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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Darii Nawrockiej

pt. ,,Aktywnos¢ biologiczna kowalencyjnych dimeréw ludzkiego czynnika wzrostu
fibroblastow 2 (FGF2)”
wykonanej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego,
pod kierunkiem prof. dr hab. Jacka Otlewskiego

Nowoczesna architektura budowlana czesto cechuje sie innowacyjnymi koncepcjami
projektowymi i zaawansowanymi technologiami. Do jednych z najbardziej nowoczesnych budowli
na swiecie, bedacych wytworem inzynieréw nalezy na przyktad Burj Khalifa (Zjednoczone Emiraty
Arabskie), ktory jest najwyzszym budynkiem na Swiecie. Wyrdznia sie nie tylko wysokoscia, ale
takze nowoczesnymi rozwigzaniami konstrukcyjnymi i energetycznymi. Innym przyktadem jest The
Edge (Holandia). To biurowiec w Amsterdamie, ktéry jest uwazany za jeden z najbardziej
ekologicznych budynkéw na Swiecie, wykorzystujgcy zaawansowane technologie zréwnowazonej
energii. Kolejnym przyktadem jest The Gherkin (Wielka Brytania) — ten budynek w ksztafcie jaja
miesci posiada charakterystyczng spiralng forme i jest przyktadem futurystycznej architektury.
Nowoczesna architektura otacza nas nie tylko w makroswiecie ale takze w mikroswiecie. Dzieki
postepom w dziedzinie biotechnologii i inzynierii genetycznej, mamy takze mozliwos¢ stworzenia
nowoczesnych budowli molekularnych — czyli np. biatek o pozadanych wfasciwosciach
biologicznych. Podobnie jak architekt projektujgcy nowoczesne budowle, architekci molekularni
muszg rozwazy¢ réznorodne czynniki, takie jak funkcjonalnos$¢, wydajnosé, koszty produkcji,
bezpieczenstwo i wykonywalnosé. Istnieje wiele przyktaddéw sztucznie zaprojektowanych biatek o
ukierunkowanych wtasciwosciach. Nalezg do nich na przyktad liczne enzymy o ulepszonej
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aktywnosci katalitycznej, rozszerzonej lub zmienionej specyficznosci substratowej, a takze
podwyzszonej lub odwréconej stereoselektywnosci. Podobnie wiec jak architekci projektujacy
nowoczesne budowle, architekci molekularni tworzg nowe struktury o ulepszonych lub nowych
wiasciwosciach. Do takich architektéw molekularnych zaliczyé mozna niewatpliwie mgr Darie
Nawrocka, ktéra w ramach swojej pracy doktorskiej zaprojektowata dimer czynnika wzrostu
fibroblastéw 2 (FGF2) w taki sposdb aby uzyskat on silne wtasciwosci przeciwnowotworowe wobec
komodrek posiadajgcych na swojej powierzchni receptory tego biatka (FGFR1).

Rozprawa doktorska mgr Darii Nawrockiej zostata wykonana pod opiekg prof. dr hab. Jacka
Otlewskiego w zakfadzie Inzynierii Biatka. Doktorantka przedstawita wyniki swojej pracy w postaci
dysertacji doktorskiej bedacej zbiorem dwdch publikacji opatrzonych wstepem i syntetycznym
opisem uzyskanych rezultatéw badan. Otwiera jg streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim.
Streszczenia napisane zostaty w sposéb poprawny i przystepny oraz sg tozsame w tresci. Nastepnie
znajduje sie wprowadzenie teoretyczne, cel pracy, krétkie oméwienie wynikéw kazdej z publikacji
wchodzacej w sktad rozprawy doktorskiej oraz podsumowanie. Ta cze$¢ pracy zawarta jest na 22
stronach maszynopisu. Prace zamyka wykaz 143. pozycji literaturowych cytowanych przez
Doktorantke. Nie mam uwag co do czesci edycyjnej pracy doktorskiej. Nie wiem tylko dlaczego
czes¢ odnosnikow literaturowych w spisie literaturowym posiada numery DOI.

W krétkim wprowadzeniu do dysertacji, mgr Daria Nawrocka podjeta sie nietatwego
zadania jakim byto przedstawienie w sposéb mozliwie syntetyczny, informacji na temat czynnika
wzrostu fibroblastéw 2 (FGF2), jego roli w sygnalizacji komoérkowej oraz o jego zastosowaniu w
potencjalnych terapiach przeciwnowotworowych. Opisata rowniez inne, niz FGF2 czgsteczki
biologiczne stosowane w przeciwnowotworowych terapiach ukierunkowanych. Z zadania
polegajgcego na wprowadzeniu czytelnika w sposéb mozliwie syntetyczny w tematyke rozprawy
doktorskiej Autorka wywigzata sie bardzo dobrze. Zabrakto mi jedynie informacji na temat
zastosowan biatka FGF2 w medycynie regeneracyjnej. Lektura wstepu teoretycznego pokazuje
duzg biegtos¢ Doktorantki w tematyce rozprawy doktorskiej. Szczegdlng uwage zwracajg
podziekowania, skierowane do Promotora, wspdtpracownikow i rodziny w tym do Dzieci. Ich tres¢
wskazuje, ze Doktorantka wykonywata prace w sprzyjajacej atmosferze zarowno w aspekcie
rozwoju naukowego, jak i kontaktéw miedzyludzkich.

Motywacjg dla Doktorantki do realizacji pracy doktorskiej byt fakt, ze komorki
nowotworowe, takich nowotworéw jak rak ptuc, piersi, pecherza moczowego, prostaty czy
trzustki, nadmiernie produkujg na swojej powierzchni receptory FGFR1. W wielu nowotworach
dochodzi réwniez do zwiekszonej aktywacji tych receptordéw, co sprzyja rozwojowi nowotwordw
ale przede wszystkim prowadzi do opornosci na terapie konwencjonalne. Doktorantka
postanowita wiec zmodyfikowaé biatko FGF2 w taki sposdéb aby po pierwsze selektywnie i w
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wiekszym stopniu wigzato sie z komdrkami posiadajgcymi receptory FGFR1 a po drugie aby biatko
to byto nosnikiem chemoterapeutyku. Dlatego tez, pierwszym celem badan recenzowanej pracy
doktorskiej byto zbadanie wptywu modyfikacji biatka FGF2, poprzez jego dimeryzacje, na jego
potencjat biologiczny. Drugim celem pracy doktorskiej byto skonstruowanie dimeru FGF2, z
przytaczonymi lekami przeciwnowotworowymi, celujgcego w receptor FGFR1.

W kolejnej cze$ci mgr Daria Nawrocka bardzo krétko przedstawia zatozenia i wyniki dwdch
opublikowanych prac, stanowigcych rdzen rozprawy. Obie prace zostaty opublikowane w Int. J.
Mol. Sci. (2020 i 2023). W obu publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, co Swiadczy o jej
dominujgcym wktadzie w prace eksperymentalne i edytorskie zwigzane z przygotowaniem
manuskryptéw. W kazdej publikacji istnieje informacja dotyczaca wktadu pracy poszczegdlnych
autoréw w przywotywane publikacje, zatem ,,prawa” Doktorantki do wykorzystania tych publikacji
w dysertacji s3 uzasadnione. Publikacje przedstawione sg w porzadku skutkowo-przyczynowym.
Pierwsza publikacja to praca w ktérej Doktorantka zaprojektowata osiem réznych dimeréw biatka
FGF2, otrzymata je i przebadata. Podczas projektowania nowych czgsteczek skorzystata z
wieloletnich doswiadczen zespotu kierowanego przez prof. Otlewskiego. Na podstawie wynikéw z
testéw internalizacji dimeréw, Doktorantka wybrata najlepsze utozenie monomeréw wzgledem
siebie. W drugiej publikacji wykorzystata wybrang wczesniej wzajemng orientacje biatek, do
skonstruowania nowego dimeru z przyfgczonymi zwigzkami przeciwnowotworowymi.

W pierwszej publikacji Doktorantka na poczatku zaprojektowata i otrzymata osiem nowych
wariantéw dimerdw biatka FGF2. W celu uzyskania dimeréw zastosowata tgcznik z glikolu
polietylenowego (PEG) o rdznej dtugosci (PEG2 i PEG12). Do dimeryzacji wykorzystata trzy rézne
mutanty biatka FGF2. Mutanty te réznity sie posiadaniem dodatkowej, powierzchniowo
zlokalizowanej reszty cysteiny na N- lub na C-koncu lub naturalnie wystepujacej reszty cysteiny w
pozycji 96. Otrzymane dimery FGF2 posiadty wiasciwe masy czgsteczkowe, byty stabilne (nawet
bez obecnosci heparyny) a ich struktura przestrzenna byta tozsama ze strukturg biatka natywnego.
W kolejnych etapach Doktorantka sprawdzita ich wtasciwosci biologiczne. Okazato sie, ze dimery
posiadajg wtasciwosci proproliferacyjne oraz pozytywnie wptywajg na aktywnos$é promitogenng
FGF2, posiadajg zwiekszony potencjat antyapoptyczny w stosunku do monomeru oraz wykazujg
zwiekszong zdolnos$¢ do indukowania migracji komérek. Wyniki tych badan wskazujg na brak
réoznic pomiedzy badanymi dimerami. Dopiero testy na internalizacje dimeréw zrdznicowaty
dimery pod wzgledem ich aktywnosci. Okazato sie ze dtugos$é tgcznika oraz odpowiednia orientacja
dimeréw wzgledem siebie wptywa na proces internalizacji. Najlepsze parametry uzyskaty
czgsteczki dimeréw C96-PEG2-C96, N-PEG12-N, N-PEG12-C oraz C96-PEG12-C96. Zabrakto mi w
tym miejscu dysertacji dyskusji na temat roli orientacji przestrzennej obu dimeréw wzgledem
siebie w oddziatywaniu z receptorem. Poniewaz znana jest struktura przestrzenna kompleksu
FGF2-FRGR1 (30JV) to moze warto bytoby pospekulowaé na ten temat?
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Druga publikacja to niejako kontynuacja pierwszej, gdyz Doktorantka wybrata topologie
jednego z najbardziej aktywnych dimerédw i wykorzystata go do skonstruowania bardziej
zaawanasowanej ,budowli molekularnej”, ktdrej zadanie miato polega¢ na selektywnym
dostarczaniu leku cytotoksycznego do komdrek nowotworowych z nadekspresja FGFR1. W tym
celu zaprojektowata dwa monomery biatka FGF2 oraz jeden dimer. Pierwszy monomer posiadat
linker GGSKSK na C-koricu oraz mutacje punktowe C78S i C96S. Natomiast drugi monomer zawierat
linker KSKSGG na N-koncu oraz identyczne mutacje punktowe. W celu skonstruowania dimeru
potaczyta oba monomery poprzez sekwencje oddzielajagcg (SGG)i11. Dodatkowo, aby umozliwié
przytaczenie lekdéw cytotoksycznych metodami ligacji enzymatycznej wprowadzita do obu
monomerow i do dimeru specyficzne dla tych enzymoéw sekwencje aminokwasowe na N- i/lub na
C-koncu. W celu przytaczenia lekéw cytotoksycznych do biatek metoda ligacji enzymatycznej
Doktorantka zsyntezowata peptydy o sekwencji rozpoznawanej przez ligazy, potaczonej z cysteing
przez ugrupowanie PEG. Tak zsyntezowany peptyd postuzyt do przytgczenia przez ugrupowanie
maleimidowe, umozliwiajgce reakcje z grupg tiolowg cysteiny, dwodch lekow
przeciwnowotworowych tj. amanityny alfa — «AMTN, oraz monometylo aurystatyny E — MMAE. W
wyniku reakcji enzymatycznej jedna lub obie peptydowe pochodne lekéw cytotoksycznych zostaty
przytaczone do monomerdw (po jednym leku do kazdego z monomeréw) lub do dimeru (dwa leki
do dimeru). Otrzymane biatka zostaty scharakteryzowane i oczyszczone a nastepnie poddane
badaniom pod wzgledem ich cytotoksycznosci wzgledem komodrek z nadekspresjg receptora
FGFR1. Okazato sie, ze dimer biatka wykazywat znacznie wyziszg cytotoksycznos¢ wzgledem
nowotworowych linii komérkowych anizeli monomery (réwniez zmieszane). Dodatkowo, dimer
charakteryzowat sie doskonatga internalizacjg, co wskazuje, ze dimer posiadajgcy przytaczone dwa
rozne leki moze by¢ potencjalnym lekiem przeciwnowtoworowym o zwiekszonym potencjale
wzgledem komodrek z nadekspresjg receptora FGFR1. Zaprojektowane i otrzymane biatka dowodza
w mojej opinii, ze Doktorantka w petni zastuguje na miano architekta molekularnego.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze w obu publikacjach mozna znalez¢ bardzo dojrzate
dyskusje, ktére poruszajg kazdy aspekt badanego problemu i sg zestawione z najnowszymi danymi
literaturowymi. Zawarte w dysertacji publikacje s3 w mojej opinii prawidtowo zaplanowane,
metody dobrane wtasciwie a wyniki zinterpretowane prawidtowo. Warto réwniez podkresli¢, ze
Doktorantka zastosowata nowoczesne techniki z zakresu inzynierii molekularnej, biofizyki i biologii
komérkowej. Obie publikacje zawierajg bogaty materiat eksperymentalny, ktdrym mozina by
obdarzy¢ ze cztery publikacje.

Recenzowanie pracy, bedgcej zastawieniem juz ocenionych wczesniej publikacji nie utatwia
Recenzentowi zadania spetnienia tzw. ,,obowigzku recenzenckiego”, czyli wyszukania jej stabszych
punktéw. W przedstawionej dysertacji udato mi sie znalezé ich ledwie kilka.
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1) W nawigzaniu do informacji przestawionej na stronie 15 o zastosowaniu czynnikéw
wzrostu FGF2 w medycynie regeneracyjnej, chciatabym zapytaé czy badane przez
Doktorantke dimery biatka FGF2 mogg by¢ bezpiecznie i dtugotrwale stosowane w
aspekcie regeneracji uszkodzonych tkanek? Jaka i gdzie jest granica pomiedzy
regeneracjg a nowotworzeniem podczas stosowania czynnikow wzrostu?

2) Jak, wedtug Doktorantki, mozna by zaprojektowac dimer, ktéry wykazywatby stabszg
aktywnos¢ biologiczng niz natywne biatko? W jaki sposdb nalezatoby go zbudowac? Czy
tak skonstruowany dimer mégtby by¢ kontrolg negatywng?

3) Czy w ramach prac nad pierwszg publikacjg podjete byty préby majgce na celu
wyznaczenie wartosci Kp pomiedzy dimerami a domeng zewnatrzkomdrkowa receptora
FGFR1? Wartosci tych statych mogtyby rzuci¢ petniejszy obraz na temat zaleznosci
struktura-aktywnosé badanych uktadow.

4) Na rysunku 3D (str. 23) w pierwszej publikacji wida¢ niewielki wzrost intensywnosci
fluorescencji dla niektorych dimeréw w poréwnaniu z monomerem. Z czego moze to
wynikac?

5) Co mogto powodowaé (str. 28) tworzenie stabo rozpuszczalnych klastrow na
powierzchni komdrek przez znakowane (DyLight 550) biatko FGF2? Jakg inng technike
(bez znakowania) mozna by zastosowac do badania stopnia internalizacji dimeréw?

6) Zwykle bakterie stabo tolerujg wielokrotne i identyczne powtdrzenia sekwencji w
swoim DNA. Z jaka wydajnoscig udato sie uzyskac biatka z linkerem w ktérym byto az
jedenascie powtdrzen sekwencji SGG (str. 45)?

7) Dlaczego jako linker wybrana zostata sekwencja GGSKSK na C-koncu oraz KSKSGG na N-
konicu (str. 45) biatek opisanych w drugiej publikacji?

8) Jaka jest szansa na wprowadzenie do kliniki opracowanego w ramach pracy doktorskiej
dimeru z dwoma, réznymi przytgczonymi zwigzkami cytotoksycznymi. Czy od strony
ekonomicznej taki lek przeciwnowotworowy miatby szanse na wdrozenie?

Reasumujgc, uwazam, ze cele pracy doktorskiej zostaty w petni zrealizowane a Doktorantka
z pewnoscig zastuguje na miano architekta molekularnego. Do najwazniejszych osiggnieé¢ pracy,
stanowigcych jednoczesnie element nowosci naukowej, zaliczam uzyskanie zupetnie nowych
biatek i ich koniugatéw z lekami przeciwnowotworowymi oraz ich petng charakterystyke oraz
udowodnienie, ze biatka mogg by¢ doskonatym nosnikiem lekéw w rdéinego typu terapiach.
Wartos¢ merytoryczng rozprawy mgr Darii Nawrockiej potwierdza fakt, ze jest to materiat juz
opublikowany, a wiec przepuszczony przez geste sito wnikliwych recenzji specjalistow w
dziedzinie. Na zakonczenie recenzji warto podkredli¢, ze p. Daria Nawrocka jest wspdtautorem
szesciu publikacji naukowych w czasopismach z listy JCR. Dwie z tych publikacji to materiat
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umieszczony w pracy doktorskiej. W czterech z nich jest pierwszym autorem, co dowodzi na jej
duzy wktad merytoryczny w powstate prace.

Uwazam, ze tematyka pracy doktorskiej jest bardzo interesujgca i niezwykle potrzebna w
Swietle pogarszajgcych sie statystyk zachorowalnosci na choroby nowotworowe. Czesc
doswiadczalna pracy doktorskiej zostata dobrze zaplanowana a wyniki przedyskutowane i
zinterpretowane. Rozprawa doktorska Pani Darii Nawrockiej zawiera bogaty, solidny i wartosSciowy
materiat doswiadczalny. Biorgc pod uwage powyzsze fakty, stwierdzam, ze przedtozona do oceny
rozprawa spefnia ustawowe i zwyczajowe kryteria stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z
wymaganiami artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 22022 r. poz. 574 z pdzn. zm.). W tym odniesieniu wnosze do Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie mgr Darii Nawrockiej do dalszych
etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne.
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