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Recenzja
rozprawy doktorskiej Mgr Michata Kostasia pt. ,,Udziat fibroblastycznych czynnikéw wzrostu
112 (FGFI1 i FGF2) w procesie apoptozy” wykonanej pod kierunkiem dr hab. Daniela

Krowarscha

Praca dotyczy poznania metodami biochemicznymi mechanizmu antyapoptotycznego
dziatania dwaoch fibroblastycznych czynnikow wzrostu FGF1 i FGF2. Biatka te uczestniczg w
angiogenezie, wielu procesach fizjologicznych, ale takze w rozwoju nowotworéw. Podjety
problem jest wazny dla poznania mechanizméw dzialania tych czynnikéow wzrostowych,
zwlaszcza, gdy obserwuje si¢ wiele fizjologicznych i patologicznych proceséw, w ktorych te
biatka uczestnicza. Sq to wielofunkcyjne czasteczki, oddziatujace poprzez receptory na réznych
komorkach lub przez translokacj¢ do cytoplazmy i jadra komdrkowego. Wiasciwosci
angiogenne, neurogenne i osteogenne stwarzajg mozliwosci ich zastosowania w leczeniu wielu
chordb. Przedstawiona do oceny praca miata na celu okreslenie oddziatywan translokowanych
czynnikow FGF1 i FGF2 z biatkami partnerskimi w cytoplazmie i zbadanie, niezaleznego od
aktywacji receptora powierzchniowego, szlaku odpowiedzialnego za przezywalnosé¢ komorek w
warunkach stresowych i okreslenie wplywu na apoptozg. Postawienie takiego celu pracy byto
zasadne, gdyz odpowiedz na te pytania moze pomoéc zrozumieé i potwierdzi¢ takze migdzy
innymi udzial tych czynnikéw w procesach zapalnych. Niektdore z czynnikow Toll-podobnych
funkcjonuja takze z udziatem receptoréw lub poprzez translokacje. Antyapoptotyczna rola tych
czynnikéw wzrostu moze oznacza¢ udzial w nowotworzeniu. Podejscie do badan uwzglednialo
uzycie wielu swoistych inhibitoréw kinaz i czynnikéw hamujacych proces translokacji, co w
potaczeniu z metodami analiz oddzialywan migdzyczasteczkowych pozwolilo na $ledzenie
poszczegdlnych etapéw dzialania czynnikéw wzrostu. Podjety przez Mgr Michata Kostasia
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peini uzasadniony. Poznanie udzialu w procesach fizjologicznych i patologicznych
fibroblastcznych czynnikow wzrostu FGF1 i FGF2 pozwoli takze na zastosowania praktyczne tej
wiedzy w terapii. Niniejsza praca jest kontynuacja dobrze znanych w $wiecie badar
prowadzonych w Instytucie Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego nad strukturg i funkcja
biatek.

Praca ma typowy ukfad dla rozprawy doktorskiej, zawiera 131 stron maszynopisu, 23
rysunki, dodatkowo zatacznik pokazujacy zakresy bramkowania w cytometrii przeptywowej.
Osobno podano wykazy skrétow, rysunkéw i streszezenie w jezyku polskim i angielskim. Autor
cytuje 333 pozycje pismiennictwa.

Wstep pracy jest bardzo dobrze napisany, najpierw autor omawia fibroblastyczne czynniki
wzrostu, ich receptory, aktywacje wewnatrzkomérkowych szlakow sygnatowych, zagadnienia
wydzielania endogennych czynnikéw wzrostu, nastepnie translokacje do cytozolu i jadra
komorkowego, transport wewnatrzkomérkowy z oméwieniem bialek wigzgcych FGF1 i FGF2
opisanych przez innch autordw, jak tez poznanych we wiasnym Instytucie. Opisuje nastgpnie
fizjologiczna rolg FGF1 i FGF2, udzial w procesach nowotworowych i procesach apoptozy.
Interesujacym bytoby wyjasnienie roli glikozylacji tych czynnikéw, o ktérej wspomina autor,
gdyz tutaj moze tkwi¢ przyczyna niewyjasnionych funkcji, by¢ moze aberracje
glikozylacji/deglikozylacji uczestnicza w nowotworzeniu i metastazie. Do realizacji zadan autor
uzyt bogatego zestawu metod, dobrze i szczegdtowo opisanych. Pod wzgledem formy wszystkie
czgdci pracy sa bardzo przejrzy$cie napisane, co jest duzym ulatwieniem dla czytelnika.
Zastosowano metodg pulldown do analizy oddzialywan FGF z biatkami partnerskimi, polegajacq
na izolacji komplekséw tych biatek za pomocy czastek magnetycznych ze streptawidyng i po
zwolnieniu z komplekséw byly poddane analizie metodg blotingu. Wewnatrzczasteczkowe
biatka partnerskie badano takze w bezposrednich oddziatywaniach uzywajac ich w formie biatek
rekombinowanych.  Stosowano metody biologii molekularnej, elektroforeze w  zelu
poliakrylamidowym w obecnosci SDS, biotynylacje biatek, spektrometric MALDI-TOF,
pomiary widm fluorescencji i dichroizmu kofowego i powierzchniowy rezonans plazmonowy. W
celu zahamowania aktywnosci receptoréw FGF zastosowano inhibitory ich aktywnosci
kinazowej, a zahamowanie translokacji z endosoméw do cytozolu i jadra komoérkowego
uzyskano rowniez z uzyciem swoistych inhibitoréw. Indukeje i badanie apoptozy zrealizowano
przez analiz¢ w cytometrii przeptywowej i pomiar aktywnosci kaspaz, na modelu linii
fibroblastow mysich i ludzkich, oraz dwoch linii bez receptora FGFR. Dokumentacja wynikéw
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biatkami p53, MDM2, PCAF (acetylotransferaza histonow), UACA, sirtuingl i CDK4 (kinaza
cyklino-zalezng). Interesujacym pytaniem jest, czy kaweolina bierze udzial w endosomalnej
translokacji czynnikow wzrostu FGF. Nastgpnie wykazano, ze egzogenne biatka FGFI i FGF2
niezaleznie od aktywacji receptoréw FGF, w wyniku translokacji wptywaja hamujaco na proces
apoptozy. Po zahamowaniu translokacji z endosoméw do cytozolu z roéwnoczesnym
hamowaniem aktywnosci FGFR, antyapoptotyczna aktywno$¢ nie byla obserwowana, ktéry to
efekt byt znoszony po uzyciu moenzyny neutralizujacej wptyw inhibitora translokacji. Oznacza
to, ze antyapoptotyczna aktywno$¢ FGF1 i FGF2 jest zwiazana z translokacja tych czynnikéw do
cytozolu i jadra komoérkowego. Dalszym potwierdzeniem tych wynikoéw bylo wykazanie, ze
endogennie wytwarzane czynniki FGF1 i FGF2 w transfekowanych komdrkach hamujg apoptoze
indukowang przez stauroporyng. Autor wysnuwa hipoteze, ze rolg translokacji tych biatek do
cytozolu i jadra komdrkowego jest zwigkszenie przezywalnosci komérek w niekorzystnych
warunkach.

Dyskusja zostata przeprowadzona przejrzyscie, zagadnienia sg podzielone na podrozdziaty
tematyczne. Autor bardzo dobrze przeprowadzit analiz¢ wynikéw i trudnosci metodycznych,
uzasadnienie doboru metod, inhibitoréw, sciezek i warunkéw eksperymentalnych. Poszczegolne
wyniki byty potwierdzane kilkoma sposobami, kazdorazowo w konfrontacji z danymi
literaturowymi. Zastosowanie swoistych inhibitorow okazato sie dogodnym narzedziem do
badania apoptozy, a technika pulldown wraz z innymi metodami, pozwolita na okreslenie
charakteru oddziatywan czynnikow wzrostu z biatkami partnerskimi.

Nie mam uwag krytycznych do pracy, bledy literowe sg nieliczne. Zauwazylem jedynie
kilka drobniejszych niescistosci, ktére warto zaznaczy¢, mianowicie PBS to zbuforowany
roztwor soli fizjologicznej, brak informacji jaki rodzaj heparyny nisko- czy wysoko-
czasteczkowej uzywano w badaniach, o ile tutaj ma to znaczenie, gdyz rézne typy heparyny maja
odmienne wilasciwosci biologiczne. Nie jest jasne czy rysunki 1-4 i 22 sq wiasne, czy
modyfikacja od innych autordéw? Opornos¢ na chemioterapig zamiast odpornosé (str. 26, 27, 97),
elektroforeza poliakrylamidowa (str. 39) czy poliakryloamidowa (str.43), tutaj wazniejszy jest
jednolity zapis, Western Blotting czy immunobloting. O ile wiele metod opiera si¢ w pracy na
gotowych zestawach odczynnikowych, to jednak brak pismiennictwa do kilku metod. Uwagi
powyzsze nie umniejszaja wartosci pracy, ale mogg by¢ pomocne w redagowaniu manuskryptu.

Podsumowujac nalezy podkresli¢, ze praca jest bardzo wartosciowa, zostata prawidlowo
zaplanowana i zrealizowana, wnosi oryginalny i istotny wktad do wiedzy o oddziatywaniach
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zFGF1 i FGF2, wplywem glikozylacji, a takze nowymi aspektami szlakéw aktywowanych przez
produkty glikacji. Autor uzyskal bardzo dobre wyniki dzigki zastosowaniu nowoczesnych metod
i duzego wkiadu pracy. Dowodzi to bardzo dobrego opanowania warsztatu badawczego.
Wykazatl si¢ znajomoscig whasciwie wykorzystanego pismiennictwa. Praca Jest utrzymana w
najwyzszym standardzie badar wielofunkcyjnych makroczasteczek biologicznych.
Uwazam, ze rozprawa doktorska Mgr Michata Kostasia spetnia warunki okres$lone w art.
13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pézn. zm.). Whnioskuje
do Rady Wydziatu Biotechnologii  Uniwersytetu Wroclawskiego o przyjecie tej. pracy
doktorskiej i dopuszczenie Mgr Michata Kostasia do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Pozwalam sobie réwniez ztozyé Wysokiej Radzie wniosek o wyréznienie tej pracy ze
wzgledu na duza warto$¢ merytoryczng i bardzo dobre wykonanie czgéci do$wiadczalnej oraz

napisanie calej rozprawy.
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