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Recenzja rozprawy doktorskiej pt.

,Opracowanie i badanie aktywnosci biologicznej drobnoczasteczkowych
inhibitoréw kinaz z rodziny receptorowych czynnikow wzrostu fibroblastow
(FGFR) jako innowacyjnych lekow przeciwnowotworowych. Badanie
mechanizméw opornoéci na inhibitory kinaz FGFR w oparciu o opracowane

modele koméorkowe.”
Autor: mgr Paulina Starczak

Proces powstawania leku jest zmudny i skomplikowany. Od wybrania celu molekularnego az do
zaliczenia czynnika terapeutycznego do panelu dostepnych $rodkow leczniczych zwykle uptywa
wiele lat. W tym czasie prowadzone sg zarowno badania podstawowe pozwalajgce na poznanie
mechanizmow dziatania wybranego czynnika chemicznego, badania farmakokinetyczne, ktore
pozwalaja na poznanie reakcji modelowego organizmu na stosowany czynnik chemiczny oraz
ustalenie dawki toksycznej i terapeutycznej podawanego érodka terapeutycznego. Nastgpnym
etapem sa badania kliniczne, ktore w kolejnych fazach pozwalajg poznac reakcje ludzkiego
organizmu na badany zwigzek i wiekszo$¢ z podstawowych objawow ubocznych. Wigkszos¢, bo
ponad 95% testowanych zwiazkow konczy swoja Kariere najpozniej na tym etapie. Jedynie
niewielki procent badanych zwiazkow zostaje dopuszczony do badania klinicznego na duzej grupie
pacjentéw i gdy ten egzamin wypadnie pozytywnie specjalny urzad powtornie ocenia przebieg
catego procesu i w przypadku, gdy spetnione sa wszystkie obowiazujace kryteria dopuszczenia leku
do stosowania u ludzi wpisuje badany zwiazek na liste stosowanych lekéw. Przedstawiona mi do

recenzji praca dotyczy najwczesniejszego etapu badan nad lekiem zwiazanego z charakterystyka
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sdolnosci do hamowania transmisji sygnatu przez sciezke metaboliczng zwiazang z receptorem dla

czynnika wzrostu fibroblastow.

Rozprawa doktorska, wigcznie ze spisem literatury liczy 110 stron. Ma uktad typowy dla
rozpraw na stopien doktora. Sklada si¢ ze Streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
Wprowadzenia, Celu pracy, Materiatow i metod, Wynikéw, Dyskusji i Wnioskow. Calos¢ pracy
poprzedzona jest spisem stosowanych skrotow. Wykaz pismiennictwa liczy 182 pozycje. Na
podkreslenie zastuguje bardzo staranne graficzne opracowanie tekstu i bardzo mata liczba btedow

literowych.

We wstepie autorka opisuje rodzing receptorow FGFR. Rodzina ta skiada si¢ z czterech
receptoréw wiazacych az 22 rézne ligandy Sciezki sygnalizacyjne regulowane przez te receptory
odgrywajg istotng role w szeregu waznych procesach biologicznych takich jak proliferacja,
réznicowanie czy apoptoza. W komorkach nowotworowych, ale rowniez w komorkach
mikrosrodowiska, czesto obserwuje si¢ zarOwno niekontrolowana aktywacje receptora FGFR
bedaca skutkiem amplifikacji genu lub mutacji aktywujacych, jak i wiele aberracji prowadzacych
do powstawania biatek fuzyjnych, alternatywnych form transkrypcyjnych receptora czy zmiany w
ekspresji ligandow dla receptorow. Najcze$ciej uszkodzeniom ulegaja FGFR1 i FGFR3,
odpowiednio w 50% i 26%. Rzadziej obserwuje si¢ zmiany w FGFR2 1 FGFR 4, odpowiednio 19%
i 7%. Doktorantka podkres$la, ze pomimo iz zmiany W genach FGFR obserwuje si¢ jedynie w 7%
wszystkich przypadkow nowotworow, to poszukiwanie specyficznych inhibitorow dla tych
receptorow jest uzasadnione.

Cel pracy wypunktowany jest precyzyjnie. Glownym celem jest opracowanie i zbadanie
przeciwnowotworowego dzialania nowych, drobnoczasteczkowych inhibitorow kinaz FGFR oraz
zbadanie mechanizméw opornosci na te inhibitory w oparciu 0 opracowane modele komorkowe.

Autorce chodzilo o wytypowanie selektywnych inhibitorow i sprawdzenie, czy i w jakim stopniu



hamuja one inne szlaki regulowane przez rozne kinazy i zbadanie mechanizméw opornosci
ujawniajacych sie w czasie stosowania inhibitorow.

W pracy wykorzystano komercyjnie dostgpne ludzkie linie komdrek nowotworowych o
Scisle zdefiniowanych zmianach w poziomie ekspresji roznych cztonkow rodziny FGFR, i tak lini¢
raka ptuca H1581 cechowat wzrost poziomu ekspresji FGFR1 zwiazany z amplifikacja tego genu, a
linie raka zoladka SNU16 i raka endometrium AN3CA wysoki poziom ekspresji FGFR2 zwigzany
z odpowiednio amplifikacja i mutacja aktywujaca tego genu. Linia raka nerki MM-UC14 posiadata
konstytutywng aktywnos¢ FGFR3. Linig raka pecherza cechowata translokacja FGFR3 z TACC3.
Pozostate wykorzystane linie cechowaty si¢ mutacjami w innych kinazach. Doktorantka
wyprowadzita tez z linii raka zotagdka SNU16 trzy linie oporne na drobnoczasteczkowe kontrolne
inhibitory FGFR. Uzyskala takze transfekowana plazmidem zawierajacym konstrukt TEL-FGFR1
limfoidalna linie mysig Ba/F3. Wszystkie wykorzystywane linie hodowano w odpowiednich
warunkach temperatury, wilgotnosci i stezenia CO2. Metodyka prac opisana jest w sposob
wystarczajacy i pozwala na odtworzenie zastosowanej metody. W pracy wykorzystano dostgpne
komercyjnie drobnoczasteczkowe inhibitory FGFR oraz nowe inhibitory zsyntetyzowane przez
Dziat Chemii Medycznej firmy Celon Pharma. Aktywnos¢ badanych zwigzkow wobec calego
panelu kinaz oceniano stosujac test ADP-Glo Kinase Assay firmy Promega a oznaczenia ich
selektywno$ci wykonano w firmie DiscoveRx metoda KINOMEscan™,

Badania farmakokinetyczne nowych zwiazkoéw prowadzono na myszach Balb/c. Zwiazek
podawano doustnie, a nastepnie oceniano jego stezenie w osoczu. Badania wykonano w Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu a oznaczenie stezenia zwiazku w
surowicy wykonano w firmie Blirt. Aktywnos¢ przeciwnowotworowg oceniano na myszach SCID,
ktorym podskoérnie wszczepiono komorki linii HI1581. Objeto$¢ guza mierzono w trakcie terapii.

Zebrane dane poddano analizie statystyczne;.



Na podstawie analizy biblioteki Celon Pharma zsyntetyzowano panel inhibitorow FGFR.
Wykorzystujac program komputerowy dokujacy strukture inhibitora w znanej strukturze FGFR
wybrano 29 zwiazkow, ktore poddano dalszym analizom w celu ustalenia nie tylko ich aktywnosci
hamujacej wzgledem aktywnosci kinazujacej FGFRI1, 2 i 3, ale takze innych kinaz. Sposrod
badanych inhibitorow 28% wykazywato ICso ponizej 1 nM dla kinazy FGFR2, a wartosci [Cso
mniejsze niz 10 nM dla kinaz FGFR1, 211 3 odpowiednio dla 59%, 76% i 21% inhibitorow.
Oznaczone wartosci byty podobne do tych uzyskanych dla inhibitora referencyjnego jakim byt
AZD 4547. Selektywnos¢ badanych inhibitorow byta podobna, a dla niektorych zwiazkow nawet
wyzsza, niz ta jaka miat inhibitor referencyjny. Dodatkowo 24 zwiazki, ktorych ICso bylo ponizej
40nM dla FGFR2 byly przetestowane pod katem hamowania aktywnosci fosforylujacej na
ustalonym w Celon Pharma panelu kinaz. Wyniki potwierdzaty wysoka selektywnos¢ badanych
inhibitorow w stosunku do rodziny FGFR w tym szczegolnie wobec FGFR2.

W kolejnym etapie aktywnos$¢ nowych inhibitorow doktorantka badata na liniach
komoérkowych zaleznych i niezaleznych od szlaku FGFR. W tym celu w pierwszym rzgdzie
wykorzystata mysia lini¢ Ba/F3 stransformowang konstruktem zawierajacym gen fuzyjny
TEL/FGFR1. Dla wszystkich badanych zwigzkéw uzyskano wartosci ICso w zakresie od 0,203 do
4,256 uM, w tym dla 57% zwiazkow 1Cso nie przekroczyto 1 uM. Ten wynik potwierdzat wysoka
wrazliwoé¢ otrzymanej linii komorkowej na dziatanie inhibitorow FGFR.

Do dalszych badan wybrano 21 zwigzkow. Analiza zywotnosci komorek przeprowadzona na
linii potréjnie ujemnego raka piersi z charakterystyczna amplifikacja genu FGFR wykazata mata
wrazliwos$¢ nawet na referencyjny inhibitor. W tych warunkach do dalszych badan wybrano jedynie
7 sposrod 21 zwiazkow wykazujacych najnizsze ICs0. W kolejnym etapie efekt hamujacy badano z
wykorzystaniem linii raka ptuca H1581 (linia z mutacja aktywujacg FGFR1). ICso ponizej 1 M
wykazato 33% badanych zwigzkow, podobny procent inhibitoréw miat ICso w zakresie miedzy 1 a 2

uM a ICso powyzej 2 uM pozostata jedna trzecia inhibitorow. Pig¢dziesigcioprocentowe



sahamowanie wzrostu dla inhibitora referencyjnego obserwowano przy stezeniu 1,5 uM. Podobna
analiza przeprowadzona dla wszystkich 21 zwiazkow na liniach zaleznych od FGFR2 wykazata, ze
az 50% zwiazkow hamuje wzrost tych linii w stezeniu ponizej 1 M i na liniach zaleznych od
FGFR3 ponad 50-cio procentowe hamowanie wzrostu obserwowano w zakresie stezen badanych
inhibitoréw od 0,3 do 4,2 uM. Doktorantka zaobserwowata tez, ze wzrost komorek SNU16 byt
niezalezny od stezenia w zakresie od 0,156 az do 6 pM. Selektywnos¢ inhibitorow potwierdzono
wykorzystujac linie uzaleznione od innych szlakow sygnalizacyjnych. Wszystkie badane inhibitory
wykazywaty ICsodla innych kinaz znaczaco wyzsze niz te dla inhibicji rodziny FGFR. Bazujac na
posiadanych danych doktorantka wybrata 6 zwiazkoéw wykazujacych niskie wartosci ICso, czyli
najwicksze zdolnosci do hamowania fosforylacji przez poszczegdlnych cztonkow rodziny FGFR.
Te sze$¢ zwiazkéw poddano badaniom na zwierzetach. We wspotpracy z Instytutem
Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN wybrane inhibitory podawano doustnie myszom w
ustalonych dawkach, a nastgpnie oznaczano poziom zwiazku w surowicy wyizolowanej z krwi
pobranej od tych zwierzat w okreslonych przedziatach czasowych. Wszystkie badane inhibitory
osiagaty maksymalne stezenie po godzinie od podania. Stezenie inhibitora spadato w czasie i byto
znaczaco nizsze po 6 godzinach. Ten eksperyment pozwolit autorce na dalsza selekcj¢ inhibitorow.
Do dalszej charakterystyki autorka wybrata trzy zwiazki, ktore osiggaly najlepsze parametry
farmakokinetyczne. Kolejna selekcje doktoranta przeprowadzita wykorzystujac model
ksenograftow. Myszom SCID wstrzyknigto podskornie linie raka zotadka SNU16 aby nastgpnie
zbada¢ wplyw podawania inhibitorow na wielkos¢ guza. Naj silniejszy inhibitor (CPL-8) wybrano
do dalszych badan. Poréwnano w nich zaréwno poziom fosforylacji biatek za posrednictwem
szlaku regulowanego przez rodzing receptorow FGFR po dodaniu inhibitora referencyjnego i CPL-
8 oraz selektywnos¢ inhibitora w stosunku do panelu 100 kinaz. Doktorantka wykazata, ze oba
inhibitory cechuje podobny profil aktywnosci i selektywnosci. Te dane sugerujg, ze oba inhibitory,

badany i referencyjny, wiaza si¢ w podobnych miejscach domeny kinazujacej FGFR. W badaniach



na zwierzetach podawanie inhibitora referencyjnego i CPL-8 wywierato podobny skutek. Oba
inhibitory, w podawanych dawkach, wykazywaty tez brak istotnego dziatania toksycznego.

Badanie mechanizmu opornosci doktorantka wykonata na linii SNU-16 z wyindukowang
opornoscia na referencyjne inhibitory aktywnosci kinazujacej FGFR. Autorka wykazata brak
aktywnosci i ekspresji receptora FGFR. Mimo to obserwowata fosforylacje kinaz, ktore w
warunkach braku opornosci byty fosforylowane przez aktywnos¢ kinazujaca FGFR. Te dane
jednoznacznie wskazywaty, ze oporne komérki uruchomity alternatywny szlak sygnalizacyjny.
Dodatkowo autorka, z uzyciem komercyjnego testu immunologicznego ktory umozliwial detekcje
28 kinaz i 11 bialek, elementow réznych szlakow sygnalizacyjnych, wykazata roznice w poziomie
fosforylacji pomiedzy oporna i wyjsciow linig komorkowa. Poza zmianami w aktywnosci biatek
doktorantka obserwowata rowniez zmiany w morfologii linii opornej w stosunku do linii
wyjsciowej. Zmiany te byty charakterystyczne dla przejscia (tranzycji) epitelialno-
mezenchymalnego. Komérki linii opornej wykazywaty zwigkszong ekspresje biatek
charakterystycznych dla fenotypu mezenchymalnego i spadek ekspresji biatek charakterystycznych
dla fenotypu epitelialnego.

Aby zbada¢, czy mozliwe jest przefamanie opornosci na inhibitory FGFR linia oporna
inkubowana byla z panelem niskoczasteczkowych inhibitorow kinaz. Doktorantka wykazata, ze
sposrod kilku inhibitorow, ktére hamowaty proces fosforylacji przez alternatywne kinazy najlepsze
parametry farmakokinetyczne wykazywat mubrutinib. Autorka obserwowata przy niskich
wartosciach ICso hamowanie fosforylacji kinazy ERK. Jednak nie zaobserwowata odwrdcenia
fenotypu.

Dyskusja poprowadzona na 13 stronach maszynopisu ma bardzo wnikliwy charakter.
Otrzymane wyniki poréwnano z danymi literaturowymi. Wykazano duzg zgodnos¢ we
wlasciwosciach inhibitora CPL-8 z inhibitorem referencyjnym. Podkreslono takze, ze CPL-8

wykazuje wieksza specyficzno$¢ w stosunku do rodziny kinaz FGFR, w tym szczegolnie do FGFR2



niz do wiekszosci innych kinaz sygnalizacyjnych Doktorantka podkresla, ze pojawienie si¢
opornosci wtornej jest wynikiem przejscia epitelialno-mezenchymalnego. Moim zdaniem nie ma w
tej pracy wystarczajacych dowodow na postawienie tak kategorycznej tezy. Sugerowatbym raczej
stwierdzenie, ze mechanizm opornosci wtornej jest zwigzany z ujawnieniem si¢ w linit SNUT6R
cech mezenchymalnych zwigzanych z dtugotrwatg hodowlg linii SNU16 w warunkach obecnosci
wzrastajacego stezenia inhibitora CPL-8. Troche brak mi tez informacji o opornosci pierwotnej, ale
to jest jedyne moje zastrzezenie do tego doktoratu.

Calo$¢ pracy koniczy sig czterema wnioskami, z ktorych tak naprawdg istotny jest wniosek
pierwszy. Trzy pozostale sa jedynie jego rozwinigciem.

Podsumowujac, uwazam, ze mgr Paulina Stanczak osiggneta stawiane sobie cele.
Wykonata ogromna liczbe eksperymentow aby wykaza¢, ze opracowany inhibitor moze by¢
przydatny w leczeniu nowotworéw, w ktorych uszkodzeniu ulegt szlak zwigzany z receptorem z
rodziny fibroblastycznych kinaz tyrozynowych. Trzeba jednak pamigtac, ze wykonana przez Panig
Stanczak praca jest jedynie wstepem do badan, ktore muszg teraz by¢ wykonane aby wybrany
inhibitor trafit jako lek celowany do panelu $rodkow wykorzystywanych w terapii czlowieka.
Jednak wyniki tych wstepnych badan stwarzaja realne nadzieje, ze w przysztosci CPL-8 bedzie
mogt spetni¢ poktadane w nim nadzieje. Dlatego wnioskuj¢ do Rady Naukowej Centrum
Biostruktury Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie autorki pracy do dalszych

etapdéw przewodu doktorskiego.
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