania niepozadanej

proliferacji.
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Rys. 8. Charakterystyka wariantu biatka FGF1 o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym
pozwolita na stwierdzenie, iz brak obserwowanej odpowiedzi biologicznej nie wynika z zaburzenia
wiazania integryny, za$ z obnizonej stabilno$ci biatka, co powoduje jego wigksza podatnos¢ na cigcie
proteolityczne i szybka degradacje w komdrkach.

Nawet pojedyncze mutacje punktowe moga mie¢ dramatyczny wplyw na stabilnoéé
biatkal”.18, i przeprowadzona przeze mnie dokladna analiza stabilnosci FGF1rsse pokazala, iz jest
to wariant w poréwnaniu do dzikiego typu biatka wyjatkowo niestabilny zaréwno pod
wzgledem termicznym, jak i proteolitycznym. Aby sprawdzi¢, czy obserwowane efekty sg
wynikiem zaburzonego oddzialywania z integryna o.fBs czy tez zmniejszonej stabilnosci,
przygotowalam wariant FGF1 o zwiekszonej stabilnos$ci i wcigz zaburzonym oddziatywaniu
z integryng - FGF1rase/qeop/sa71/m036 (Rys. 8). Wykonane przeze mnie poréwnanie aktywnosci tych
dwdch wariantéw pod katem ich zdolno$ci mitogennych, anty-apoptotycznych i wplywania na
migracje komoérek fibroblastycznych wskazuje, Ze to niska stabilno$¢, a nie obnizone powino-
wactwo do integryny, jest gléwng przyczyna braku aktywno$ci biologicznej mutanta R35E.

Uzyskane przeze mnie wyniki wykluczyly mozliwos¢ bezposredniego zastosowania
wariantu FGF1r3se jako czasteczki kierujacej, udowodnily tez po raz kolejny jak duzy wptyw na
wywierany efekt biologiczny ma stabilno$¢ biatka. Warte podkreslenia jest, iz badania
o charakterze podstawowym s3 kluczowe dla doktadnego poznania funkcjonowania czasteczek
i szlakéw sygnatowych, ktére maja sie sta¢ celem opracowywanych terapii. Bez ich doktadnego
zrozumienia zaprojektowane czasteczki mogg nie wykazywaé oczekiwanego dziatania

w modelach komérkowych czy tez w badaniach przedklinicznych.
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Podsumowanie

Przedstawione osiagniecie naukowe opisuje cigg badan majacych na celu otrzymanie
czasteczek o potencjale terapeutycznym wobec osi sygnalizacyjnej FGF1/FGFR1.
Korzystajac z wiedzy na temat funkcjonowania FGF1 i FGFR1, zdobytej podczas moich
wezedniejszych badan FGF1 o charakterze strukturalnym (lata 2007-2008) oraz opracowania
wariantow FGF1 do konstrukcji terapeutycznych nanoczastek i koniugatéw z lekami (lata 2009-
2012), badalam rézne koncepcje prowadzace do otrzymania czasteczek wigzacych FGF1 lub
FGFR1. Otrzymane zwigzki obejmowaty czasteczki scFv, peptydy cykliczne oraz czasteczki typu
peptibody - fuzje genetyczne peptydéw Kierujacych razem z domeng Fc z przeciwcial.

Przetestowana przeze mnie réinorodno$¢ czgsteczek kierujacych daje mozliwosé
wytypowania czgsteczek o najlepszych wlasciwosciach, oraz przylagczenie do nich lekéw
cytotoksycznych. W efekcie otrzymatam koniugaty umozliwiajgce specyficzne dostarczenie
lekéw cytotoksycznych do komérek posiadajacych na swojej powierzchni receptor FGFRI,
w poréwnaniu do komoérek tegoz receptora pozbawionych lub tez z jego bardzo niskim
poziomem. Opracowane w ramach kierowanego przeze mnie projektu koniugaty sg pierwszymi
tego typu czgsteczkami i moga by¢ punktem wyjscia do testéw na modelach zwierzecych,
przyczyniajac si¢ do opracowania nowych ukierunkowanych terapii przeciwnowotworowych.
Przedstawiona strategia interactome screening pozwala réwniez na identyfikacje kolejnych

peptyddéw wiazacych receptory zwigzane z nowotworzeniem.

Zrealizowane cele szczegélowe:

e Zrealizowalam projekt majacy na celu otrzymanie czasteczek peptibody, a wiec fuzji
peptydy z fragmentem przeciwciata, wigzacych FGFR1, taczacych wilasnosci kierujace
peptydéw z dobrymi wilasnosciami farmakokinetycznymi przeciwcial. Na przyktadzie
peptydow wigzgcych FGFR1 pochodzacych z sekwencji FGF2 pokazalam, ze oparta
0 FGFR1-dodatnie oraz daje mozliwo$é specyficznego dostarczania lekéw
cytotoksycznych do komérek z nadekspresjg FGFR1.

[Publikacja 1]

e  Opracowatam technike otrzymywania nowych peptyd6w wiazacych FGFR1 przez analize
sekwencji naturalnych ligandéw tych receptoréw - biatek z rodziny FGF (interactome
screening). Stosujac to podejscie zidentyfikowatam dwa peptydy wiazace FGFR1
z jednego z ligandéw FGFR1, FGF4 i przeformatowatam je na peptibody. W przypadku
peptibodyF4 1 byliSmy w stanie skutecznie skoniugowa¢ je z lekiem cytotoksycznym,

MMAE, a koniugat wykazal znaczng i selektywng toksycznoéé wobec komoérek
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z ekspresja FGFR1, co dowodzi, ze peptydy wigzace zidentyfikowane za pomocs tej
techniki moga by¢ podstawa systeméw dostarczania lekdéw celowanych.

[Publikacja 2]

o  Peptyd nakierowany na FGFR1 opisany wcze$niej w literaturze zostat uzyty przeze mnie
jako podstawa czgsteczki peptibody, ktéra jest skutecznie internalizowana do komérek
z nadekspresjy FGFR1, zatem moze byé czasteczka dostarczajaca do nich
chemioterapeutyki. Gléwnym wyzwaniem dla zastosowania jako koniugatu cyto-
toksycznego jest reszta cysteiny zlokalizowana w peptydzie kierujacym, ze wzgledu na
standardowo stosowang modyfikacje cystein w regionie zawiasowym domeny Fc przy
sprzeganiu lekéw. Pokazatam, ze ryzyka dodatkowej modyfikacji mozna unikng¢ przez
zmiane typu ladunku cytotoksycznego (PEGylowany lek) i optymalizacje warunkow
reakcji, otrzymujgc funkcjonalny koniugat specyficznie zmniejszajacy zywotnos$¢
komorek raka ptuc z nadekspresja FGFR1.

[Publikacja 3]

e Bratam udzial w charakterystyce czasteczek scFv (jednotancuchowych fragmentéw
zmiennych immunoglobulin) wigzacych FGF1 i wykazujacych dziatanie typu "putapek
liganda", wychwytujacych FGF1 i uniemozliwiajgc mu aktywacje receptora FGFR1. W ten
sposéb zatrzymane moze by¢ namnazanie komoérek nowotworowych zaleznych od
obecnosci FGF1.

[Publikacja 4]

e W wyniku testowania strategii selekcji peptydéw liniowych i cyklicznych wigzacych
FGF1 lub tez FGFR1 otrzymano peptyd cykliczny wiazacy FGFR1. Peptyd ten,
w zalezno$ci od stezenia, obnizat zywotno$¢ komdrek nadekspresjonujacych na swojej
powierzchni FGFR1 poprzez wigzanie sie do receptora i utrudnieniu wigzania
naturalnych ligandéw.
[Publikacja 5]

e Dokonatam charakterystyki wariantu biatka FGF1 o potencjalnym zastosowaniu
terapeutycznym, ktéra pozwolila na stwierdzenie, iz brak obserwowanej odpowiedzi
biologicznej nie wynika z zaburzenia wigzania integryny, za$ z obnizonej stabilnosci
biatka. Powoduje to wieksza podatno$¢ FGF1 na ciecie proteolityczne i szybka
degradacje w komorkach. Wyniki te potwierdzily znaczenie stabilno$ci FGF1 dla
wywolania efektu biologicznego.

[Publikacja 6]
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Perspektywy
0$ sygnalizacyjna FGF/FGFR odpowiada nie tylko za regulacje kluczowych proceséw

takich jak podzialy, roznicowanie i migracja komérek, ale jest réwniez zwigzana bezposrednio
z wieloma stanami patologicznymi, w tym z nowotworzeniem. Z tego powodu biatka FGF i FGFR
pozostaja grupg czasteczek o potencjale terapeutycznym w leczeniu nowotworéw. Uzyskane
dane mogg sta¢ si¢ punktem wyjScia do opracowania nowatorskich terapii
przeciwnowotworowych opartych o receptory FGF. Korzystajgc z otrzymanych wynikéw
mozliwe s3 rozne drogi dalszego rozwoju. Najwyzszym poziomem specyficznej cytotoksycznoéci
cechowaly sig koniugaty czasteczek peptibody, a korzystajac z obecnej w nich domeny Fc
mozliwe jest wprowadzenie do nich modyfikacji analogicznych do tych, ktére projektowane sa
dla przeciwcial. Intensywnie badane s3 m.in. przeciwciata bispecyficzne - wykazujace
réwnoczesne wigzanie do dwéch réznych celéw molekularnychite, Korzystajac z podobiefistwa
peptibody do przeciwcial, oraz zdolnosci domeny Fc do dimeryzacji, mozliwe jest otrzymanie
peptibody bispecyficznego, wigzacego FGFR1 oraz inny cel molekularny zidentyfikowany jako
wystegpujacy poza FGFR1 na komérkach zmienionych chorobowo, czy tez dwa réine rejony
FGFR1 zwigkszajac site oddzialywania.

Powinowactwo skonstruowanych czasteczek peptibody nie jest tak wysokie jak ma to
miejsce w przypadku wielu przeciwcial terapeutycznych. Jednym ze sposobéw aby je zwigkszy¢
jest wydluzenie peptydéw wiazacych FGFR1 pochodzacych z sekwencji biatek FGF, tak aby
maksymalizacji ulegt obszar oddzialywania miedzy peptydem a receptorem. Alternatywnie,
opierajac si¢ na wyraznym wzro$cie powinowactwa otrzymanym dla oligomerycznych form
FGF1 uzyskanych w Zaktadzie Inzynierii Bialka, mozna zwiekszy¢ stan oligomeryczny
peptibodies korzystajagc z projektowanych do tego celu zrebéw biatkowych lub tez
dendrymergw111.112,

Mozliwe jest réwniez modyfikowanie wlasciwoici koniugatéw peptibody poprzez
badanie innych rodzajéw lekéw cytotoksycznych do niego przytaczanych. Dalsze badania moga
rowniez obejmowac przytaczenie dwéch réznych lekéw, réznigcych sie mechanizmem swojej
toksyczno$ci wobec komérek, co dawaloby mozliwosé uzyskania synergicznego efektu
cytotoksycznego w poréwnaniu do mieszaniny koniugatéw niosacych jeden typ leku.

Nalezy przy tym pamigtac, Ze przetestowane przeze mnie formaty czasteczek kierujacych
nie wyczerpuja spektrum badanych obecnie zwigzkéw i tematyka ta potencjalnie moze zosta¢
rozszerzona np. o aptamery wigzace FGFR1 lub FGF1, nanoczastki lub tez noséniki liposomowe

dekorowane biatkami wigzgcymi FGFR1.
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Omoéwienie osiggnie¢ naukowo-badawczych, nie wchodzacych w sklad osiagniecia

naukowego

W mojej pracy naukowej zajmowatam sie réznymi aspektami biochemii i inzynierii
biatek - od poczatkowych badan o charakterze strukturalnym, przez charakterystyke biofizyczng
biatek i ich oddzialywan, az po projektowanie i otrzymywanie koniugatéw bialek
o potencjalnym zastosowaniu w kierowanej terapii przeciwnowotworowej.

Moje wdrazanie sie w prowadzenie badan naukowych rozpoczeto si¢ stosunkowo
wczeénie, bo juz w trakcie pierwszego roku studiéw licencjackich na kierunku biotechnologia.
Bylo to mozliwe dzieki prof. Jackowi Otlewskiemu, ktéry zachecal zainteresowanych studentéw
do wiaczania sie w prace kierowanych przez niego i jego wspétpracownikéw zespotéw. Bratam
aktywny udzial w otrzymaniu i charakterystyce wariantéw bialka FGF1 o zmienionym
powinowactwie do heparyny (Increased protein stability of FGF1 can compensate for its
reduced affinity for heparin, J Biol Chem, 2009). Realizowatam réwniez projekt zwigzany
z krystalizacjg i analiza strukturalng za pomocg technik krystalografii rentgenowskiej stabilnego
mutanta FGF1 - zaréwno we Wroctawiu, jak i podczas pobytéw badawczych w Norwegian
Structural Biology Center (NorStruct) na Uniwersytecie Tromso (Norwegia). Wspétpraca ta
zaowocowata rozwigzaniem przeze mnie struktury stabilnego wariantu FGF1 (Structure of
a highly stable mutant of human fibroblast growth factor 1, Acta Crystallogr D, 2009).

Dzieki uzyskanym w okresie studiéw uniwersyteckich dodatkowym kompetencjom
w zakresie prowadzenia badaf mozliwym byt méj wyjazd po IV roku studiéw na staz naukowy
w Department of Biochemistry and Molecular Biology na Uniwersytecie w Chicago, gdzie
zostatam cztonkiem zespolu Kierowanego przez prof. Roberta J. Keenana. Kontynuowatam tam
tematyke zwigzang z analiza strukturalng biatek, pracujagc nad krystalizacja oraz
charakterystykg biochemiczng nowo zidentyfikowanego kompleksu biatkowego Get3. Biatko to
jest jednym z kluczowych elementéw w potranslacyjnym szlaku transportu do blon biatek
o sekwencji sygnalowej znajdujacej sie na C-korcu fancucha polipeptydowego (biatka TA, ang.
tail anchored), w przeciwiefistwie do powszechnie wystepujacych N-koncowych sekwencji
kierujgcych. Dzieki intensywnej kilkunastomiesiecznej pracy znalazlam si¢ w gronie
wspotautoréw publikacji, ktéra ukazata sie¢ w Nature w 2009 roku, wyjasniajacej mechanizm
molekularny wigzania transportowanych biatek przez biatko Get3 (The structural basis of tail-
anchored membrane protein recognition by Get3, Nature, 2009).

Po powrocie do Wroctawia kontynuowatam badania zwigzane z czynnikami wzrostu
fibroblastéw. W Zaktadzie Inzynierii Biatka Uniwersytetu Wroctawskiego zrealizowatam projekt
doktorski, w ramach ktérego zaprojektowatam, otrzymatam i scharakteryzowalam dwa typy
koniugatéw FGF1: z bardzo silnym niskoczasteczkowym zwigzkiem cytotoksycznym,

monometyloaurystatyng E (MMAE), oraz z nanoczastkami ztota, ktérych wlasciwosci pozwalajg
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na wywotanie hipertermii komérek nowotworowych indukowanej $wiattem z zakresu bliskiej
podczerwieni (NIR, ang. near-infrared). Otrzymane przeze mnie wyniki wyraznie wskazuja na
istotny potencjat FGF1 w zakresie kierowania zwigzkéw lub czastek terapeutycznych do
komoérek nowotwarowych charakteryzujacych si¢ obecnoscig receptoréw FGF. Mimo pozornie
niepozadanego w zastosowaniach przeciwnowotworowych proliferacyjnego efektu tego
czynnika wzrostowego, moze on by¢ przezwycigzony przez toksyczne dziatanie silnego
niskoczgsteczkowego zwigzku cytotoksycznego lub tez nanoczastek zlota wraz z terapia
termiczng. Wyniki te zostaly zawarte w rozprawie doktorskiej pt. Fibroblast growth factor 1
(FGF1) conjugates for the FGFR-targeted cancer therapy obronionej przeze mnie w 2012 roku,
oraz staly si¢ podstawa dwéch publikacji, w International Journal of Nanomedicine i w Drug
Design, Development and Therapy (FGF1-gold nanoparticle conjugates targeting FGFR efficiently
decrease cell viability upon NIR irradiation, Int /| Nanomedicine, 2012 oraz Design and
characteristics of cytotoxic fibroblast growth factor 1 conjugate for fibroblast growth factor
receptor-targeted cancer therapy, Drug Des Devel Ther. 2016). Ze wzgledu na swéj potencjal,
opracowane koniugaty zostaly objete ochrong patentowa - w 2013 zostal udzielony patent
nr P.398908 "Zmodyfikowany genetycznie, rekombinowany czynnik wzrostu fibroblastéw
(FGF1) skoniugowany z nanoczastkami metalu lub tlenku metalu, jego sekwencja DNA
i aminokwasowa oraz zastosowanie".

W latach 2012-2014 przebywatam na stazu podoktorskim w grupie prof. Bernda Bukau
w Zentrum fiir Molekulare Biologie der Universitit Heidelberg (ZMBH) w Heidelbergu. W tym
wiodacym w dziedzinie biochemii biatek opiekuriczych (ang. chaperone proteins) laboratorium
bratam udziat w projekcie majagcym na celu wyjasnienie mechanizméw ponownego zwijania
zdenaturowanych biatek (ang. refolding) przez ludzkie biatka z rodziny Hsp70 oraz Hsp40, oraz
proces6w deagregacji/odzyskiwania agregatéw biatkowych (ang. disaggregation) dzieki
dziataniu biatek z rodziny Hsp100. Za pomoca réznorodnych technik, takich jak pomiary
fluorescencyjne oraz spektrometria mas, pokazalam wystepowanie przejSciowego
oddzialywania migdzy réznymi klasami biatek Hsp40, ktére zwigksza ich aktywno$é
i wszechstronno$¢ wzgledem szerokiego spektrum zagregowanych substratéw biatkowych.
Pozwolito to wyjasni¢, w jaki sposéb w komérkach wyzszych eukariontéw (mimo nieobecnosci
biatek z rodziny Hspl00) w wydajny sposéb zachodza procesy deagregacji dzieki
synergistycznej kooperacji biatek Hsp40. Odkrycie zmienito spojrzenie na biatka Hsp40 jako na
duzo bardziej wszechstronnych i kluczowych uczestnikéw procesu deagregacji, i zostato
opublikowane w czasopiSmie Nature (Crucial HSP70 co-chaperone complex unlocks metazoan
protein disaggregation, Nature, 2015). Bylam rdéwniez wspétautorka pracy pokazujacej
ewolucyjne powstawanie zjawiska synergistycznej kooperacji bialek Hsp (Evolution of an

intricate J-protein network driving protein disaggregation in eukaryotes, Elife, 2017) i ich
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obrazowanie in vivo u nicieni (In vivo properties of the disaggregase function of J-proteins and
Hsc70 in Caenorhabditis elegans stress and aging, Aging Cell, 2017).

Agregacja biatek jest bezposrednio zwigzana ze starzeniem sie oraz szeroka gama
zaburzen neurodegeneracyjnych. Zaburzenie proceséw deagregacji biatek moze prowadzi¢ np.
do tworzenia depozytéw beta-amyloidu i choroby Alzheimera, lub tez agregacji alfa-synukleiny
i tworzenia amyloidow prowadzgcych do rozwoju choroby Parkinsona. Podczas stazu
podoktorskiego bratam tez udzial w projekcie badajacym zdolno$¢ uktadu Hsp70-Hsp40 do
usuwania fibryl alfa-synukleiny w modelu choroby Parkinsona (Human Hsp70 Disaggregase
Reverses Parkinson's-Linked a-Synuclein Amyloid Fibrils, Mol Cell, 2015). Prowadzitam réwniez
badania dotyczgce mechanistycznych aspektéw maszynerii deagregujacej u bakterii (biatka
z rodziny ClpB) oraz drozdzy (rodzina biatek Hsp104) (Bacterial and Yeast AAA+ Disaggregases
ClpB and Hsp104 Operate through Conserved Mechanism Involving Cooperation with Hsp70,
J Mol Biol, 2016).

Po powrocie z Heidelbergu do Wroctawia kontynuowatam badania zwigzane z FGF1
i z jego oddzialywaniem z receptorem FGF. W ramach projektu realizowanego pod
kierownictwem prof. Jacka Otlewskiego we wspédlpracy z grupa prof. Tadeusza Holaka
z Uniwersytetu Jagiellofiskiego, majgcym na celu identyfikacje nowych inhibitoréw
oddziatywania FGF-FGFR za pomocg techniki AIDA-NMR, mozliwe bylo zastosowanie technik
strukturalnych do weryfikacji oddziatywania zwigzkéw selekcjonowanych wobec zaréwno
FGF1, jak i FGFR1. W jego ramach prowadzone byly badania nad peptydami oraz biatkami scFv
opisane w osiggnieciu naukowym.

W 2018 roku otrzymatam grant w ramach programu POWROTY Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej, celem ktorego bylo zidentyfikowanie nowych sekwencji peptydéw wigzacych FGFR1,
i na ich podstawie skonstruowanie czasteczek typu peptibodies. Opisane powyzej fuzje
fragmentéw przeciwcial z peptydami kierujagcymi postuzyly nastepnie do skonstruowania
koniugatéw z lekiem cytotoksycznym. Koniugaty takie wykazuja potencjat terapeutyczny wobec
nowotworéw charakteryzowanych przez zwiekszong ilo$¢ receptoréw fibroblastycznych
czynnikéw wzrostu (FGFR), a ich opracowanie stanowi istotng czes¢ osiaggniecia naukowego.

0d 2020 roku jestem réwniez zaangazowana w projekt PolNor DUAL-DRUG - Novel
targeted therapy based on dual warhead conjugates against FGFR-dependent cancers,
finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju. Polsko-norweski projekt realizowany
pod kierownictwem prof. Jacka Otlewskiego zaklada testy przedkliniczne koniugatéw FGF2 na
modelach zwierzecych, z uzyciem ksenograftéw pozyskanych od pacjentéw (PDX - ang. patient
derived xenografts). Pozwoli to na ocene potencjatu wdrozeniowego koniugatéw FGF2 z dwoma
réznymi lekami cytotoksycznymi, ktére wcze$niej w modelach mysich wykazaty obiecujace

dziatanie wobec nowotwordéw z nadekspresjg FGFR1113,
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Dzigki wynikom mojej pracy naukowej zostalam stypendystka Fundacji Alexandra
Humboldta (lata 2013-2014, finansowanie stazu podoktorskiego) oraz laureatka stypendium
Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mtodych naukowcéw (2017).

Informacja o osiagnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke

Juz od 2009 roku prowadzitam zajecia dydaktyczne na Wydziale Biotechnologii UWr -
poczatkowo jako uczestnik studiéw doktoranckich, a pézniej pracownik naukowo-dydaktyczny.
Prowadzone przeze mnie przedmioty to Struktura i funkcja biatka (éwiczenia dla studentéw
studiow licencjackich, 2009/2010), Biotechnologia (¢wiczenia dla studentéw studiéw
licencjackich, w latach 2010/2011 - 2011/2012), Bioinformatyka (¢éwiczenia dla studentéw
studiéw magisterskich, w latach 2014/2015 - 2020/2021), Inzynieria biatka (éwiczenia dla
studentéw studiéw magisterskich, w latach 2014/2015 - 2019/2020).

Cze$¢ z realizowanych przeze mnie przedmiotéw prowadzona byta w jezyku angielskim,
jak wyktad Enzymology (w latach 2018/2019 - 2020/2021) oraz ¢wiczenia laboratoryjne Protein
biotechnology (w latach 2018/2019 - 2021/2022) i Preparative biochemistry (2021/2022).

Angazuje si¢ réwniez w popularyzacje nauki, przez uczestnictwo w Dolnoslgskim
Festiwalu Nauki (wyktad Celowane terapie przeciwnowotworowe, DFN 2020, DFN 2021) oraz
wyklady prowadzone dla licealistéw z wojewddztwa dolnoslgskiego w ramach wspétpracy
Wydziatu Biotechnologii z liceami ogdlnoksztatcgcymi.

Bylam opiekunem dwoéch prac magisterskich i siedmiu prac licencjackich realizowanych
na Wydziale Biotechnologii. Sprawuje réwniez obecnie opieke nad dwoma projektami

doktorskimi, jako promotor pomocniczy.
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