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Ocena rozprawy doktorskiej
mgr Martyny Sochackiej

»Nowe funkcje biatek homologicznych do czynnikéw wzrostu fibroblastow”

Celem przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej byta analiza nowych funkgji czynnikéw
homologicznych do czynnikéw wzrostu fibroblastéw (FHF). Badania obejmowaly poznanie
wewngtrzkomoérkowej roli tych biatek, ze szczegdlnym uwzglednieniem -identyfikacji biatek
partnerskich przedstawiciela FHF, biatka FGF12, a takze weryfikacje i charakterystyke wybranych
oddziatywarn miedzybiatkowych. W pracy analizowano takze motliwosci oddziatywan miedzy FHF
a powierzchniowymi receptorami FGF (FGFR) oraz badano efekt biologiczny takich interakcji.
Bardzo ciekawym aspektem pracy byla takie weryfikacja hipotezy zakladajgcej, ze biatka FHF moga
by¢ wydzielane z komodrek do przestrzeni miedzykomérkowej. Praca zostata zrealizowana
w Zakladzie |Inizynierii Biatka Wvydziatlu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego
pod kierunkiem dr hab. Malgorzaty Zakrzewskiej, prof. UWr oraz dr. hab. tukasza Opaliniskiego,
prof. UWTr, petnigcego funkcje promotora pomocniczego.

Biatka FHF tworza grupe wewngatrzkomodrkowych czynnikdow wzrostu fibroblastéw (FGF).
Do podrodziny FHF zaliczane s cztery biatka: FGF11, FGF12, FGF13 oraz FGF14. Jak dotad, glowna
funkcja tych biatek przypisywana byta ich cytozolowej lokalizacji zwiazanej z regulacja pracy
kanatow jonowych bfony plazmatycznej. Wiadomo takie, ze biatka FHF oddziatujg z biatkami
istotnymi w sygnalizacji wewnatrzkomaorkowej, m.in. z IB2 (ang. islet brain 2), zwanym inaczej
MAPKE8IB2 (ang. mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein). Znaczenie tych
oddziatywan nie zostato jednak w peini okreslone. Biatka FHF petnig waing role w regulacji
pobudliwosci neuronéw oraz komdrek miesnia sercowego. Jednak, w przeciwieristwie

do pozostatych biatek FGF, ich funkcje w innych typach komdrek nie zostaly jeszcze dobrze
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zbadane. Wiadomo jednakie, ie FHF s3 biatkami o dziataniu plejotropowym, ktorych deregulacja
jest zwigzana z zaburzeniami dziatania ukiadu nerwowego, chorobami serca i nowotworami.
Dokiadne poznanie zewngatrz- | wewngtrzkomarkowych funkcji biatek FHF jest niezwykle istotne.
Wybdr tematyki badawczej rozprawy doktorskiej mgr Martyny Sochackiej jest zatem wysoce
uzasadniony.

Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi zbidr spéjnych tematycznie trzech prac
eksperymentalnych opublikowanych w recenzowanych, prestizowych czasopismach naukowych
o tgcznym IF= 20,914. W dwdch pracach opublikowanych w Cell Communication and Signalling
Doktorantka jest pierwszg autorka, a w pracy opublikowanej w FASEB Journal, drugg. Prace
s3 publikacjami wieloautorskimi, co jest uzasadnione, biorgc pod uwage zakres prowadzonych
prac eksperymentalnych i analizowanej problematyki badawczej. Z opiséw, ktére znajdujg sig
w przestanych materiatach jednoznacznie wynika, e udziat mgr Martyny Sochackiej w powstaniu
prac, ktérych jest pierwsza autorka miat charakter dominujacy. Doktorantka petnita kluczowa role
w realizacji opisywanych badan, opracowaniu i interpretacji wynikow, przygotowaniu rycin,
a takie uczestniczyla w pisaniu manuskryptéw. W przypadku pracy opublikowanej w FASERB I,
mgr Martyna Sochacka wykonata istotng czesc prac eksperymentalnych, brata udziat w analizie
otrzymanych wynikdw, a takie w przygotowaniu manuskryptu.

Zebrane publikacje zostaly poprzedzone: streszczeniem napisanym w jezyku polskim
i angielskim, wprowadzeniem, opisem celéw pracy oraz lista publikacji wchodzacych w skiad
przedstawionej rozprawy doktorskiej. We wprowadzeniu Doktorantka w sposdb zwigzty i jasny
opisuje rodzine biatek FGF, ze szczegdlnym uwzglednieniem budowy i funkcji biatek FHF. Kazda
z publikacji zostata dodatkowo poprzedzona wstepem zawierajgcym opisy przeprowadzonych
badan, otrzymanych wynikéw i najwainiejszych wnioskéw. Zataczone zostaly takie:
podsumowanie, bibliografia, wykaz dorobku naukowego Doktorantki, a takie lista projektow
naukowych, ktérych kierownikiem lub wykonawcg jest lub byla mgr Sochacka. Jedyna uwaga
techniczna dotyczaca przygotowanego opracowania rozprawy doktorskiej to brak strony 7 trzeciej
publikacji. Strona ta jednak znajduje sie w opublikowanym, dostepnym w internacie artykule,
zatem nie byto problemu, aby zapoznac sie z catoscig publikacji.

W pierwszej z przedstawionych do oceny prac, opublikowanej w 2022 roku (Cell Commun.
Signal.), autorzy skupili sie na okresleniu partneréw biatkowych oddziatujgcych z FGF12 - najlepiej
poznanym przedstawicielem podrodziny FHF. Wsrdd ponad 70 biatek, zidentyfikowano duzg grupe
biatek jgdrowych, w szczegdlnosci wigzacych RNA, ktdre zaangaZzowane sg w procesy translacji.

Dwa niezwykle istotne biatka naleigce do tej grupy to NOLC1 oraz TCOF1, biorgce udziat



w biogenezie rybosomdw i odpowiedzi komoérki na uszkodzenia DNA. W pracy wykazano,
2e najwieksza pula wewnatrzkomérkowego FGF12 znajduje sie w jgdrze komdrkowym,
a doktadniej w jaderkach, w ktérych wystepujg takie NOLC1 oraz TCOF1, a takie inne biatka
zidentyfikowane za pomocg spektrometrii mas. Pozostate biatka FHF wystepuja zaréwno
w cytoplazmie, jak i w jaderkach, jednak w réznych proporcjach. W pracy Doktorantka opisuje,
ze kazde z biatek FHF posiada co najmniej dwie izoformy: ,a" zawierajaca N-korficowy sygnat
lokalizacji jgdrowej (NLS, ang. nuclear localization signal) oraz ,b” pozbawiong tego sygnatu,
lokalizujgca gtdwnie w cytoplazmie. W pracy wykorzystywano forme ,b" FHF12. Wyniki tej pracy
sg zgodne z innymi badaniami, ktére wskazujg na mozliwos¢ importu do jadra biatek, ktdre nie
zawierajg NLS. Takie biatka nie oddziatujg z receptorami transportowymi w sposob klasyczny,
a s3 importowane do jadra oddziatujac m.in. z biatkami posiadajgcymi sekwencje NLS. Czy
na podstawie zidentyfikowanych biatek oddziatujgcych z FHF12, moina zakladac, ie taki
mechanizm transportu dotyczy formy ,b” FHF12? Inne ciekawe zagadnienie dotyczy rdinej
lokalizacji biatek FHF. Doniesienia literaturowe opisujg specyficzne sekwencje bogate w reszty
argininy, ktére odpowiadajg za lokalizacje biatek w jgderkach. Czy taka sekwencja jest moiliwa
do identyfikacji w przypadku biatek FHF12 i FHF13, ktére gléwnie luka_lizuja w jaderkach?
W pracy, ktérej pierwszg autorka jest mgr Sochacka jednoznacznie wykazano, ze FGF12 oddziatuje
z NOLC1 i TCOF1, a tworzenie kompleksu tych biatek jest zaleine od fosforylacji tych ostatnich,
szczegotlnie w przypadku oddziatywar FGF12 z NOLC1. W pracy wykazano takie, ze to C-terminalny
rejon biatka FGF12 odpowiada za oddzialywania z NOLC1 i TCOF1. Co ciekawe, wszystkie biatka
FHF oddziatujg z NOLC1, ale tylko FGF12 wigie sie z TCOF1. Biorgc pod uwage, Ze wyciszenie
ekspresji genu kodujgcego FGF12 skutkowato brakiem oddziatywari miedzy NOLC1 i TCOF1 mozna
zakiada¢, ze FGF12 jest integralnym skifadnikiem kompleksu NOLC1/TCOF, biorgcym udziat
w biogenezie rybosomow lub odpowiedzi komérki na uszkodzenia DNA.

Druga z cyklu prac, opublikowana w 2020 roku (Cell Commun. Signol.) wskazuje
na mozliwos¢ aktywacji receptora FGFR przez FGF12 (FHF1). Wykazano jednoznacznie, e FGF12
oddziatuje z receptorami FGFR (FGFR1-4), powodujgc fosforylacje FGFR oraz ERK1/2. Co istotne,
aktywacja FGFR i zaleinych od niego kaskad sygnatowych byta wynikiem bezposredniego
oddziatywania z FGF12. Gtownym efektem biologicznym zwigzanym z aktywacjg FGFR przez FGF12
jest odpowiedZ antyapoptotyczna komdrek. W przeciwienstwie do klasycznego czynnika FGF —
FGF1, FGF12 nie wykazywat potencjatu mitogennego i nie stymulowat wychwytu glukozy. Brak
tych aktywnosci, ktére s3 charakterystyczne dla kanonicznych biatek FGF, wynika ze specyfiki

dziatania FGF12, nie wigZe sie natomiast z brakiem jego stabilnosci czy podatnoscia na degradacje.



Nalezy podkreslic, ze na potrzeby tych badarn Doktorantka oczyscita rekombinowane biatko FGF12
oraz dokonata jego wnikliwej analizy fizykochemicznej. W dyskusji publikacji wspomniano
o badaniach dotyczacych czynnika FHF2 (FGF13), ktory aktywowal scieiki sygnalizacyjne
wpiywajac na proliferacje komdrek. Bardzo prosze odnies¢ sie do tych badan, w kontekscie
bardzo istotnych danych opisanych w tej rozprawie doktorskiej.

W trzeciej z opublikowanych prac (2023, FASEB J.) pokazano po raz pierwszy, Ze wszystkie
biatka FHF s3 wydzielane z komérek do przestrzeni miedzykomorkowej pomimo braku klasycznego
sygnatu do sekrecji. Dotyczy to zwlaszcza warunkdw stresu komdrkowego, zaobserwowano
efektywny transport FHF z komdrek inkubowanych w temperaturze 42°C. llos¢ biatek FHF
w przestrzeni miedzykomorkowej zalezy jednak od ich stabilnosci. W poczatkowych badaniach
wykryto znikome ilosci wydzielanego FGF11, co wigie sie 2 jego nisk3 stabilnoscia i podatnoscig
na degradacje. Obecnos¢ heparyny znaczaco zwiekszyla ilosC tego biatka w przestrzeni
miedzykomdrkowej. Sekrecja biatek FHF odbywa sie prawdopodobnie w sposdb podobny
do sekrecji czynnika FGF2. Transport ten jest niezaleiny od brefeldyny A, inhibitora transportu
pecherzykowego przez retikulum endoplazmatyczne i aparat Golgiego, zalezy zas od potencjatu
bionowego generowanego przez ATPaze Na(+)/K(+). Obecnie wiadomo, ie wiele biatek
wydzielanych jest w sposob niekonwencjonalny (ang. UPS, unconventional protein secretion),
a w sekrecji FGF2 z komdrek posredniczy szlak UPS typu |. Prosze krotko omowic najbardziej
istotne informacje dotyczace sekrecji FGF2. Czy moina wnioskowaé, Ze transport biatek FHF
odbywa sie z wykorzystaniem innego typu sekrecji UPS? Sekrecja biatek FHF ma prawdopodobnie
bardzo istotne znaczenie w regulacji sygnalizacji wewnatrzkomodrkowej. Wydzielane
do przestrzeni miedzykomorkowej FHF s3 aktywne biologicznie, stymulujg szlak kinaz ERK1/2.
Wykazano takie, Ze rekombinowane biatka FHF wigig sie do receptora FGFR1, ulegajg
internalizacji na drodze endocytozy zaleinej od tego receptora, a aktywacja sciezek sygnatowych
przez biatka FHF wynika z ich bezposredniego oddziatywania z FGFR1. Podobnie jak w przypadku
FGF12, pozostate biatka FHF wykazywaty aktywnos¢ antyapoptotyczna, nie byly natomiast zdolne
do indukcji podziatéw komérkowych i wychwytu glukozy w badanych liniach komdrkowych.

Podsumowujac, stwierdzam, e mgr Martyna Sochacka zrealizowata zakres badan
bedacy celem dysertacji. Ogdlna koncepcja pracy doktorskiej jest przemyslana, logiczna i bardzo
spojna. Problem badawczy zostal poprawienie sformulowany. Praca zawiera oryginalne
i wartosciowe wyniki, ktére w bardzo istotny sposdéb poszerzajg aktualny stan wiedzy dotyczacy
dziatania biatek FHF. Eksperymenty przeprowadzono bardzo rzetelnie, prezentowane dane byly

weryfikowane z uzyciem réinych uktadow eksperymentalnych, linii komoarkowych lub technik



badawczych. Publikacje zawierajg niezwykle starannie przygotowane figury. Otrzymane wyniki
mogq stanowi¢ podstawe do dalszych badan dotyczacych m.in. szczegétowej charakterystyki
biatek FHF, ich mechanizméw sekrecji oraz analizy molekularnych podstaw chordb zaleinych
od tych biatek.

Przedstawiona rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668). Wnosze zatem do
Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie
mgr Martyny Sochackiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto biorac pod
uwage szeroki zakres prac badawczych, wartos¢ naukowg otrzymanych wynikéw, a takze fakt,
iz wszystkie zaprezentowane wyniki zostaly opublikowane, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy
doktorskiej mgr Martyny Sochackiej.
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