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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Justyny Tomali pt. ,,Analiza wewnatrzkomorkowe;j
antyapoptotycznej aktywnosci fibroblastycznych czynnikéw wzrostowych 112 (FGF1 i

FGF2)” wykonanej pod kierunkiem dr hab. Daniela Krowarscha

Fibroblastyczne czynniki wzrostu sa biatkami, ktore uczestnicza w wielu procesach
fizjologicznych, w tym w angiogenezie, ale takze w rozwoju nowotworéw. Sg to biatka
wielofunkcyjne, oddziatujace poprzez receptory na réznych komorkach lub przez translokacje do
cytoplazmy i jadra komoérkowego. Czynniki wzrostu fibroblastow 1 i 2 (kwasny FGF1 i
zasadowy FGF2) wiagza si¢ do receptordw, i jak juz wykazano w Instytucie Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego, sa takze translokowane do wnetrza komdrek, posiadajg
wiasciwosci  antyapoptotyczne i oddziatuja z biatkami zaangazowanymi w proces
zaprogramowanej Smierci komorek. Nie jest jasna ich rola w komérce i transport poza komérke.
Praca dotyczy badania wewnatrzkomorkowej antyapoptotycznej aktywnosci FGF1 i FGF2 i jest
kontynuacjg prowadzonych w Instytucie Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego badan nad
strukturg i funkcjg biatek, w tym fibroblastycznych czynnikéw wzrostu. W Zaktadzie Inzynierii
Biatka i Zakladzie Biotechnologii Biatek odkryto szereg biatek partnerskich dla FGF1 i FGF2 i
kilka z zaangazowanych w procesie apoptozy jest przedmiotem obecnej pracy. Podjety przez
Mgr Justyng Tomala temat pracy doktorskiej jest wazny z punktu widzenia biochemicznego i
biomedycznego i w pelni uzasadniony. Poznanie udzialu w procesach fizjologicznych i
patologicznych czynnikéw wzrostu FGF1 i FGF2 ma znaczenie podstawowe i pozwoli takze na
zastosowania praktyczne tej wiedzy w poszukiwaniu celow terapeutycznych. Praca ma typowy
uktad dla rozprawy doktorskiej, zawiera 131 stron maszynopisu, wstep jest poprzedzony

wykazem skrotow i streszczeniem w jezyku polskim, nastepnie okreslono cel pracy, po czym



nastepuje spis uzytych materialtéow i metod, opis wynikéw, ich dyskusje¢ i spis cytowanego
pi$miennictwa. Praca zawiera 34 rysunki, 3 tabele i 226 pozycji piSmiennictwa. We wstepie do
rozprawy autorka omawia rodzing fibroblastcznych czynnikéw wazrostu ze szczeg6lnym
uwzglednieniem FGF1 i FGF2 oraz ich receptory, nast¢pnie opisuje wewngtrzkomorkowe szlaki
aktywowane przez fibroblastyczne czynniki wzrostu i transport FGF1 i FGF2 w obrebie
komorki. Osobno opisuje zaprogramowang smier¢ komoérki zwracajac szczeg6lng uwage na
apoptoze, z oméwieniem jej poszczegolnych szlakdw, nastgpnie przedstawia biatka partnerskie
dla FGF1 i FGF2 ktére biorg udzial w apoptozie i sg przedmiotem pracy doktorskiej. Wstep jest
dobrze napisany, autorka wspomina tez o acetylacji/deacetyiacji i tutaj interesujgce bytyby
informacje czy zachodzi aminoacylacja tych czynnikéw, gdyz moze byC¢ przyczyna
niewyjasnionych funkcji, a problem aminoacylacji/deaminoacylacji pozostaje do wykazania,
rowniez w nowotworzeniu i metastazie. Celem pracy bylo okreslenie wewnatrzkomorkowe;j roli
FGF1 i FGF2 w procesie apoptozy poprzez przyblizenie wpywu FGF1 i FGF2 na proces
apoptozy indukowany réznymi czynnikami i przebiegajacy za posrednictwem réznych szlakow.
Istotnym pytaniem bylo wyjasnienie podstaw antyapoptotycznych wiasciwosci tych czynnikdw.
Drogg dojscia do tego celu byla analiza oddziatywania FGF1 i FGF2 z wewngtrzkomorkowymi
biatkami partnerskimi, zaangazowanymi w proces apoptozy. Zadanie realizowano stosujgc
bogaty zestaw metod, odczynniki, wektory, przeciwciata i koniugaty, biatka rekombinowane,
zestawy testowe, materiaty do badania apoptozy i pozywki pochodzenia komercyjnego. Autorka
oceniala apoptoze metoda cytometrii przeptywowej, indukcjg, hamowanie i wptyw FGFI i
FGF2, stosujac odpowiednie zestawy odczynnikéw. Doswiadczenia prowadzono z uzyciem
komoérek linii NIH 3T3 mysich fibroblastow pochodzenia embrionalnego, u ktérych wystepuje
ekspresja receptora FGFR1. Rekombinowane biatka uzyskiwano z bakterii, oczyszczano na
kolumnach powinowactwa i analizowano metodami elektroforezy SDS-PAGE, spektroskopii
fluorescencyjnej, CD,  spektrometrii  masowej MALDI-TOF/TOF.  Oddziatywania
miedzyczgsteczkowe biatek analizowano technika powierzchniowego rezonansu plazmonowego,
a z przeciwciatami metoda immunoblotingu. Do wyciszania gendéw niektorych biatek
zastosowano specyficzne mate interferujace RNA. Wyniki poddano w sposob wystarczajacy
analizie statystycznej. Dokumentacja wynikow jest starannie opracowana i nie budzi zastrzezen.
Autorka oczyscita 18 wariantow mutacyjnych FGF1 i FGF2 z wczesniej przygotowanych
konstruktéw, oczyscita takze rekombinowang proteaz¢ wirusa TEV uzywana jako narzedzie do
odcinania metek GST od rekombinowanych biatek, ponadto oczyscita fragment C-koncowy

nukleoliny do badafh metodg SPR. Analiza fluorescencyjna i CD wykazata, ze nadprodukowane



warianty FGF1 oraz FGF2 majg natywna konformacje. Nastgpnie przeprowadzono analizg¢ SPR
oddziatywania rekombinowanych wariantow FGF z 8 immobilizowanymi biatkami partnerskimi,
co pozwolito wykazaé, ze biatka p53, MDM2, PCAF, UACA, SIRT1, CDK4, MYL9, nukleolina
i Hsp90 mogg tworzy¢ kompleksy z FGF1 i FGF2, sugerujac wplyw tych czynnikow na
przezywalno$¢ komorek. Badanie hamujacego wptywu FGF1 i FGF2 na proces apoptozy w
komorce wykazato, ze fosforylacja biatka FGF1 przez kinazg PKCS, i w konsekwencji eksport z
jadra komdrkowego moze mie¢ wptyw na antyapoptotyczne wtasciwosci tego biatka. Wynik ten
uzyskano przez poréwnanie z nieulegajacym fosforylacji FGF2 i z wariantami mutacyjnymi oraz
uzyciem inhibitora aktywnosci kinazowej receptora. Nastepnie zastosowano technike wyciszania
genéw dla trzech biatek partnerskich nukleoliny, SIRT1 oraz nukleofosminy i wykazano, ze
wyciszenie nukleoliny, nukleofosminy *ub sirtuinyl nie znosi hamujacego wptywu FGF1 i FGF2
na proces apoptozy. Natomiast dane otrzymane po "wyciszeniu" ekspresji biatek biorgcych
udzial w imporcie FGF1 i FGF2 do jadra komérkowego (odpowiednio LRRC59 i translokiny),
wykazujg, ze oddzialywanie z nimi jest konieczne do zachowania antyapoptotycznych
wiasciwosci FGF1 i FGF2. Mutacje zaburzajace oddzialywanie z nukleoing i nie eksportowane z
jadra komodrkowego do cytoplazmy, daja w efekcie zwigkszenie wiasciwosci
antyapoptotycznych, wigksze niz dzikiego FGF1 lub takie samo jak dzikiego FGF2. Analizg
szlakoéw apoptozy przeprowadzono z zastosowaniem specyficznych inhibitoréw kompetycyjnych
dla kaspaz inicjatorowych trzech szlakow: wewngtrznego, zewnetrznego i szlaku stresu ER,
blokujac dwa z trzech wymienionych szlakéw z indukcja apoptozy induktorem specyficznym dla
trzeciego ze szlakow. Wewnetrzny (zalezny od mitochonfriéw, indukowany przez H20z) szlak
apoptozy jest hamowany przez oba czynniki, ale wydajniej przez FGF2. Podobny efekt
zauwazono przy hamowaniu zewngtrznego procesu apoptozy, indukowanego przy pomocy
liganda Fas (zaleznego od receptoi w émierci). Natomiast zupelny brak hamowania przez FGF1
i FGF2 obserwowano w badaniach z wykorzystaniem tapsygarginy jako induktora apoptozy
przebiegajacej na drodze szlaku stresu ER. Z kolei wyciszenie ekspresji biatka LRRCS59
odpowiedzialnego za transport do jadra FGF1 i translokiny odpowiedzalnej za import FGF2
wskazuje na ich role w hamowaniu apoptozy.

Dyskusja jest klarownie napisana, zagadnienia sa podzielone na podrozdzialy tematyczne.
Autorka bardzo dobrze przeprowadzita analize wynikéw, ktére byty potwierdzane kilkoma
sposobami. Analiza SPR wskazata na ewolucyjnie zachowany obszar na powierzchni czgsteczki
czynnikéw wzrostu fibroblastow zaangazowany w oddziatywania z partnerskimi biatkami

wewnatrzkomérkowymi, takze z heparyng i receptorem. Autorka wnioskuje stad, ze istnieje



skomplikowany mechanizm biologiczny zapewniajacy rozdzielenie w czasie oraz przestrzeni
wewnatrzkomérkowej aktywnosci biologicznej FGF1 oraz FGF2, pozwalajace zahamowac
apoptoze, umozliwiajace przezywanie komoérek w warunkach stresowych. Doswiadczenia
prowadzono po zahamowaniu aktywnosci receptora przez inhibitor. Autorka wysnuwa teze, ze
zdolno$¢ do zwiekszania zywotnosci komorek przez FGF1 i FGF2 jest nastgpstwem lokalizacji
jadrowej, a wydhuzenie czasu przebywania w jadrze poteguje hamowanie procesu apoptozy.

Nie mam uwag krytycznych do pracy, btedy literowe sa nieliczne, tytul jest zgodny z
trescig pracy. Pod wzgledem formy wszystkie czgsci pracy sa bardzo przejrzyscie napisane.
Zauwazylem jedynie kilka drobniejszych niescistosci, ktére warto zaznaczy¢, mianowicie brak
informacji jaki rodzaj heparyny uzywano w badaniach, o ile wiele metod opiera si¢ w pracy na
gotowych zestawach odczynnikowych, czy wlasnych opracowanych metodach, to jednak brak
pismiennictwa do kilku metod. Daje si¢ takze zauwazy¢ niewiele odnoszen do literatury w czesci
dyskusyjne; pracy. Niepotrzebnie powtorzono w dyskusji tabele 1. Dos¢ duza jest
niekonsekwencja zapisu w pozycjach pismiennictwa, brak danych w pozycjach 19, 31, 46, 181,
powtdrzono pozycje 60 i 61. Na stroaie 90 chyba btednie podano ...FasL w stgzeniu 500
mg/ml... Natomiast interesujaco brzmi ...Analiza wydm emisji fluorescencji..., mozna by to
sformutowanie wykorzysta¢ przy opisie widm. Uwagi powyzsze nie umniejszajg wartosci pracy,
ale moga by¢ pomocne w redagowaniu manuskryptu.

Podsumowujgc chee podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, badania zostaty prawidtowo
zaplanowane i zrealizowane, praca wnosi oryginalny wkitad do wiedzy o oddziatywaniach
czynnikdw wzrostu, stanowi podstawe do dalszych badan biatek oddziatujacych z FGF1 i FGF2,
a takze nowymi aspektami, w tym szlakow aktywowanych przez produkty glikacji, czy badan
mogacych tez uwzglednia¢ aminoacylacje jako sygnat komoérkowy. Autorka uzyskata bardzo
dobre wyniki dzieki zastosowaniu nowoczesnych metod i duzego wktadu pracy, co dowodzi
bardzo dobrego opanowania warsztatu badawczego. Autorka wykazata sie znajomoscig
wlasciwie wykorzystanego pismiennictwa, na uwage zastuguje bardzo dobre opanowanie metod
badan komdrkowych, immunochemicznych i genomicznych.

Uwazam, ze rozprawa dJokiwo.ska mgr Justyny Tomali zawiera oryginalny materiat
do$wiadczalny, spetnia warunki okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukewych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki
(Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.). Dlatego wnioskuj¢ do Rady Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego o przyjecie tej pracy doktorskiej i dopuszczenie mgr Justyny
Tomali do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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