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Recenzja
rozprawy doktorskiej Mgr Agnieszki Kobielak pt. . Konstrukcja oraz charakterystyka
stabilnych termodynamicznie i odpornych na proteolize wariantéw ludzkiego kwasnego
czynnika wzrostu fibroblastéw o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym® wykonanej pod

kierunkiem dr hab. Daniela Krowarscha

Biatko FGF-1, ludzki kwasny czynnik wzrostu fibroblastéw, to mate biatko o duzym
potencjale mitogennym, oddziatujace poprzez receptory na réznych komérkach lub bezposrednio
przez translokacj¢ do cytoplazmy lub samego jadra komérkowego, indukuje ekspresje szeregu
genow. Uwaza sig, ze ochrong przed proteoliza stanowi jego wiazanie z heparanami.
Wiasciwosci angiogenne, neurogenne i osteogenne stwarzaja mozliwosci zastosowania FGF-1 w
leczeniu wielu choréb. Dlatego podejmuje si¢ proby ograniczenia podatnosci na proteolize i
zwigkszenia stabilnosci tego biatka, aby zwigkszy¢ jego mozliwosci jako leku. Przedstawiona do
oceny praca miafa na celu odpowiedzie¢ na pytanie, czy zwigkszenie odpornosci FGF-1 na
proteoliz¢ wydluzy jego aktywnos¢ biologiczng i koreluje ze wzrostem stabilnosci jego
struktury, czyli czy polepszenie odpornosci na trypsynolize bedzie skorelowane z mniejszg
degradacja in vivo. W pracy podjeto wigc bardzo wazny problem uzyskania réznych wariantow
czynnika wzrostu o roznej stabilnosci i podatnosci na proteolize, zadanie zbadania efektow tych
modyfikacji in vivo. Strategia badania uwzgledniata uzycie spektrometrii masowej do analizy
produktow proteolizy, oraz oceny oddzialywania FGF-1 z bialkami partnerskimi. Takie
podejscie pozwala na $ledzenie zmian, tutaj odnoszacych sie do kontrolowanej ograniczonej
proteolizy. Podjety przez Mgr Agnieszke Kobielak temat pracy doktorskiej jest wazny z punktu
widzenia biochemicznego i biomedycznego i w pelni uzasadniony. Otrzymanie stabilnych i
odpornych na proteolize wariantéw fibroblastcznego czynnika wzrostu pozwoli na ich

zastosowania praktyczne w terapii, takze lepszego poznania jego udzialu w procesach



fizjologicznych i patologicznych. Niniejsza praca stanowi kontynuacje dobrze znanych w
swiecie badan nad struktura i funkcja bialek, proteaz i ich inhibitoréw, prowadzonych w
Instytucie Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego.

Praca ma typowy uktad dla rozprawy doktorskiej, zawiera 140 stron maszynopisu, 52
rysunki i 5 tabel, dodatkowo 5 tabel i rysunkéw stanowia zalaczniki, natomiast na ptycie
pokazano dane odnosnie identyfikacji fragmentéw masowych otrzymanych w roéznych
warunkach trypsynolizy poszczegdlnych wariantéw. Osobno podano wykazy skrotow, rysunkéw
i tabel, podsumowanie i streszczenie. Autorka cytuje 165 pozycji pisSmiennictwa.

Wstep pracy jest dobrze skonstruowany i napisany, najpierw autorka omawia zagadnienia
metodyczne, warunki, mechanizmy i zastosowania ograniczonej proteolizy oraz techniki
spektrometrii masowej elektrorozpylaniem oraz desorpcja/jonizacja laserowa z udzialem
matrycy. Nastepnie autorka wprowadza czytelnika w zagadnienia, ktére dotycza przedmiotu
badan, czynnika wzrostu fibroblastow, strukture i funkcje tego biatka, oddziatywanie z
receptorami i heparanami, omawia translokacje do komoérki i aktywowane szlaki sygnatowe.
Opisala tez zagadnienia zwiazane ze stabilnoscia FGF-1, mozliwe zastosowania terapeutyczne.

Do realizacji zadan autorka uzyla bogatego zestawu metod, dobrze i szczegdtowo
opisanych. Przy projektowaniu mutacji i konstruowaniu wariantéw odpornych na proteolize,
wyboru podstawien dokonata na podstawie sekwencji bialek homologicznych do FGF-1,
ponadto wybrata podstawienia zapewniajace stabilne struktury, po czym otrzymata czyste biatka
rekombinowane. Proteolize wykonywala przy pomocy trypsyny oraz chymotrypsyna i ludzka
clastazg leukocytarng. Degradacje monitorowano metoda SDS-PAGE, fluorescencyjnie i przez
pomiary dichroizmu kotowego, zaréwno w funkcji temperatury jak i w obecnosci chlorku
guanidyniowego oraz metodami spektrometrii masowej. Nalezy tutaj zaznaczy¢, ze wyniki
otrzymane metoda SDS-PAGE korelowaty z danymi uzyskanymi wprowadzona przez autorke
analizg fluorescencyjna, przy czym metoda fluorescencyjna pozwolita monitorowaé doktadniej
proteolizg i w sposéb ciagly. Wykazana przewaga metody fluorescencyjnej nie wyklucza jednak
blotingu, gdyz obraz SDS-PAGE ujawnit proteolize niewykryta we fluorescencji. Analize
funkcjonalng czynnikéw wzrostu wykonano oceniajac mitogennosé przez inkorporacj¢ do
komorek trytowanej tymidyny, przez detekcje biatek sygnatowych lub Hsp90 w komorkach i
analiz¢ SDS-PAGE/bloting produktéw degradacji FGF-1. Dokumentacja wynikdw jest starannie
opracowana i nie budzi zastrzezen. Autorka wykazata, ze wariant K12T byl stabilny, odporny na
proteoliz¢ trypsyna, aktywny w testach biologicznych, o zwiekszonym okresie pottrwania in

vivo. Mutant podwdjny C117P/K118V wykazywat taka sama korelacje odpornosci in vitro jak in



vivo. Wytypowane do podstawienia pozycje kluczowe dla trawienia trypsyna okazaly sie
trafnym wyborem. Uwzgledniono przy projektowaniu mutacji te reszty, ktore potencjalnie
mogly podnies¢ stabilnos¢ i sa zachowawcze. Uzyskano 10 czystych wariantéw biatka,
okreslono ich stabilnos¢ w warunkach denaturacji chemicznej, mierzona w CD i metoda
fluorescencji. Dwa warianty byly stabilniejsze od wyjsciowego biatka, a pie¢ wariantow bylo
bardziej odpornych na trypsynolizg. Stabilno$¢ byta skorelowana z odpornoscia na proteolizg z
wyjatkiem najbardziej odpornych, gdzie doszto do lokalnych zmian w konformacji czasteczki.
Aktywno$¢ biologiczna, mitogennos¢ i odporno$é na proteolize wzrosta in vivo. Metode
ograniczonej proteolizy i oddziatywania biatko-biatko monitorowano tez przy pomocy MALDI.
Metoda jest przydatna gdy maleje ilos¢ miejsc cigcia dla proteaz, lub zmienia sie konformacja
biatka. MALDI wykorzystano do analizy oddziatywania z biatkami Hsp90, p34. Dyskusja
zostata przeprowadzona przejrzyécie, zagadnienia s podzielone na podrozdzialy tematyczne.
Autorka przeprowadzita bardzo dobra analiz¢ wynikéw i trudnosci metodycznych. Whnioskuje na
temat korelacji migdzy stabilnoscia, a odpornoscig na proteolizg, ze catkowita stabilizacja
struktury nie jest jedyna przyczyna odpornosci na trypsynolize, wazna jest zwlaszcza lokalna
stabilizacja w czesci C-koficowej, istotna dla trypsynolizy. Wazna obserwacje, ze odpornosé na
trypsynoliz¢ in vitro dobrze odzwierciedla podatno$¢ na proteazy w testach na komorkach,
autorka interpretuje tym, ze wymiana reszt wywoluje szerszy efekt, zwiazany z usztywnieniem
struktury. Metoda ograniczonej proteolizy w polaczeniu ze spektrometria masowsq okazala sie
bardzo dobrym narzedziem do badania oddzialywan biatko-biatko, ktérej to interakcji nie
przeszkadzata obecnos¢ substratu konkurencyjnego do trypsyny. Niezwykle interesujace wydaja
si¢ wyniki otrzymane z uzyciem techniki MALDI-MS, gdyz przy ograniczeniach tej metody,
ktore autorka opisuje, uzyskata z bardzo dobra powtarzalnoscia ilosciowe dane.

Nie mam uwag krytycznych do pracy, bledy literowe sq nieliczne. Zauwazylem jedynie
niezgodnos¢ na rys. 1.7 i w tekscie na str. 27 co do braku pozycji Argl22, ktdra to reszta jest na
rys. 6.1 a tekscie na str. 98 jest Lys122, na str. 40 w met. 4.1.5 brak odnosnika, zamiast bufor
PBS, lepiej bytoby uzywaé¢ w tekscie PBS, gdyz sam skrét zawiera bufor, opis na str. 86 do rys.
5.26 jest niejednoznaczny, chciatbym aby autorka sprawdzita, czy dla $ciezki 7 powinno by¢
frakcja ,,zwigzana” zamiast ,,niezwiazanej”, na str. 119 zdanie urywa sig, nie podano danych na
temat stosowanych przeciwcial w immunoblotingu, warto poda¢ informacje o ich pochodzeniu,
by oceni¢ swoistos¢ i poréwnaé wyniki innych autoréw. Uwagi powyzsze nie umniejszaja duzej

wartosci pracy, ale moga by¢ pomocne przy redagowaniu pracy do druku.



W podsumowaniu chee podkresli¢, Ze praca jest bardzo wartosciowa, zostata prawidlowo
zaplanowana i zrealizowana, wnosi oryginalny i istotny wkiad do wiedzy o oddziatlywaniach
biatko-biatko, czynnika FGF-1 z heparyna, o wplywie bialka Hsp90 na FGF-1, dostarczyla
danych referencyjnych na temat struktury i funkcji bialek, zastosowan metod spektromterii
masowej. Poza technikami biologii molekularnej, hodowli komdrkowych, analizami
biochemicznymi, autorka stosowata nowoczesne techniki spektrometrii masowej. Dzigki
zastosowaniu tych metod i duzego wkfadu pracy autorka uzyskata wzorowe wyniki. Wykazata
si¢ znajomoscia wiasciwie wykorzystanego pismiennictwa. Dowodzi to bardzo dobrego
opanowania warsztatu badawczego. Praca jest utrzymana w najwyzszym standardzie badan
wielofunkcyjnych makroczasteczek biologicznych.

Uwazam, ze rozprawa doktorska Mgr Agnieszki Kobielak spetnia warunki okrelone w art.
I3 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule naukowym w zakresie sztuki. Wnioskuje do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o przyjecie tej pracy doktorskiej i dopuszczenie Mgr Agnieszki Kobielak do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Pozwalam sobie réwniez ztozy¢ Wysokiej Radzie wniosek o wyréznienie tej pracy ze
wzgledu na duza warto$¢ merytoryczng i bardzo dobre wykonanie czgsci doswiadczalnej oraz

napisanie calej rozprawy.
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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Kobielak ,, Konstrukcja oraz charakterystyka
stabilnych termodynamicznie i odpornych na proteolize wariantow ludzkiego kwasnego

czynnika wzrostu fibroblastéw o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym”

Rozprawa doktorska mgr Agnieszki Kobielak ,, Konstrukcja oraz charakterystyka
stabilnych termodynamicznie i odpornych na proteolize wariantow ludzkiego kwasnego
czynnika wzrostu fibroblastow o potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym” jest
monografig przedstawiajacg opis wykorzystania roznych technik biochemii, biofizyki i
biologii molekularnej do przygotowania stabilnych wariantow ludzkiego kwasnego
czynnika wzrostu fibroblastow (FGF-1). Zostata przygotowana pod kierunkiem dr hab.
Daniela Krowarscha w laboratoriach Zaktadu Biotechnologii Biatek Uniwersytetu
Wroctawskiego, we wspotpracy z dr Matgorzatg Zakrzewska z Zaktadu Inzynierii Biatka
(eksperymenty in vivo w Institute for Cancer Research w Oslo), ktdra jak wynika z
cytowanej literatury otworzyta tematyke badawczg opisang w doktoracie.

Praca, liczaca 140 stron, sktada si¢ z pigciu gldéwnych rozdziatow (Wstep,
Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja). W 21 stronicowym Wstepie Autorka
wprowadzita czytelnikow w strukturalne uwarunkowania ograniczonej proteolizy, jako
narzgdzia badania relacji  struktura-funkcja Dbialek, przedstawita metodologie
spektrometrii mas w konteksécie analizy produktéw trawienia peptydow i aktualny stan
wiedzy dotyczacy FGF-1, a w szczegdlnosci jego struktury, stabilnosci, interakcji z
receptorami czynnikow wzrostu fibroblastow i heparyna, szlakéw sygnalizacyjnych, w
ktorych uczestniczy FGF-1 i wreszcie jego potencjatu terapeutycznego, €O jest istotnym
czynnikiem uzasadniajacym podjecie badan. Rozdzial napisany jest jasno i przejrzyscie.
Jedyna uwage mam do braku w spisie cytowanej literatury wymienionej w tek$cie na str.
17-tej pracy Sides i wsp. 2012, (prawdopodobnie chodzi o prace z J.Am.Soc.Mass
Spectrom.) 1 niezacytowaniu dwoch interesujacych prac, ktore ukazaly sie
prawdopodobnie podczas edycji doktoratu (Ruoyan Xu i wsp. Diversification of the structural

determinants of fibroblast growth factor-heparin interactions; implications for binding specificity
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2012 JBC, 287, 40061-40073. Andrew Beenken J. Biol. Chem. 2012 287: 3067-3078. Plasticity in

Interactions of Fibroblast Growth Factor 1 (FGF1) N Terminus with FGF Receptors Underlies
Promiscuity of FGFl1). Bylbym wdzieczny za odniesienie si¢ do obu publikacji w
kontekscie zaplanowanych miejsc modyfikacji i wynikdéw pracy podczas publicznej
obrony. Kwestig dyskusji moze by¢ stopien szczegdtowosci opisu réznych wariantow
spektrometrii mas, kosztem np. innych metod poszukiwania i planowania potencjalnych
miejsc modyfikacji, w szczegolnosci tzw. mutagenezy in silico (np. w oparciu o pakiet
RosettaDesign) w potaczeniu z dynamika molekularng (np. w programie AMBER), tym
bardziej, ze o ile wiem nie istnieje zadna ogdlna strategia prowadzenia stabilizacji biatek,
a kazdy przypadek trzeba rozpatrywaé indywidualnie, dazac do zwigkszenia udziatu
oddzialywan hydrofobowych w rdzeniach bialek, ilosci wigzan wodorowych, mostkow
solnych i efektow entropowych, czy wreszcie ograniczenia miejsc proteolizy -
oczywiscie za kazdym razem z zachowaniem funkcji biatka. W przysztosci planujac
miejsca modyfikacji zwrocitbym rowniez uwage na cykl prac Ranganathana i wsp. (np.
,,Hot spots for allosteric regulation of protein surface Cell, 147, 2011), w ktérych autorzy
pokazali sektorowa architekture¢ bialek w oparciu o analize ewolucyjna grup
aminokwasoOw, a nie pojedynczych reszt.

Bezposrednio po Wstepie jasno zostal okreslony cel pracy zwigzany z
otrzymaniem odpornych na proteolize¢ wariantow FGF-1 poprzez usunigcie miejsC
najbardziej podatnych na trawienie.

Na kolejnych 20-ciu stronach zostaly opisane uzywane materiaty i techniki
badawcze wykorzystane w pracy. Nie majac wigkszych zastrzezen do dobrze napisanego
rozdziatu z obowiazku recenzenta ponizej przedstawiam kilka uwag, ktore nasunety mi
si¢ podczas czytania tego fragmentu. Jezeli korzysta si¢ z oprogramowania typu
Refworks to wypada pOzniej skontrolowaé¢ cytowania. Na str. 40-tej pojawil si¢
komunikat ,Bfad! nie mozna znalezé cytowania”. Do$¢ wesoto brzmi fragment
»wybuchowy substrat trypsyny” bedacy kalka angielskiego okre$lenia odnoszacego si¢
do poczatkowej fazy reakcji katalizowanej przez proteazy serynowe. Stwierdzenie (str.
45), ze wzrost emisji fluorescencji Trp przy 353nm oznacza rozwijanie struktury biatka
jest co najmniej dyskusyjne. Taka dlugos¢ fali emisji oznacza, ze ta reszta juz jest silnie
eksponowana do $rodowiska, i raczej nie moze stuzy¢ jako dobry ,,marker” procesu
rozfatldowywania, ktoére nb. powinno przesuwa¢ maksimum emisji w stron¢ nieco
wyzszych wartosci. Natomiast oczywiscie zmiana intensywnosci §wiadczy o rdéznicach w
mikrootoczeniu Trp wynikajacych, o czym pisze Autorka, z ograniczenia wygaszania

reszty przez Prol21 i His102. Natomiast zupetnie nie rozumiem dlaczego wybrano
2
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dtugo$¢ fali wzbudzenia rowng 280 nm, przy ktorej ,,wida¢” przede wszystkim osiem

reszt tyrozylowych, praktycznie nieczutych na zmiany mikrootoczenia, a nie jedyna
reszt¢ tryptofanylowa. Nalezalo uzy¢é wzbudzenia 295 nm, przy ktorym sygnat
pochodzitby tylko od tryptofanu i bylby znacznie wyrazniejszy niz na Rys. 5.9. Widma
CD zapewne rejestrowano w kuwetach 1mm, a nie lecm co powtarza si¢ w kilku
miejscach w pracy.

Na kolejnych 40 stronach przedstawiono wyniki badan. Autorka kazdorazowo
stosowata bardzo wygodny dla czytelnika schemat: krotko przedstawiony cel
eksperymentu, wynik i wniosek; zwracajg rowniez uwage czytelne rysunki (np. Rys. 5.1
— 5.6), ktore logicznie uzasadniajg kryteria wyboru miejsc modyfikacji. Szczegdtowo
opisano seri¢ eleganckich eksperymentéw ograniczonej proteolizy przy pomocy
trypsyny, chymotrypsyny i elastazy z analizag MS, a wyniki skonfrontowano z cze¢sto$cia
wystepowania reszty w danej pozycji wyznaczong przez homologi¢ 140 sekwencji FGF-
1. Autorka otrzymujac ostatecznie 10 wariantow biatka zastosowata, dos¢ rzadkie, ale w
pelni uzasadnione podejscie, zgodnie z ktorym prowadzila podstawienia na rozne,
logicznie uzasadnione aminokwasy, a nie typowo - na reszty alanylowe. Pewne
watpliwosci budza widma CD (Rys. 5.10), ktore sg z niezrozumiatych powodow mato
wiarygodne ponizej 210 nm i dlatego prawdopodobnie nie przeprowadzono analizy
zawartosci struktur drugorzedowych w oparciu o sieciowo dostepne pakiety jak CD-Pro.
Tak czy inaczej zgadzam si¢ z wnioskiem, ze jedynie wariant K12Y nieco odbiegal od
pozostatych. Z drobniejszych uwag dotyczacych czgsci wynikowej wskazatbym brak
jednostek w tabeli 3, brak odchylen standardowych na rysunku 5.12, szczegdlnie, ze W
tym przypadku mamy do czynienia z danymi przeliczonymi ze stosunkowo mato
doktadnych pomiaréw. Nie rozumiem dlaczego na str. 73 napisano, ze pie¢ sposrod
siedmiu wariantéw podniosto stabilno$¢ konformacyjng. Wg mnie tylko trzy. Wydaje sie,
ze Autorka powinna wyraznie podkresli¢ np. w Dyskusji, ze wyniki analiz wpltywu
temperatury i denaturanta chemicznego w przypadku badan FGF-1 stanowig jedynie
uzupetnienie gtownego nurtu, gdyz w obu przypadkach projektowanie mutantow wigze
si¢ z innymi przestankami i w zwigzku z tym odpornos¢ GdmCl nie musi mie¢ zwiazku z
odpornoscig na wysokie temperatury i w koncu oba czynniki z odpornoscig na proteazy.

Rozdzial 5.8 w pracy poswigcono charakterystyce biologicznej stabilnych
wariantdw FGF-1. Zawiera on niezwykle wazne i interesujagce wyniki analizy poziomu
fosforylacji biatek skojarzonych z FGF-1, stymulacji syntezy DNA i degradacji
proteolitycznej in vivo i stanowia w kontekscie doktoratu jedynie jego uzupetnienie gdyz,

jak zrozumiatem, zostaty otrzymane przez dr Zakrzewska w Norwegii. Bez watpienia
3
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zebrane razem stang si¢ podstawag wartoSciowe] publikacji i dobrze si¢ stato, ze

umieszczono je w doktoracie. Kolejny, interesujacy i wazny fragment pracy dotyczy
analizy oddzialywan wariantow FGF-1 z partnerami biatkowymi metoda ograniczonej
proteolizy skojarzonej z analiza MS. Interpretacja wynikow nie budzi moich watpliwosci.
Mozna si¢ jedynie zastanowi¢ nad przyczynami stabilizujgcego wplywu fragmentu
,»coiled-coil” biatka p34, ktore samo ulega bardzo szybkiemu trawieniu, na FGF-1. By¢
moze takg role moze petni¢ jaki§ wybrany fragment badanej domeny p34.

Dalsze 23 strony to Dyskusja, ktora, podobnie jak poprzednie rozdziaty zostata
napisana jasno, przejrzyscie, dobrym jezykiem i bez wigkszych potknigé. Na szacunek
zastuguje wyrazne zaznaczenie roli poprzednikéw i wspodtautorow catego projektu i
wyrazne zaznaczenie wlasnych wynikow. Cel pracy zostal osiggnicty, chociaz
oczywiScie mozna dyskutowa¢ nad wptywem in vivo innych proteaz na FGF-1 niz
wybrane do badan. Autorka stusznie zwraca uwage na korelacje wybranych miejsc
mutacji z odpornoscia na proteolize, chociaz wniosek o przewadze techniki
fluorescencyjnej nad SDS-PAGE do monitorowania zmian konformacyjnych podczas
trawienia (str. 108-109) w kontekscie do$¢ nietypowego zachowania si¢ widma emis;ji
FGF-1 jest watpliwy. Gdyby dysponowano wariantem z reszta tryptofanylowa emitujgca
w zakresie 305-350 nm to bez watpienia Autorka miataby racje. Z ciekawszych wynikow
na podkreslenie zastuguje okres$lenie roli mutacji Lys-118-Val w usztywnieniu C-
koncowego fragmentu biatka, ktory jak sie okazato jest kluczowy dla proteolizy.
Autorka, do$¢ nietypowo, przedstawita cze$¢ wynikow w Dyskusji (np. Rys 6.6-6.8), ale
biorac pod uwage ich wybdr dotyczacy opisu globalnej stabilnosci biatka i
mikrootoczenia miejsc trawienia w odniesieniu do miejsc proteolizy jest to do przyjecia.
Wydaje si¢, ze wobec ograniczeh metody MS dotyczacych okreslenia regionow
oddziatywan biatko-biatko mozna bylo, przynajmniej w Dyskusji, zaproponowaé metody
alternatywne. Z uchybien zwrocitbym uwagg ponownie na brak jednostek przy statych
asocjacji (str. 116, 117).

Podsumowujac, rozprawa doktorska pani mgr Agnieszki Kobielak zawiera
ogromny material eksperymentalny, ma duza warto§¢ poznawczg. Doktorantce udato si¢
zrealizowa¢ cele badawcze. Praca stanowi przyktad efektywnego wykorzystania
wspotpracy. Uzyskane wyniki maja duzg warto§¢ naukowa, stanowigc oryginalne
rozwigzanie istotnego problemu. Doktorantka musiala opanowac zaréwno techniki
biologii molekularnej, biochemii jak i biofizyki. Co wazne, badania sa bezposrednia
kontynuacja do$wiadczen zespotdow kierowanych przez prof. Jacka Otlewskiego i

Promotora pracy, a jednoczesnie stanowig $§wietny punkt wyjscia dla kolejnych badan,
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majacych na celu otrzymanie stabilnego w warunkach in vivo i w pelni aktywnego

biologicznie biatka do zastosowan terapeutycznych. W pracy znalaztem wyjatkowo mato
btedow literowych, co §wiadczy o bardzo starannej korekcie pracy.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr AgnieszKi
Kobielak spetnia wymagania ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym, stanowi
oryginalne rozwigzanie naukowe, wykazuje wiedzg teoretyczng Autorki i umiejgtnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwiazku z powyzszym wnosz¢ do Rady
Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego 0 dopuszczenie mgr

Agnieszke Kobielak do dalszych etapow postgpowania doktorskiego.

dr hab. inz. Piotr Dobryszycki , prof. PWr



STRESZCZENIE

Przedmiotem badan przedstawionym w ponizszej pracy jest ludzki, kwasny czynnik
wzrostu fibroblastéow (FGF-1). Biatko to jest silnym mitogenem, odpowiedzialnym za
aktywacje wielu procesow zyciowych w réznych typach komorek. Ze wzgledu na swoje
wlasciwosci angiogenne, neuroprotekcyjne oraz osteogenne, FGF-1 ma wysoki potencjat
terapeutyczny. Jednakze niska stabilno$¢ oraz podatno$¢ na degradacje proteolityczng w
znacznym stopniu ograniczajg mozliwos¢ jego zastosowania W leczeniu.

Glownym celem niniejszej pracy byto otrzymanie wariantow FGF-1 o podwyzszonej
odpornosci na dziatanie proteaz, poprzez wprowadzenie podstawien w pozycjach kluczowych
dla przebiegu degradacji czynnika wzrostu. Regiony w strukturze biatka podatne na dziatanie
enzymow proteolitycznych okreslono wykorzystujac metode ograniczonej proteolizy FGF-1
trypsyna, chymotrypsyna oraz ludzka elastazg leukocytarng potaczonej z analizg przez
spektrometri¢ mas. Kolejnos¢ rozpoznawania oraz zlokalizowanie reszt kluczowych dla
przebiegu degradacji gldéwnie w obrebie C-koncowego regionu biatka wskazuje na znaczny
udzial mobilnosci regiondow otaczajgcych miejsce cigcia W determinowaniu przebiegu
hydrolizy FGF-1. Do podstawien wybrano pozycje kluczowe dla proteolizy trypsyna. Przy
projektowaniu mutacji oparto si¢ na strategii zakladajacej, ze reszty, ktore majg najwickszy
wplyw na stabilno$¢ sa najbardziej zachowywane wsrdd sekwencji homologicznych bialek.
Pozwolito to na wybor podstawien zachowujgcych badz potencjalnie podnoszacych stabilno$¢
FGF-1. Z zaprojektowanych 12 wariantdw, uzyskano 10 o wysokim stopniu czystosci. Dla
wszystkich wariantow przeprowadzono analize stabilno$ci poprzez denaturacje termiczna,
monitorowang poprzez pomiar dichroizmu kolowego oraz fluorescencji. Sposrod 10
wariantow 2 byty stabilniejsze od typu dzikiego, a tylko 3 byly wyraznie mniej stabilne, co
swiadczy o efektywnosci metody przyjetej przy ich projektowaniu. Wszystkie warianty
charakteryzowano pod katem ich podatnosci na proteolize trypsyng. Wsrod pigciu mutantow
bardziej odpornych na proteoliz¢ od dzikiego typu biatka, trzy charakteryzowaty sig
kilkudziesieciokrotnym wydluzeniem okresu pottrwania w srodowisku proteolitycznym. Dla
wigkszosci wariantoéw wykazano korelacj¢ migdzy stopniem podatno$ci na proteolize a
stabilno$cig struktury. Brak tej korelacji w przypadku wariantdw najbardziej odpornych na
degradacje, wskazuje na istotny wptyw lokalnych zmian w strukturze o charakterze
entropowym. Dla cze$ci wariantow przeprowadzono dodatkowo charakterystyke aktywnosci
biologicznej. Wykazata ona wzrost zar6wno aktywno$ci mitogennej wariantow jak i ich
odpornosci na dziatanie proteaz zewnatrz-, 1 wewnatrzkomorkowych wzgledem dzikiego typu
biatka. Ponadto, uzyskane wyniki wskazuja, ze charakterystyka odpornosci proteolitycznej
wariantow FGF-1 przeprowadzona w oparciu o degradacj¢ trypsyng dobrze odzwierciedla ich
podatnos¢ na trawienie proteolityczne in Vivo.

W pracy przedstawiono rowniez badania nad wykorzystaniem metody ograniczonej
proteolizy potaczonej z analiza przez spektrometri¢ mas typu MALDI do weryfikacji
oddziatywan biatko-biatko. Wybierajac ta metode przyjeto zatozenie, ze w skutek
ograniczenia dostepnosci miejsc cigcia dla proteazy oraz zmian w dynamice struktur bialek w
regionie kontaktu, nastgpi zmiana profilu degradacji biatek. Wykorzystujac tg technike udato
si¢ potwierdzi¢ zachodzenie oddzialywania migdzy FGF-1 1 jego partnerami
wewnatrzkomorkowymi — domeng coiled-coil biatka p34 oraz z podjednostkg alfa kinazy
kazeinowej. Ponadto zaobserwowane roznice w przebiegu degradacji FGF-1 w obecnosci
biatka Hsp90 potwierdzily zachodzenie oddzialywania, ktore do tej pory byto tylko
przypuszczeniem. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze przyjeta metoda moze shuzy¢ do
przesiewowej analizy oddzialtywan biatko-biatko.
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