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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Justyny Tomali:

»Analiza wewnatrzkomorkowej antyapoptotycznej aktywnosci fibroblastycznych
czynnikow wzrostowych 1i 2 (FGF1 i FGF2)”

Promotor: dr hab. Daniel Krowarsch

Przedstawiona do recenzji praca mgr Justyny Tomali stanowi kontynuacj¢ badan
prowadzonych na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego, dotyczacych
struktury 1 funkcji czynnikow wzrostu fibroblastow. Czynniki wzrostu fibroblastow to rodzina
ponad dwudziestu biatek, wykazujacych podobienstwo strukturalne 1 pokrewienstwo
ewolucyjne, uczestniczacych w réznorodnych procesach zwigzanych z funkcjonowaniem
komorki jak wzrost 1 proliferacja, w réznicowaniu i regeneracji tkanek, lecz takze w procesie
angiogenezy i rozwoju oraz przerzutowania nowotworow.

W przeciwienstwie do wigkszosci czynnikow wzrostu fibroblastow czynniki wzrostu
fibroblastow 1 1 2, zwane takze czynnikiem kwasnym (FGF1) i1 zasadowym (FGF2) nie
posiadajg typowej sekwencji sekrecyjnej, jednak mogg by¢ uwalniane lub wydzielane do
srodowiska zewnetrznego. FGF1 1 FGF2 moga wptywac¢ na funkcjonowanie komoérki poprzez
wigzanie do powierzchniowych receptorow FGF (FGFR) i ich aktywacj¢. Wykazano wiele
bezposrednich efektow dziatania FGF1 i FGF2 na komorke i organizm, jednak ich biologiczna

rola nie jest jeszcze do konca jasna.

Krajowy Naukowy Osrodek Wiodacy (KNOW) na lata 2014-2018 dla Wroctawskiego Centrum Biotechnologii



Na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego zidentyfikowano szereg
biatek wewnatrzkomorkowych, oddziatujacych z FGF1 i FGF2, bioracych udziat w proces
apoptozy, jednocze$nie wykazano, ze FGF1 i FGF2 wykazuja hamujacy wplyw na proces
programowanej smierci komorki. Przedmiotem recenzowanej pracy sa badania dotyczace
wewnatrzkomorkowej aktywnosci antyapoptotycznej FGF1 i FGF2. Uzyskane wyniki moga
mie¢ istotne znaczenie praktyczne do wykorzystania terapeutycznego.

Rozprawa mgr Justyny Tomali ma uktad typowy dla prac doktorskich, sktada si¢ ze
streszczenia, wykazu skrotow, wstepu wprowadzajacego w tematyke pracy, celu pracy, opisu
wykorzystanych materiatow, cze¢$ci metodycznej, wynikoéw, dyskusji oraz zestawienia
cytowanej literatury.

Praca zawiera 131 stron maszynopisu, liczne rysunki, schematy, wykresy i tabele.
Obszerny i czytelny wstep pokrotce przedstawia najwazniejsze informacje dotyczace ogdlnego
opisu rodziny czynnikow wzrostu fibroblastow, szczegétowa charakterystyke czynnikoéw
kwasnego i zasadowego: FGFl i FGF2, dane dotyczace receptorow czynnika wzrostu
fibroblastow, opis szlakow sygnalowych aktywowanych przez biatka nalezace do
fibroblastycznych czynnikéw wzrostowych, opis translokacji czynnikow wzrostowych w
komorce, przyblizenie najwazniejszych informacji zwigzanych z programowang $miercig
komorki wraz ze szczegotowym opisem poszczegélnych szlakow aktywacji apoptozy.
Przedstawiono takze skrotowo informacje dotyczace bialek partnerskich dla FGF1 i FGF2.

Cel pracy zostaly jasno sformutowany, zasadniczym zadaniem byto zbadanie
wewnatrzkomorkowej roli FGF1 1 FGF2 w apoptozie, z wykorzystaniem technik 1 czynnikow
indukujacych poszczegolne szlaki aktywacji. Planowano takze blizsze zbadanie oddzialywania
FGF1 1 FGF2 z poszczegdlnymi biatkami partnerskimi, zaangazowanymi w proces apoptozy.

W czesci metodycznej przedstawiono szczegdtowo wykorzystywane w pracy techniki
preparatywne zwigzane z ekspresja 1 oczyszczeniem Dbiatek, metody zwigzane z
do$wiadczeniami na hodowlach komoérkowych: indukcje apoptozy, blokowanie szlakow jej
przebiegu czy wyciszanie ekspresji biatek za pomocg siRNA, a takze instrumentalne techniki
analityczne, jak spektroskopia fluorescencyjna, dichroizm kolowy, spektrometria mas czy
cytometria przeplywowa.

W czgéci doswiadczalnej zaprezentowano procedurg i wyniki otrzymywania
oczyszczonych rekombinowanych biatek FGF1 1 FGF2 oraz szeregu wariantow mutacyjnych
biatka FGF2, mianowicie uprzednio otrzymanych 18 konstruktoéw zawierajacych pojedyncze,
podwadjne i potrdjne mutacje w regionach o potencjalnym znaczeniu dla wigzania do FGF2

biatek partnerskich, a takze rekombinowanej proteazy TEV, wykorzystanej w dalszej czgsci



eksperymentow do oddzielania metki GST (glutationo-S-transferazowej) od rekombinowanych
biatek oraz C-koncowej domeny nukleoliny, jadrowego biatka partnerskiego, wykorzystywanej
w pozniejszych eksperymentach oddziatywania z czynnikami wzrostu.

Przeprowadzono analize fizykochemiczng otrzymanych biatek w celu potwierdzenia ich
prawidtowej konformacji badajac ich widma emisji fluorescencji oraz dichroizmu kotowego.
Widma fluorescencji byty charakterystyczne dla reszt tyrozyn, co przy jednoczesnym braku
emisji charakterystycznego dla reszt tryptofanowych wskazywato na konformacje wszystkich
bialek zblizong do natywnego FGF1 i FGF2. Takze analiza bialek metodg dichroizmu
kolowego potwierdzila ze maja one wtasciwg strukture drugorzgdowa.

Poréwnawcza analiza oddziatywania otrzymanych biatek natywnych oraz wariantow
mutacyjnych z oSmioma biatkami partnerskimi: PCAF, nukleoling, Hsp90, CDK4, MDM2,
p53, MYLY, oraz SIRT1 pozwolita na ustalenie reszt aminokwasowych FGF2 zaangazowanych
w najwickszym stopniu w oddziatywanie z ré6znorodnymi biatkami wewnatrzkomorkowymi,
obszar ten pokrywa si¢ czg¢sciowo z miejscem oddziatywania FGF2 z receptorem.

Analiza wptywu FGF1 1 FGF2 na apoptoze prowadzona byla poprzez szereg
eksperymentow. Inhibicja aktywnos$ci receptora czynnika wzrostu FGFR gwarantowata
obserwacj¢ w doswiadczeniach wylacznie wptywu czynnikow wzrostu importowanych do
wnetrza komorki. Wyciszenie gendw biatek odpowiedzialnych za transport czynnikow wzrostu
fibroblastéw do jadra komorkowego: odpowiednio LRRC59 dla FGF1 1 translokiny dla FGF2,
potwierdzito, ze import do jadra moze by¢ warunkiem antyapoptotycznych wtasciwosci FGF1
I FGF2. Z kolei wyciszenie trzech biatek partnerskich dla FGF2: nukleoliny, sirtuiny oraz
nukleofosminy nie usungto hamujacego wptywu FGF 1 i 2 na proces apoptozy. Badania z
wykorzystaniem wariantow mutacyjnych biatek FGF1 1 FGF2, wykazujacych ostabione
oddziatywanie z nukleoling wskazuja, Ze za zmniejszong aktywnos¢ antyapoptotyczng FGF1 w
stosunku do FGF2 moze odpowiadaé jego transport z jadra komorkowego po fosforylacji
biatka. Zastosowanie specyficznych inhibitoréw kompetencyjnych dla blokowania
poszczegolnych szlakow aktywacji apoptozy wskazuje, z FGF1 i FGF2 hamujg apoptoz¢ na
drodze szlakéw zewngtrznego i wewngtrznego.

W szczegotowej dyskusji zwigzle podsumowano uzyskane wyniki i przedstawiono ich
interpretacje. W catej pracy Autorka cytuje 226 pozycji piSmiennictwa zar6wno z ostatnich lat
jak 1 wczesniejszych zebranych w czesci bibliograficznej, co §wiadczy o dogl¢bnej analizie
dostepnej literatury tematu przez Doktorantke.

Uwagi merytoryczne do przedstawionej pracy s nieliczne. W cze$ci zwigzanej z analizg

bialek natywnych i ich wariantow metodg plazmonowego rezonansu powierzchniowego



analizowany jest tylko stopien wzglednej odpowiedzi sensora na podanie analitu (response
units - RU). Poniewaz wielko$¢ odpowiedzi sensora moze wynika¢ z wielu czynnikow,
interesujace bytoby w przysztosci przeanalizowanie uzyskanych sensograméw pod wzgledem
wartosci wspotczynnikow powinowactwa dla poszczegolnych par analitow, dane te pozwolg
by¢ moze na precyzyjniejsze dane dotyczace sity wigzania poszczegdlnych wariantow
mutacyjnych FGF2 do biatek partnerskich. Czy dane dotyczace ilosci uzytej proteazy TEV
(0,86 mg) sg poprawne? Podana ilo$¢ proteazy wydaje sie¢ dos¢ wysoka, w stosunku do ilo$ci
samego trawionego biatka (10mg), dodatkowo w obrazie elektroforetycznym mieszaniny po
trawieniu, przedstawionym na rys.2, mozna by spodziewac si¢ takze prazkoéw pochodzacych z
samej proteazy, nawet zatozywszy jej autolityczne dziatanie. W czg$ci dotyczacej analizy
poprawnosci konformacji uzyskiwanych biatek osobom nie posiadajagcym wiedzy fachowej
pomogltyby informacje i dyskusja dotyczace mozliwosci poprawnego faldowania matego
biatka (FGF2 — 17,4 kDa) pomimo jego zwigzania z duza metka biatkowa GST (26 kDa).

Drobna uwaga dotyczaca konstrukcji pracy jest powtdrzenie w rozdziale ,,Dyskusja”
danych przedstawionych w poprzednich rozdziatach, i stanowiagce w zasadzie w duzej czesci
podsumowanie uzyskanych wynikow. Podsumowanie takie dobrze ujmuje w skroconej formie
zawarto$¢ rozdziatu ,,Wyniki”, by¢ moze dla jasnosci pracy powinno by¢ jednak wyodrebnione
w dodatkowym rozdziale. Pewna stabosciag tego rozdzialu jest do$¢ ograniczone
przedstawienie uzyskanych wynikéw na tle danych literaturowych. Powyzsze uwagi te nie
wplywaja jednak na og6lna, pozytywna ocen¢ rozprawy.

W podsumowaniu nalezy podkresli¢, ze praca jest wartosciowa, badania zostaty
prawidlowo zaplanowane 1 zrealizowane, zastosowana metodyka odpowiada zatozonemu
celowi pracy a uzyskane wyniki sg interesujgce i dostarczajg szeregu danych przyblizajacych
wykorzystanie czynnikow wzrostu fibroblastow do zastosowafh biomedycznych i
terapeutycznych. Wyniki uzyskane przez Doktorantke sg ciekawe, o duzym potencjale
rozwojowym 1 praktycznym, dajg takze pole do nastepnych interesujacych badan, na przyktad
zbadania zdolno$ci uzyskanych wariantow mutacyjnych biatek FGF2 do hamowania
poszczegolnych szlakow apoptozy.

Nie mam znaczacych uwag krytycznych do pracy, bledy literowe oraz stylistyczne sa
nieliczne, tytul jest zgodny z trescig rozprawy. Uzyskane wyniki zostaly opisane szczegdélowo
i dobrze udokumentowane na wykresach i rycinach. Wysoko oceniam przedstawiony zakres
merytoryczny pracy, ktory wymagatl opanowania zaréwno technik preparatyki biatkowej,
szeregu metod analizy instrumentalnej jak i metodyki hodowli komérkowych dla analizy

poszczegblnych szlakéw apoptotycznych.



Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Justyny Tomali spetnia warunki okreslone w art.
13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach 1 tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z p6zn. zm.).
Whioskuje tym samym do Rady Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego 0

dopuszczenie mgr Justyny Tomali do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




