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Koniugat zasadowego fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGF2) zawierajqcy dwa zwiqzki

cytotoksyczne o réznym mechanizmie dziatania

STRESZCZENIE

Heterogenno$¢ komorek nowotworowych oraz zwigzana z nig lekooporno$¢ stanowig obecnie
powazny i ztozony problem terapii przeciwnowotworowych, w tym terapii celowanych.
Prowadza one bowiem do obnizZenia skutecznosci leczenia, czestych nawrotéw oraz przerzutéw
choroby nowotworowej. Celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto wykorzystanie
ukierunkowanego dostarczania dwoéch zwigzkéw cytotoksycznych, o réznych mechanizmach
dziatania, za pomoca biatka FGF2 do komdérek nowotworowych. Biatko to stanowi naturalny
ligand dla receptora FGFR1, ktérego nadprodukcje zidentyfikowano w wielu nowotworach
ztosliwych, w tym nowotworach ptuc, charakteryzujacych sie wysoka heterogennoscia oraz
wykazujacych niski 5-letni wskaznik przezycia pacjentow.

W pierwszym etapie pracy nadprodukowano, oczyszczono oraz scharakteryzowano biatko
FGF2 zawierajgce nienaturalng reszte aminokwasowga - propargylolizyne. Jej wprowadzenie
wykonano za pomocg kodonu amber oraz ortogonalnej pary syntetaza aminoacylo tRNA/tRNA
supresorowe, pochodzacej z organizmu Methanosarcina mazei. Obecno$¢ propargilolizyny
w sekwencji biatka pozwolita na przytaczenie pochodnej monometyloaurystatyny E w wyniku
zoptymalizowanej reakcji cykloaddycji azydkéw do terminalnych alkinéw katalizowanej jonami
Cu(I). Drugi zwiazek bedacy pochodng a-amanityny przytaczono do pozostatej powierzchniowej
reszty cysteiny stosujac reakcje tiol-maleimid. Obie reakcje pozwolity na wydajne otrzymanie
jednorodnego produktu, zawierajacego jednoczenie dwa zwiazki cytotoksyczne o réznych
mechanizmach dziatania.

Drugim etapem przedstawionej pracy byla charakterystyka podwdjnego koniugatu,
potwierdzajgca jego czysto$¢ oraz zachowanie struktury drugorzedowej. Charakterystyke
wykonano przy uzyciu, kolejno rozdziatu elektroforetycznego w warunkach denaturujacych,
spektrometrii mas oraz metody dichroizmu kotowego. Wykorzystano rowniez analize za pomocg
interferometrii bio-warstwowej, ktéra wykazata, ze biatko FGF2, pomimo modyfikacji dwoma
zwigzkami cytotoksycznymi, nadal ulega wigzaniu do receptora FGFR1. Wigzanie to
potwierdzono réwniez testami in vitro na komoérkach mysich fibroblastow ptodowych, dzieki
analizie aktywacji gltéwnych kaskad sygnatowych: PLCy/PKC, PI3K/Akt oraz Ras/MAPK.
Mikroskopia fluorescencyjna potwierdzita zalezng od receptora FGF internalizacje oraz
lokalizacje podwojnego koniugatu w strukturach lizosomdéw. Oba te procesy, internalizacja oraz
lokalizacja w lizosomach, sg niezbedne dla prawidtowego i efektywnego mechanizmu dziatania

podwoéjnego koniugatu.



Najwazniejszy etap badan stanowila analiza potencjatu cytotoksycznego podwodjnego
koniugatu wzgledem komdrek linii nowotworéw ptuc oraz ludzkiego kostniakomiesaka. W pracy
wykorzystano réwniez mysie komoérki pro-B limfoidalne, ktore stanowity kontrole komérek
zdrowych. Podwdjny koniugat wykazat silng cytotoksyczno$¢ wzgledem linii FGFR1-
pozytywnych: NCI H446 i linii modelowych stabilnie transfekowanych genem fgfr1 U20S-FGFR1
oraz BAF3-FGFR1, obnizajac zywotno$¢ komoérek o ponad 90%. Ponadto, w przypadku linii
drobnokomoérkowego raka ptuc (NCI H446), wykazujacego opornos¢ na chemioterapeutyki takie
jak etopozyd oraz cisplatyna, uzyskano wysoki efekt cytotoksyczny, pomimo braku aktywnosci
antyproliferacyjnej koniugatéw pojedynczo podstawionych pochodng a-amanityny lub pochodna
MMAE.

Podsumowujac, uzyskane w przedstawionej pracy doktorskiej wyniki potwierdzity wysoki
potencjat biatka FGF2 do ukierunkowanego i efektywnego dostarczania zwigzkéw
cytotoksycznych do komoérek nowotworowych charakteryzujgcych sie nadprodukcjg receptora
FGFR1. Jednoczesne zastosowanie a-amanityny oraz monometyloaurystatyny E umozliwito
uzyskanie wysokiego synergistycznego efektu cytotoksycznego, rowniez w przypadku komoérek

wykazujacych lekoopornosé.



