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Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska dotyczy wewnatrzkomadrkowej roli czynnika
wzrostu fibroblastéw typu 1 (FGF1) i w gtdwnej mierze oparta jest na badaniu
wewnatrzkomdrkowych partneréw biatkowych FGF1 za pomocg metod biochemicznych. Czynniki
wzrostu z rodziny FGF, do ktdrych nalezy bedacy podstawowym przedmiotem rozprawy FGF1, a takze
FGF2, petnig wazng role w regulacji wielu procesdw komérkowych, takich jak; proliferacja,
réznicowanie, zywotnos¢ komédrek czy angiogeneza. Chociaz czynniki te sg intensywnie badane od lat
siedemdziesigtych, wiekszosc¢ ich znanych funkcji zalezy od aktywacji osadzonych w btonie
komarkowej receptorow dla FGF, takich jak FGFR1, ktére to receptory posiadajg wewnetrzng
aktywnos¢ kinaz tyrozynowych. Zwigzanie FGF1 do dimeru FGFR1 skutkuje uruchomieniem kaskady
przekazu sygnatu, ktoéry zalezy od wzajemnej fosforylacji domen kinazowych w obrebie receptora.
Wiadomo réwniez, ze FGF1 i FGF2 na drodze endocytozy dostajg sie do wnetrza komodrek, skagd moga
przemieszczac sie do cytozolu i jadra komdrkowego. Co ciekawe, translokacja FGF do wnetrza
komaérki wydaje sie nie zaleze¢ od aktywnosci domeny kinazowej FGFR1. Lokalizacja FGF1 i FGF2 w
cytozolu i jadrze komdérkowym nasuwa pytanie o znaczenie wewnatrzkomaérkowej puli tych
czynnikdw w procesach zaleznych od FGF. Poniewaz jest to stosunkowo stabo przebadany problem,
podjecie tej tematyki przez Doktorantke uwazam za uzasadnione i wazne.

Rozprawe stanowi zbidr spdjnych tematycznie trzech artykutéw (dwdch opublikowanych i jednego
przygotowanego do publikacji). W jednym z artykutéw, opublikowanym w IUBMB Life, autorka jest
pierwszym autorem. W pozostatych dwdch, odpowiednio trzecim (praca opublikowana w PLOS One)
oraz drugim autorem (manuskrypt). Ponadto, rozprawa doktorska jest opatrzona streszczeniem
gtéwnym w j. polskim i angielskim, a takze kilkunastostronicowym, napisanym po polsku
wprowadzeniem, na ktory sktada sie; wstep, cel badan, streszczenia wszystkich trzech publikacji oraz
dyskusja. Wazng czescig tego wprowadzenia jest jasny opis wktadu Doktorantki w badania, ktéry
wskazuje na Jej wielostronne zaangazowanie w prace doswiadczalng i interpretacyjng, przede
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wszystkim w produkcje rekombinowanych biatek oraz ich mutein, a takze analize oddziatywan
pomiedzy biatkami czy pomiary apoptozy komérek.

Wprowadzenie jest napisane w sposob przejrzysty, chociaz dos¢ lakoniczny. Z catg pewnoscig ta czesc
rozprawy bytaby bardziej interesujgca, gdyby zawierata mniej literalnych powtdrzen informacji
zawartych w zatgczonych artykutach, lub streszczeniu gtéwnym. Z obowigzku recenzenta wymieniam
drobne uchybienia w terminologii, np. ,,organizmy niskie takie jak Caenorhabditis elegans...”, (str. 8)
zamiast organizmy niskie ewolucyjnie, i uchybienia edytorskie, np. ,, na co sugerowaty wyniki
eksperymentow” (str. 22) zamiast ,,co sugerowaty wyniki eksperymentow”.

Niewielkie zastrzezenia budzi tez oryginalnos¢ rycin zamieszczonych w tej czes$ci rozprawy. Dla
przyktadu, Rysunek 2 wydaje sie by¢ wtasnorecznie przygotowany przez Doktorantke, ale nie jest
jasne czy wg. Jej autorskiej koncepcji. Brak odniesien literaturowych pod rysunkiem, utrudnia ocene
oryginalnosci tej ryciny, chociaz jej zamieszczenie w tej czesci rozprawy utatwia czytelnikowi
Sledzenie tresci.

W pierwszej publikacji (IUBMB Life, 2016), w ktdorej Doktorantka jest pierwszym autorem, wykonano
badania, ktérych celem byta identyfikacja wewngtrzkomadrkowych partnerdw biatkowych FGF1 iw
ten posredni sposdb prdba znalezienia funkcjonalnego znaczenia obecnosci FGF1 wewnatrz komadrek.
Godne uwagi jest zastosowanie trzech niezaleznych podejs¢ eksperymentalnych w celu identyfikacji
biatek partnerskich FGF1; drozdzowego systemu dwuhybrydowego, oraz dwdch metod opartych na
spektrometrii mas (MS). Podczas gdy w pierwszej metodzie MS identyfikowano biatka zwigzane do
FGF1, w komdrkach stabilnie transfekowanych za pomocg odpowiednio zmodyfikowanych wektoréw
ekspresyjnych kodujgcych FGF1 (postugujac sie tzw. technikg oczyszczania TAP (Tandem Affinity
Purification), w drugiej identyfikowano biatka partnerskie obecne w lizatach komérkowych i wigzace
sie do imobilizowanego, rekombinowanego biatka FGF1. taczne uzycie tych metod badawczych
doprowadzito do identyfikacji potencjalnych 20 wewnatrzkomdrkowych biatek partnerskich FGF1, z
ktorych potowa jest zwigzana z procesami kontrolujgcymi zywotnos¢ komérek. Funkcja tych biatek
partnerskich sugerowata zaangazowanie wewnatrzkomoérkowego FGF1 w regulacje apoptozy, co
wstepnie zweryfikowano w publikacji 1 i rozwinieto w publikacji 3.

Mimo tego, ze w petni doceniam dogtebng analize biochemiczng zaprezentowang w tej publikacji, jej
lektura nasuneta mi kilka watpliwosci.

Dlaczego podczas weryfikacji biatek partnerskich metoda co-precypitacji, w zadnym z doswiadczen
nie zastosowano innych rekombinowanych biatek, rownolegle do FGF1, jako kontroli negatywne;j?
Uzycie duzej ilosci dowolnego biatka rekombinowanego, z duzym prawdopodobienstwem spowoduje
,wytowienie” z lizatdw komdrkowych wielu biatek. Dlatego, uzycie innego biatka rekombinowanego,
uwiarygodnitoby specyficznos¢ oddziatywan pomiedzy FGF1 i zidentyfikowanymi w rozprawie
biatkowymi partnerami FGF1.

Dodatkowym argumentem przemawiajgcym za specyficznym wigzaniem sie zidentyfikowanych biatek
do FGF1, mogtoby by¢ uzycie natywnego biatka FGF1 i co-precypitacja natywnego kompleksu biatek,
a nastepie detekcja zwigzanych biatek partnerskich; i odwrotnie, detekcja natywnego FGF1 po co-
precypitacji kompleksu przy uzyciu przeciwciat dla postulowanego partnera biatkowego FGF1.

WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI I BIOTECHNOLOGII U]
ZAKEAD IMMUNOLOGII

2



Szkoda réwniez, ze praca nie obrazuje oddziatywan pomiedzy FGF1 i zidentyfikowanymi biatkami
partnerskimi wewnatrz komérek np. za pomocg immunofluorescencji.

Na rycinie 5, w ktérej pokazano wzgledng aktywno$¢ kaspazy 3/7 w komédrkach traktowanych FGF1 w
obecnosci inhibitora FGFR-PD173074, brak informacji jak na komarki zadziatat sam inhibitor.

Wszystkie trzy metody identyfikacji biatek partnerskich FGF1 doprowadzity do znalezienia innych
partnerow FGF1. Chociaz Doktorantka zwraca na to uwage, w zaden sposdb nie komentuje tego
wyniku.

W publikacji 2 (PLOS One, 2014), gtéwnym przedmiotem analizy jest oddziatywanie pomiedzy FGF1 i
wielofunkcyjnym biatkiem jgdrowym, nukleoling. W serii logicznie zaplanowanych eksperymentow,
autorzy najpierw identyfikujg nukleoline jako wewngatrzkomdrkowe biatko partnerskie FGF1
(podobnie jak w publikacji 1), a nastepnie konstruujg muteiny FGF1. Uzycie zmutowanych wariantéw
FGF1, do oczyszczania i analizy ktérych przyczynita sie gtdéwnie Doktorantka, umozliwito
zdefiniowanie reszt aminokwasowych kluczowych dla oddziatywan pomiedzy FGF1 i nukleoling.
Posiadanie takiego narzedzia badawczego byto takze istotne dla pokazania znaczenia oddziatywan
pomiedzy FGF1 i nukleoling, a mianowicie do wykazania, ze interakcja miedzy tymi biatkami sprzyja
fosforylacji FGF1 przez kinaze PKCO co umozliwia eksport FGF1 z jadra do cytozolu, gdzie FGF1 ulega
degradacji. Ta praca zastuguje na szczegdlng uwage, poniewaz dobrze ilustruje gtéwny zamyst
niniejszej rozprawy. Tak jak postulowano, identyfikacja biatka partnerskiego dla FGF1 o znanej
funkcji, doprowadzita w serii dodatkowych analiz do znalezienia biologicznego znaczenia tych
oddziatywan.

W publikacji 3 (manuskrypt), postawiono pytanie o znaczenie wewnatrzkomérkowej puli FGF1 w
procesie apoptozy. Uzasadniaty to w petni wyniki opisane w publikacji 1, w ktérej potowa
wewnatrzkomérkowych biatek partnerskich FGF1 jest znana z regulacji zywotnosci komérek. Aby
wyeliminowac kaskade sygnatu zainicjowang przez wigzanie FGF1 lub FGF2 do receptora FGF i
fosforylacje domen kinazowych FGFR, aktywnos¢ kinazowg FGFR zablokowano farmakologicznie,
poprzez uzycie odpowiednich inhibitoréw. Alternatywny model badawczy opierat sie na
wykorzystaniu komdrek z wprowadzonym receptorem FGFR1 pozbawionym aktywnosci kinazowej.
Wykazano, ze kinazowa aktywnos¢ tyrozynowa FGFR nie jest konieczna do antyapoptotycznego
efektu FGF1 i FGF2. Ze wzgledu na zahamowanie aktywnosci antyapoptotycznej FGF1 przez kilka
inhibitorow celujgcych w biatka konieczne do translokacji FGF1 z endosomdw do cytozolu/jadra
komadrkowego, wyniki te wskazujg na prawdopodobny udziat wewnatrzkomérkowych czynnikéw FGF
w kontrole procesu apoptozy.

Generalnie manuskrypt prezentuje solidne wyniki, ktére wydajg sie potwierdzac teze o
antyapoptotycznym dziataniu wewnatrzkomérkowej puli FGF1 i FGF2. Mam jednak kilka uwag i
sugestii.

Nie jest dla mnie jasne jak sama heparyna, uzywana we wszystkich eksperymentach facznie z FGF
wptywa na regulacje apoptozy?
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Praca zyskataby, gdyby pokazano oryginalne wyniki cytometryczne (przyktadowe ploty z FACS), a nie
tylko ich opracowang forme w postaci wykresow stupkowych. Jest to o tyle istotne, ze stopien
apoptozy w komadrkach pozbawionych surowicy i hodowanych w obecnosci inhibitoréw FGFR wydaje
sie bardzo duzy.

Brak jednoznacznego porédwnania antyapoptotycznego dziatania FGF1 i FGF2 w komdrkach z
zablokowang aktywnoscig FGFR i z normalnie funkcjonujgcym receptorem.

We wszystkich eksperymentach bazujgcych na frakcjonowaniu struktur komorkowych (np. Rys 4) nie
znalaztam kontroli czystosci frakgcji.

Uzycie komadrek U20S, ktdre posiadajg endogenne receptory FGF (str. 12), do badania wptywu
zmodyfikowanych genetycznie receptoréw FGF, nie wydaje sie do konca przekonujgce. Bardziej
zasadne bytoby wykorzystanie komodrek, ktére nie majg FGFR1 i FGFRA4.

Podoba mi sie, ze w pracy wykonano kontrole aktywnosci receptora w komarkach NIH3T3
hodowanych bez surowicy (w celu indukcji apoptozy) i w obecnosci inhibitorow FGFR (Fig. 1S). Nie
znalaztam jednak takich kontroli dla innych uktadéw eksperymentalnych (tj. innych komérek, lub
innych sposobow indukcji apoptozy, np. za pomocg staurosporyny).

W podsumowaniu, przedstawione w rozprawie wyniki badan oceniam bardzo pozytywnie, do czego
przyczynia sie bardzo solidny, rozbudowany i dobrze dobrany warsztat biochemiczny, a takze
szeroko-zakrojone, przesiewowe podejscie do zrozumienia funkcji FGFR1 poprzez identyfikacje wielu
biatek partnerskich FGF1. Niniejsza dysertacja stanowi bardzo dobry punkt wyjscia do dalszych badan
funkcji FGF1 w oparciu o nowo-scharakteryzowane, biatka partnerskie.

Przedstawiona do oceny dysertacja spetnia wymogi okreslone w Rozporzadzeniu Rady Ministréw z
dnia 8. 10. 1991r. w sprawie warunkéw i trybu przeprowadzenia przewoddéw doktorskich i
habilitacyjnych (Dz. U. nr 92, poz. 410 z pdzn. zm. ) i odpowiada warunkom Ustawy z dnia 18. 03.
2011r. o stopniach naukowych i tytutach naukowych. Ponadto, dorobek naukowy Doktorantki
uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk biologicznych w dyscyplinie biochemia.
Zgtaszam zatem formalny wniosek do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego o dopuszczenie Pani Joanny Bober do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

prof. Joanna Cichy
C
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