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RECENZIJA

rozprawy doktorskiej mgr Joanny Bober ,, Wewnatrzkomdrkowe biatka partnerskie

czynnika wzrostu fibroblastow 1 (FGF1)”

Rozprawa doktorska mgr Joanny Bober ,,Wewngtrzkomdrkowe biatka partnerskie
czynnika wzrostu fibroblastow 1 (FGFI1)” jest monografia przedstawiajacg opis
wykorzystania wielu technik biochemii, biofizyki i biologii molekularnej do poszukiwan
biatek partnerskich ludzkiego FGF-1, a tym samym droga dedukcji do okre$lenia funkcji
biatka. Zostala przygotowana pod wspdlnym kierunkiem prof. dr hab. Jacka Otlewskiego
i dr hab. inz. Matgorzaty Zakrzewskiej w laboratoriach Zakladu Biotechnologii Biatek
Uniwersytetu Wroctawskiego, jak rowniez w ramach wspoltpracy z uczonymi z Institute
for Cancer Research w Oslo.

Rozprawa zostata zgloszona do obrony jako zestaw publikacji, z ktérych dwie
zostaly opublikowane w dobrych czasopismach (IUBMB Life IF=2,65 i Plos One
IF=3,54), a trzecia w postaci manuskryptu przygotowanego do wystania. W pierwszej
widentification of new FGFI binding partners — implications for its intracellular
Junction” pani Bober jest pierwsza z 6-ciu, w drugiej - ,Nucleoin regulates
phosphorylation and nuclear export of Fibroblast Growth Factor 1 (FGFI1)” trzecig
wsrdd 10-ciu wspolautorow. W kolejnej - “Translocated FGF1 and FGF2 protect the
cell against apoptosis indepentedly of FGF receptor activation” druga wsrod siedmiu
autorow. Faktyczny, bardzo znaczacy, udzial doktorantki jest opisany w
o$miostronicowym ,,Streszczeniu publikacji”, a takze wynika z dolgczonych na pismie
o$wiadczen wspodtautoréw. Reprodukeje prac stanowia zasadniczy rdzen rozprawy, ale
zostaly opatrzone krotkim pigciostronicowym Wstgpem. Poza sekcjami poswigconymi |
dyskusji wynikéw, prezentowanych w trzech pracach, rozprawa zawiera dwu i pot -

stronicowa Dyskusjg wraz z krociutko zarysowang perspektywg dalszych badan.
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Wobec sposobu prezentowania rozprawy troche brakuje mi podrozdzialu Wnioski,

cho¢by w postaci punktéw lub akapitow, w ktdrych wyartykutowano by zasadnicze
osiagnigcia rozprawy.

Zapoznanie si¢ z trescig calosci wskazuje, ze dwie opublikowane prace stanowig
najwazniejsza cz¢$¢ rozprawy, ktore bez watpliwosci mozna potraktowaé jako zbior
tematycznie spdjnych artykutow opublikowanych w czasopismach naukowych, co
wypelnia art. 13 pkt. 2 ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595 z po6zniejszymi
zmianami), zgodnie z ktérym ,rozprawa doktorska moze mie¢ forme (...) spdjnego

tematycznie zbioru publikacji opublikowanych lub przyj¢tych do druku w czasopismach

naukowych, okreslonych przez ministra wiasciwego do spraw nauki (...)”.

Z uwagi na udzial pozostatych fragmentéw, w tym trzeciej publikacji, uznatem, ze ocenie
powinienem podda¢ cata form¢ wydawnicza, bedacg w istocie maszynopisem ,,ksigzki”,
ktérej dwa najistotniejsze rozdzialy stanowia reprinty publikacji.

Biatka nalezace do rodziny FGF wykazujg szerokie dzialanie mitogenne wobec
wielu komorek oraz posredniczg w kaskadach zwigzanych z ich przezywalnoscia, a takze
w rozmaitych procesach biologicznych, w tym w rozwoju embrionalnym, wzroscie
komodrek, morfogenezie, naprawie tkanek, wzroscie guzéw oraz ich inwazji. FGF dziala
jako modyfikator migracji komoérek i proliferacji, jak rowniez jako czynnik angiogenny i
apoptotyczny stad waga tematyki badawczej nie podlega dyskusji.

We Wstepie Autorka wprowadzila czytelnikow w aktualny stan wiedzy
dotyczacy rodziny czynnikoéw wzrostu fibroblastow, a w szczegdlnosei ludzkiego FGF1,
ich struktury, interakcji z biatkami receptorowymi, szlakami sygnalizacyjnymi, w ktérych
uczestniczy m.in. FGF-1. Rozdzial napisany jest jasno i przejrzyscie. Doktorantka,
zwrdcita uwage na nietypowa droge wydzielania FGF1 i FGF2, omijajaca retikulum
endoplazmatyczne i aparat Golgiego w zwiazku z brakiem odpowiedniej sekwencji
kierujacej. Interakcja m.in. z biatkami Sytl i S100A13 umozliwia eksport FGF1 na
zewngtrz komérki. Z kolei kluczem aktywacji wewnatrzkomérkowych  kaskad
sygnatlowych sg cztery receptory FGF z rodziny kinaz tyrozylowych. Czytelny schemat
pokazuje transport FGFl do wnetrza komorki na drodze endocytozy, translokacje z
endosomdéw do cytozolu i wreszcie do jadra komérkowego. Na koniec pada kluczowe pytanie
o rolg FGF1 wewngtrz komérki i informacja o czterech dotychczas poznanych partnerach

biatkowych FGF1 (mortalina (in.GRP75/hthsp70/PBP74), FIBP, CK2 i LRRC59 (in. p34).
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Ambitny cel pracy czytelnie sformutowano jako prébe zdefiniowania funkcji
FGF1 na podstawie identyfikacji jak najwigkszej liczby bialek o znanej aktywnosci, z
ktorymi biatko oddziatuje. Jako dodatkowe zadania postanowiono opisaé interakcje
FGF1- nukleolina i zweryfikowac hipotezg o udziale FGF1 i FGF2 w procesie apoptozy,
chociaz mam wrazenie, Ze ostatnie cele zostaly sformutowane post factum, tym bardziej,
ze we wstgpie nie uzasadniono wyboru nukleoliny, od ktorej nb. zaczat si¢ projekt biorac
pod uwagg chronologi¢ publikacji.

Celem pierwszej pracy byla identyfikacja wewnatrzkomorkowych partnerdw
biatkowych FGF1 i wstgpna proba okreslenia roli biatka. Podstawa wnioskowania byly
eksperymenty przy pomocy drozdzowego systemu dwuhybrydowego, techniki TAP i
wreszcie dane z metody pull-down, dwie ostatnie w polgczeniu z pomiarami masy
czasteczkowej powstajacych kompleksow. Weryfikacje danych prowadzono przy pomocy
metody Western blotting i SPR na rekombinowanych biatkach. Autorka otrzymata
homogenne, rekombinowane SBP-FGF1, GST-nukleofosfing i GST-MVP (113-474). Nie
do konca jest jasne, czy musiata opracowaé procedury preparacji czy korzystala z
opisanych wczesniej protokotéw. Nastgpnie przeprowadzita eksperymenty TAP,
transfekcje komorek HEK293, eksperymenty pull-down, pomiary SPR i czg$¢ pomiarow
postepu apoptozy. W wyniku przeprowadzonych eksperymentéw znaleziono 20 nowych
biatek partnerskich FGF1. W zwigzku z powyzszym, mam pytania: 1) czy Doktorantka
ma teorie, dlaczego kazda metoda wykrywa inne biatka i w zadnym biatko nie powtarza
sig? 2) czy ktérakolwiek metodg wykryto kompleksy z biatkami, o ktorych wiadomo byto
wczesniej, ze oddziatujg z FGF1?

Co niezwykle interesujgce potowa zarejestrowanych bialek jest zaangazowana z
zywotnoscia komorki, stad logiczny wybor dalszych eksperymentow zwigzany z analizg
wptywu FGF1 na proces apoptozy w hodowli fibroblastéw, ktore pokazaly ewidentny
ochronny wptyw biatka wobec stresu komorkowego.

Druga publikacja opisuje biologiczng rolg interakcji nukleoiny, biatka wczedniej
niezle opisanego w literaturze, z FGF1. Doktorantka otrzymata 17 mutantéw FGF1 plus 3
warianty biatka dzikiego opatrzonego etykietami -His, -SBP i ~GST. Domyslam sig, ze
pojawialy sie klopoty z rozpuszczalnoscia i oczyszczaniem niektorych wariantéw, a
nastepnie je scharakteryzowala metodami biofizycznymi. W dalszej kolejnosci
przeprowadzita eksperymenty pull-down i pomiary kinetyczne technika SPR.
Recenzentowi dos¢ trudno byto rozdzieli¢ wnioski ptynace z catej publikacji zwigzane

rola nukleoliny w fosforylacji i eksporcie FGF1 z jadra komérkowego od wnioskéw
3
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plynacych z eksperymentéw Doktorantki. Tak czy inaczej wkiad w ostateczny obraz pracy

jest bardzo duzy. Jedyne watpliwosci budzi we mnie komentarz na 16-tej stronie
dotyczacy wyznaczania K metoda SPR cyt. ,,Mimo, ze FGF1 wystgpowalo w postaci
monomeru, krzywych asocjacji i dysocjacji nie udato si¢ zanalizowaé w oparciu o model
wigzania 1:1.”. W pracy wprawdzie przedstawiono krzywe pierwotne, ale brak zaleznosci
sygnat=f(st¢zenie) co np. pokazatoby czy osiggnigto wysycenie i jaki przebieg ma krzywa
wigzania. Nie jest dla mnie jasne dlaczego nie udalo si¢ dopasowac krzywych do
odpowiedniego modelu wigzania i jakie podejmowano proby. Metoda Svitela i wsp.
wykorzystana przez Autorke jest stosowana przy analizie heterogennych populacji w
technice SPR i wypadatoby nieco bardziej szczegdtowo odnies¢ si¢ do interpretacji
danych w kontekscie np. stechiometrii, etapéw wiazania, czy stanéw konformacyjnych
bialek. Drobna uwaga techniczna dotyczaca Tab. S1. Podawanie danych liczbowych
dotyczacych statych kinetycznych z dokladnoscia do 4-go miejsca po przecinku sg
wyrazng przesada.

Manuskrypt trzeciej publikacji, napisanej wspodlnie z p. Kostasiem, dotyczy roli
FGF1 po wejsciu do komérki w procesie jej apoptozy. Autorka przeprowadzita pomiary
postgpu apoptozy wywotanej roznymi czynnikami (brak surowicy, staurosporyna i. in) w
wybranej linii komorkowej. W pracy oprocz FGF1 pojawia si¢ rowniez FGF2, ktory
podobnie do FGF1 translokuje do wnetrza komorki. W pracy pokazano, ze FGF1 i FGF2
dodane do fibroblastbw w obecnosci inhibitoréw kinazowej receptora FGF hamuja
apoptoze, natomiast wobec zahamowania procesu translokacji z endosoméw do cytozolu
dzialanie antyapoptotyczne zanika. Wspodludzial Doktorantki w tej pracy jest jasno
okreslony i istotny dla koncowych wnioskéw, chociaz nie tak duzy, jak w przypadku
pozostatych publikacji.

Podrozdzial Dyskusja raczej podsumowuje wczesniej opisane wyniki i zwraca
uwage na koniecznos¢ dalszych badan dotyczacych antyapoptotycznej funkcji FGF1 i
FGF2 (warto by je skonkretyzowaé nie tylko w odniesieniu do p53). Bez watpienia
niezwykle interesujace wyniki wymagaja chocby zweryfikowania roli wszystkich biatek,
réwniez w eksperymentach in vivo, gdyz samo stwierdzenie Ze biatka oddzialujg jest
jedynie przestanka do dalszych eksperymentow.

Podsumowujac, rozprawa doktorska pani mgr Joanny Bober zawiera bardzo duzy
material eksperymentalny, ma istotna wartos¢ naukowa i poznawcza. Doktorantce udato
si¢ zrealizowa¢ cele badawcze. Praca stanowi przyktad efektywnego wykorzystania

wspotpracy. Co wazne, badania wpisuja si¢ w tematyke doswiadczen zespotu promotorow
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pracy, a jednoczesnie stanowig Swietny punkt wyjscia dla kolejnych badan. W pracy

znalazlem wyjatkowo mato bledow literowych, co swiadczy o starannej korekcie pracy.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Joanny Bober
spetnia wymagania ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym, stanowi oryginalne
rozwiazanie naukowe, wykazuje wiedzg teoretyczng Autorki i umiejetnosésamodzielnego
prowadzenia pracy naukowej i uzasadnia nadanie stopnia naukowego doktora nauk
biologicznych w dyscyplinie biochemia. W zwiazku z powyzszym wnosze do Rady
Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego o dopuszczenie mgr

Joanne Bober do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.

prof. dr hab. inz. Piotr Dobryszycki
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