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Zainteresowanie fibroblastycznymi czynnikami wzrostu ze zrozumiatych powoddw nie stabnie
od czasu ich wyizolowania przez Gospodarowicza w 1975 roku. Wedtug Web of Science ilos¢ prac
zawierajgcych w tytule te trzy stowa siega ponad 14 000 a w ostatnich 5 latach publikowalno$¢ w tym
zakresie ustabilizowata sie na poziomie ok. 1 000 prac rocznie. W sktad rodziny fibroblastycznych
czynnikow wzrostu wchodzg 22 biatka kregowcow z ktdrych czynniki 1-10 wigzg sie do specyficznych,
komaérkowych, transbtonowych receptoréw czynnikow wzrostowych FGFR (1-4), posiadajgcych
zewngtrzkomoérkowe domeny podobne do immunoglobulin i wewnatrzkomérkowe o aktywnosci
kinazy tyrozynowej. Wigzanie FGF-1 czy FGF-2 do receptoréw powoduje ich autofosforylacje ktéra
prowadzi do aktywacji wewnatrzkomorkowych szlakéw sygnatowych zaangazowanych w rozliczne
procesy komdrkowe takie jak proliferacja, migracja, angiogeneza czy rozwdj zarodkowy.

Grupa badawcza prof. Jacka Otlewskiego i dr hab. Daniela Krowarscha zajmuje sie od kilku lat miedzy
innymi funkcjg i stabilnoscig fibroblastycznych czynnikéw wzrostu 1 i 2w aspekcie badania
mechanizmu wigzania do receptordéw i interakcji z biatkami partnerskimi zaangazowanymi w proces
apoptozy oraz mozliwosciami ich zastosowania w terapii nowotworowe]. Tak wiec temat rozprawy
doktorskiej jest dobrze umocowany w dotychczasowej dziatalnosci badawczej promotora i
doswiadczeniu Zaktadéw Inzynierii Biatek i Biotechnologii Biatek Woydziatu Biotechnologii

Uniwersytetu Wroctawskiego.

Ogolna charakterystyka pracy

Oceniang rozprawe przygotowano w jezyku polskim w tradycyjnym uktadzie tekstu i
zilustrowano 22 rysunkami oraz udokumentowano 333 pozycjami cytowanej literatury, z ktérych

niemal potowe opublikowano po roku 2000.
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Autor w 25 stronicowym wprowadzeniu omawia krétko fibroblastyczne czynniki wzrostu i ich
specyficzne receptory ze szczegdlnym naciskiem na ich role w aktywacji wewngatrzkomdrkowych
szlakéw sygnatowych, ich translokacji do cytozolu i jagdra komdrkowego oraz charakteryzuje mozliwe
biatka partnerskie zaangazowane w procesie apoptozy.

W moim odczuciu ta cze$¢ pracy, pomimo swojej niezbyt rozbudowanej formy, wystarczajgco
wprowadza czytelnika w omawiany temat, jest nie tylko szczegétowo przemyslana ale i przystepnie
napisana poprawnym jezykiem.

Metody opisano na 19 stronach. Wynika z nich, ze autor postuzyt sie standardowymi procedurami
biologii molekularnej w celu uzyskania biatek rekombinowanych w heterologicznym systemie
bakteryjnym i oczyscit do homogennosci w SDS-PAGE hormony wzrostu 1 i 2, nukleofosmine oraz
biatkowy inhibitor apoptozy 5 metodami chromatografii powinowactwa i chromatografii
jonowymiennej. Z innych uzywanych przez autora metod nalezy wymieni¢ biotynylacje biatek,
pomiary widm fluorescencji i dichroizmu kotowego, badanie oddziatywan biatko-biatko technika
pulldown czy tez z uzyciem powierzchniowego rezonansu plazmowego.

Uzyskane wyniki opisane na 32 stronach sg bardzo dobrze opracowane i udokumentowane 22
przejrzystymi rysunkami. Cata robigca dobre wrazenie rozprawa doktorska jest zakornczona 10

stronicowg dyskusjg z wnikliwym podsumowaniem.

Cel pracy, stan wiedzy oraz kompetencje autora

Wiedza zawarta we wstepie wprowadza w jasno sformutowany cel pracy ktdrym jest préba
wyjasnienia roli translokacji czynnikéw wzrostu FGF-1 i FGF-2 przez btone endosomalng do cytozolu i
jadra komodrkowego. Zaplanowane badania powinny dostarczy¢ ewentualnego potwierdzenia
hipotezy, ze biatka te mogg petni¢ funkcje antyapoptotyczng w warunkach stresowych poprzez
oddziatywania z potencjalnymi, wczesniej wskazanymi wewnatrzkomoérkowymi  biatkami
partnerskimi.

Egzogenne FGF-1 czy FGF-2 poza aktywacjg wewnatrzkomdrkowych szlakéw sygnatowych zwigzang z
wigzaniem do receptoréw mogg by¢ tez importowane do cytozolu i jadra komérkowego i wraz z pulg
endogennych form mogg spetnia¢ rozliczne funkcje patofizjologiczne takie jak proliferacja
fibroblastéw, astrocytow czy kardiomiocytow oraz wywieraé wptyw na opornos¢ komaorek rakowych
na promieniowanie jonizujgce czy chemioterapie poprzez zahamowanie proceséow apoptozy.

Wykazano, ze tranzlokacja nie jest procesem konstytutywnym lecz zachodzi w warunkach stresowych
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ale petna rola czynnikéw wzrostowych w cytozolu oraz jagdrze komdrkowym jest nadal nieznana wiec

realizacja postawionego w rozprawie celu jest nadwyraz wskazana.

Mgr Michat Kostas ma w swoim dotychczasowym dorobku dwie oryginalne prace wspdtautorskie
opublikowane w 2014 roku a dotyczace opracowania odpornych na proteolize wariantéw FGF-1
(Kobielak i wsp., Protein Pept. Lett.) oraz charakterystyki oddziatywania wraz z okresleniem funkcji
jadrowego biatka nukleoliny w regulacji fosforylacji i jgdrowego eksportu FGF-1 (Sletten i wsp., PLOS
One). Doktorant uczestniczyt tez wczesniej w badaniach, ktére doprowadzity do zidentyfikowaniu
szeregu wewnatrzkomoérkowych biatek partnerskich mogacych oddziatywaé z FGF-1 i FGF-2 a
zaangazowanych w procesie apoptozy takich jak: komdérkowy antygen nowotworowy - p53, ligaza E3
ubikwityny - MDM?2, deacylaza biatkowa - situina 1, autoantygen bftony naczyniowej - UACA
podjednostka katalityczna acetylotransferazy histonéw - PCAF, czy kinaza 4 zalezna od cyklin — CDK4.
Z krétkiej informacji zawartej w podziekowaniach oraz przestudiowaniu opisu uzytych materiatéw
mozna wywnioskowaé o wykonaniu czesci eksperymentéw we wspdtpracy z prof. Antonim
Wiedtocha z Zaktadu Biochemii Uniwersytetu Oslo od ktérego otrzymano miedzy innymi: wektory z
wstawkami zawierajagcymi sekwencje kodujgce FGF-1 (Met—AIa—FGF121'15‘), FGF-2 (FGF21'15‘§ oraz
wariant mutacyjny biatka FGF-1 (S130A). Wektor z wstawkyg FGF-1 (Q40P/S471/H93G udostepnita

Pani dr Matgorzata Zakrzewska.

Wyniki

Biatka FGF-1 (fragment 21-151), SBP-FGF-1 biatko fuzyjne ze metka wigzgcga streptowidyng, FGF-2 (1-
154) oraz ich warianty mutacyjne nadprodukowano w E. coli i oczyszczano do formy homogennej
testowanej w SDS-PAGE. Podjeto probe pojedynczego podstawiania biotyng na resztach aminowych
biatek FGF-1 i FGF-2 ale udato sie w jedynie w przypadku FGF-2. W zwigzku z tym do dalszych badan
uzyto biatka fuzyjnego FGF-1 zawierajgcego metke peptydowq wigzacg streptowidyne (SBP-FGF-1).
Sprawdzono poprawnos¢ zwiniecia obu znakowanych biatek poprzez pomiary widm dichroizmu
kotowego oraz wygaszania fluorescencji reszty tryptofanu w warunkach natywnych i po denaturacji.
Zastosowanie metody wygaszania fluorescencji do poprawnosci zwiniecia biatka fuzyjnego SBP-FGF-
1 nie byto mozliwe z uwagi na fakt, ze we fragmencie peptydowym wigzgcym reszte streptowidyny

wprowadzono dodatkowg reszte tryptofanu.
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Wykazano bezposrednie oddziatywanie biatek SBP-FGF-1 i biot-FGF-2 ze zidentyfikowanymi wczesniej
wewnatrzkomérkowymi biatkami wigzgcymi biorgcymi udziat w procesie apoptozy takimi jak: p53
(komdrkowy antygen nowotworowy), MDM2 (ligaza E3 ubikwityny), Sirtl (situina 1, deacetylaza
biatkowa), UACA (autoantygen btony naczyniowej) PCAF (podjednostka katalityczna
acetylotransferazy histondw) oraz CDK4 (kinaza 4 zalezna od cyklin). Nie potwierdzono wigzania do
SBO-FGF-1 MDM2 oraz wykazano jedynie stabe wigzanie p53. Przeprowadzono wstepne pomiary
kinetyczne oddziatywan badanych biatek przy pomocy techniki powierzchniowego rezonansu
plazmowego. Uzyskane réwnowagowe state dysocjacji rzedu 20-84 nM wskazujg na dos¢ silne
oddziatywania FGF-1 i FGHF-2 z badanymi biatkami. Przeprowadzono szereg udanych
eksperymentédw potwierdzajacych wptyw fibroblastycznych czynnikéw wzrostowych (egzo- i
endogennych) na proces apoptozy wywotany czynnikiem stresowym. Przebadano efekt aktywatoréw
biatka p53 z zastosowaniem specyficznych inhibitorow aktywnosci kinazowej FGFR blokujgcych
wewnatrzkomérkowe szlaki sygnatowe oraz wptyw mutacji w biatku FGF-1 na zablokowanie
translokacji tego biatka do cytozolu i jadra komérkowego. Wykazano efekt Inhibitoréw HSP90 oraz
inhibitora kinazy p38 na antyapoptotyczng aktywnosé fibroblastycznych czynnikdw wzrostu.

Wszystkie przeprowadzone eksperymenty sg dobrze opisane i przedstawione w logicznej kolejnosci,
a zaprezentowane wyniki sg dobrze umotywowane i zinterpretowane dajagc mozliwoscé
przeprowadzenia klarownej i rzeczowe] dyskusji i wyciggniecia nie budzacych zastrzezen rzetelnych

whioskow koncowych.

Ogdlne odczucie i ewentualne pytania

Rozprawa doktorska mgr Michata Kostasia to opracowanie bedgce przyktadem wzorowej krytycznej
oceny wynikdw uzyskanych przy pomocy wysokiej klasy warsztatu badawczego i dlatego zastuguje na
wyrdznienie. Praca jest napisana przejrzyscie, bardzo dobrym jezykiem i wiasciwie, nie mam
zasadniczych uwag krytycznych co do strony merytorycznej jak i redakcyjnej. Nie znalaztem w
rozprawie niezgrabnosci jezykowych czy tez niepoprawnych sformutowan tez jest godne zaznaczenia.
Widaé¢, ze praca zostata nie tylko wzorowo zaplanowana, ale przede wszystkim dobrze przemyslana i

wielokrotnie sprawdzona redakcyjnie co zastuguje na szczegdlne wyrdznienie.

Lektura rozprawy doktorskiej nasuwa tez nastepujgce pytania do dyskusji.
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1. Wiadomo, Zze ludzki FGF-1 w poréwnaniu do FGF-2 jest stabiej rozpuszczalny, ma nizsza
temperature denaturacji i relatywnie kroétszy czas zycia in vivo w zwigzku z podatnoscia na proteolize
i dlatego dla jego ,ulepszenia” zastosowano z powodzeniem metody inzynierii biatka w zespole prof.
Jacka Otlewskiego (Zakrzewska i wsp., J.Biol.Chem., 2009; Slettern i wsp. , PLOS One, 2014).
Wiekszo$¢ eksperymentéow przeprowadzonych w pracy wymagata jednak uzycia hormonu
niemodyfikowanego i napotkano na pewne trudnosci eksperymentalnych takich jak np. niemoznosé
wydajnego uzyskania, pojedynczo znakowanych biotyng czasteczek FGF-1. W konsekwencji
zastosowano biatko fuzyjne z metka wigzacg streptowidyng, co uniemozliwito ze wzgledu na
obecnosé reszty tryptofanu w zastosowanej metce, oznaczenia poprawnosci zwiniecia tego biatka
fuzyjnego poprzez pomiary fluorescencji i dodatkowo utrudnito poréwnanie oddziatywan z
zastosowaniem obu rdznie wyznakowanych hormondéw. Nasuwa sie pytanie czy te kiopoty
znakowania w przypadku FGF-1 zwigzane sg z niestabilnoscig biatka czy raczej spowodowane s3 jego
charakterem. Oba hormony réznig sie bowiem sktadem aminokwasowym, giéwnie w zakresie
aminokwasowych reszt natadowanych. FGF-1 jest nazywany kwasowym poniewaz zawiera w
sekwencji 28-151 o 9 fadunkéw dodatnich mniej od FGF-2 (4 reszty lizyny mniej i 5 reszt kwasu
glutaminowego i asparaginowego wiecej) .

2. czy okreslano jaki byt poziom endogennych FGF-1 i FGF-2 w trakcie eksperymentow (tez w
transferowanych komadrkach) w poréwnaniu do poziomu egzogennych hormondw i jaki procent

egzogennych hormopndéw byt translokowany do cytozolu i jagdra?

Drobne uwagi krytyczne i niedociggniecia:

- w catej pracy zastosowany mylne oznakowanie mutacji punktowych we wstawce FGF-12407/5471/H936
zamiast poprawnego FGF-1Q40P/5471/H936

- czy rzeczywiscie prébki do SDS-PAGE inkubowano w 99°C przez 15 min a jezeli tak to jaki byt cel tak
dtugiej preinkubacji

- nie widze uzasadnienia uzycie na str. 46 nazwy bufor lizujacy (str. 43)

- jakie inhibitory proteaz zastosowano w tzw. buforze lizujgcym?

Wskazane wydawatoby sie wprowadzenie w rozprawach doktorskich zwyczaju zamieszczania
dotychczasowego dorobku publikacyjnego doktoranta z zaznaczeniem prac z zakresu tematu
rozprawy. Taka informacja klarowataby obraz dokonan doktoranta oraz ustrzegtaby przed

ewentualnymi niesprawiedliwymi zarzutami recenzentéw i czytelnikéw.
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Podsumowanie oceny

Rozprawe doktorskg Pana mgr Michata Kostasia oceniam bardzo wysoko tak pod wzgledem
merytorycznym jak i redakcyjnym. Podziwiam klarownos¢ wywoddw, wielos¢ stosowanych technik,
doktadnos$¢ opisow wykonanych eksperymentow, skrupulatnos¢ oraz konsekwentnos$é w realizacji
postawionych zadan i wreszcie forme oraz rzetelno$¢ przedstawienia wynikdw jak i ostroznos$¢ w

wycigganiu wnioskéw i rzeczowg krytyczng dyskusje.

Stwierdzam, ze przedtozona rozprawa doktorska spetnia wszystkie warunki przewidziane Ustawg z

dnia 18 marca 2011 r. o stopniach naukowych i tytutach naukowych oraz tradycjg dla prac

doktorskich a dorobek kandydata uzasadnia nadaniu stopnia naukowego doktora nauk biologicznych

w dyscyplinie biochemia.

Whioskuje do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie

Pana mgr Michata Kostasia do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

W_moim odczuciu przedstawiona rozprawa doktorska, jej innowacyjnos¢ oraz fakt, ze mozna j3

uzna¢ jako zdecydowanie ponad przecietng zastuguje na wyrdznienie. Dlatego z petnym

przekonaniem zwracam sie do Rady Naukowej Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego

z takim wnioskiem.

Prof. dr hab. Adam Dubin
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