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Recenzja pracy doktorskiej mgr Natalii Porebskiej zatytulowanej:
»Regulacja przestrzennej dystrybucji receptora 1 czynnikow wzrostu fibroblastow przez
multimeryczne ligandy oparte o motywy coiled-coil oraz oligomeryczne warianty GFP”
wykonanej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego

W skfad rodziny FGFR wchodza cztery (FGFR1-4) przezbltonowe receptory
zawierajgce wewnatrzkomérkowa domene o aktywnosci kinazy tyrozynowej, ktorych
aktywacja nastepuje w wyniku wigzania jednego z fibroblastycznych czynnikoéw wzrostu.
FGFR petnig kluczowa role w organogenezie oraz wielu procesach fizjologicznych. Zaburzenia
ich sygnalizacji bedace wynikiem polimorfizmu pojedynczego nukleotydu, mutacji
punktowych, amplifikacji czy nadekspresji genéw FGFR1-4 lezg u podtoza wielu chordb, w
tym nowotworowych. Mutacje aktywujace w genie FGFR1 obserwuje si¢ w glejakach a jego
amplifikacje i/lub nadekspresje wystepuja w znacznej czgsci rakow glowy i szyi, pluc czy
piersi. Stad tez rozszyfrowanie precyzyjnych mechanizmow kontrolujacych aktywnos¢ FGFR
i zaleznych od nich $ciezek sygnalizacyjnych wydaje si¢ istotnym zagadnieniem badawczych
a same FGFR stanowig cel wielu zakonczonych i trwajacych badan klinicznych, gléwnie w
obszarze onkologii.

Rozprawa doktorska Pani mgr Natalii Porebskiej dotyczy analiz mechanizmow
regulujacych funkcje FGFR1, jego dystrybucj¢ w btonie komorkowej oraz proces internalizacji.
W toku prac zaprojektowano rdzne oligomeryczne ligandy, dzigki ktérym udato sie
kontrolowa¢ aktywacje FGFRI1 i jego endocytoze. Autorka otrzymala réwniez w systemie
bakteryjnym oligomeryczne biatka GFPp-FGF1, ktore nastepnie koniugowala z lekiem
cytotoksycznym (MMAE). Obecno$¢ biatka GFP w otrzymanych oligomerycznych

koniugatach pozwalata na wizualizacj¢ ich losow w komoérce. Dowiedziono, ze koniugaty



cechowatly si¢ wysokg stabilnoscig w $rodowisku fizjologicznym i co kluczowe wykazywaty
wysoka toksyczno$cig wobec komorek nowotworowych z nadekspresja FGFR1. Biorac pod
uwage powyzsze informacje stwierdzi¢ nalezy, ze zagadnienia realizowane w pracy doktorskiej
Pani Natalii Porebskiej sg aktualne, istotne z punktu widzenia poznawczego i posiadaja
potencjalny wymiar aplikacyjny. Praca zostata zrealizowana pod opieka merytoryczng dr. hab.
Lukasza Opalinskiego z Zakladu Inzynierii Biatka, Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego. Promotor pracy posiada obszerny i rozpoznawany na $wiecie dorobek m.in. w
obrebie biologii fibroblastycznych czynnikodw wzrostu i ich receptorow.

Recenzowana rozprawa to spdjny tematycznie cykl czterech opublikowanych
publikacji, jednej o charakterze przegladowym (Journal of Clinical Medicine) i trzech
eksperymentalnych (Cell Communication and Signalling, International Journal of Biological
Macromolecules, Biomacromolecules). W opracowaniu zawarto rowniez streszczenie catosci
pracy w jezyku polskim i angielskim, syntetyczne wprowadzenie do cyklu publikacji oraz
zdefiniowano cel nadrzgdny i cele szczegdtowe catosci pracy. Dodatkowo kazda z zataczonych
publikacji poprzedzona jest wprowadzeniem do jej tematyki, krotkim opisem otrzymanych
wynikow i ich interpretacja. Na koncu opracowania znajduje si¢ podsumowanie prac, Spis
literatury, zestawienie dorobku naukowego Doktorantki, suplement do 2. publikacji oraz
o$wiadczenia wspotautoréw o ich udziale w poszczegdlnych publikacjach. Taki uktad
rozprawy jest standardowy 1 nie budzi zadnych zastrzezen. Pani Natalia Porgbska jest
pierwszym autorem w pracach 1, 3 i 4 oraz drugim autorem w pracy 2. Jej zadeklarowany wktad
to odpowiednio 60% w powstanie publikacji 1, 25% w 2, 60% w 3 1 60% w 4. Prace licza od 6
do 10 autorow. Oczywistym jest wiec, ze udziat Autorki w powstanie cyklu byt wiodacy.

Pierwsza z zalaczonych prac ma charakter przegladowy 1 skupia si¢ na opisie
mechanizmow internalizacji FGFR 1 ich sortowania do poszczegdlnych kompartmentow
komorki w konteks$cie potencjalnego zastosowania terapii przeciwnowotworowych opartych o
sprzggniete z chemioterapeutykiem koniugaty rozpoznajace i wigzace si¢ do FGFR. Musze
przyznaé, ze bedac osobag gleboko interesujaca si¢ biologia FGFR z duzg przyjemnoscia
czytalem t¢ publikacje a jej lektura pozwolita mi usystematyzowaé¢ wiedzg dot. ww. zagadnien.
Nie mam rowniez watpliwosci, ze taka strategia publikacyjna stworzyta Autorce bardzo dobre
przygotowanie teoretyczne do realizacji zadan wchodzacych w kolejne 3 opublikowane prace
eksperymentalne. Za istotne uwazam réwniez, ze wszystkie publikacje doswiadczalne stanowig
logiczny cykl, w ktorym wyniki i wnioski ptyngce z danej pracy stanowig podstawe
formulowania celow kolejnej pracy. Cato$¢ stanowi wigc spdjne i Wysoce wartosciowe

osiggnigcie naukowe.



Mam parg pytan i uwag do poszczeg6élnych czesci opracowania.

1) Autorka kilkukrotnie wspomina, ze komorki nowotworowe moga ,,nadprodukowaé¢” FGFR1.
Nie jestem zwolennikiem tego okreslenia i za trafniejszy uwazam termin ,,nadekspresja”.
Termin nadprodukcja chyba lepiej obrazuje wymuszong ekspresje okreslonego genu a potem
odpowiadajacego mu biatka w danym systemie prokariotycznym czy eukariotycznym.
Trafniejszym wydawaloby si¢ wiec stwierdzenie, ze istnieja nowotwory cechujace si¢
nadekspresja FGFR1 lub wysoka ekspresjg biatka FGFR1.

i) Na stronie 9 Autorka pisze, ze ,,mutacje identyfikowane w FGFR1 nieprawidlowe;j
aktywnosci receptora”. Nazwa FGFR1 powinna by¢ napisane kursywa bo w tym przypadku
mowimy o genie.

iii) We ,,Wprowadzeniu” na str. 9 Autorka zauwaza, ze panel $ciezek sygnalizacyjnych
aktywowanych przez FGFRI1 jest raczej niewielki w stosunku do rdéznorodnosci
wywotywanych przez nie odpowiedzi komorkowych. Autorka sugeruje, ze u podstaw tej
réznorodno$ci lezy regulacja stabilnosci kompleksow FGF-FGFR1 i inne mechanizmy
regulacyjne. Warto byloby tu wspomnie¢ o interakcji $ciezek FGFR-zaleznych z réznymi
$ciezkami sygnalizacyjnymi np. receptorow hormonow steroidowych, innych receptorow o
aktywnosci kinazy tyrozynowych czy $ciezkg sygnalizacyjng Wnt.

iv) Strona 11 — piszac o terapiach celowanych autorka wspomina, ze lek cytotoksyczny
dostarczany jest do komodrek nowotworowych wykorzystujac obecno$§¢ w ich blonie
komorkowej ,,makroczasteczek™ - termin receptory bylby lepszy, poza tym terapie celowane
nie dotycza tylko lekow cytotoksycznych 1 ich celi w btonie komorkowe;j, jest to oczywiste
uogolnienie.

v) Strona 48 - PD173074 jest selektywnym a nie specyficznym inhibitorem FGFR1
(w publikacji stosowano nazewnictwo poprawne).

vi) W publikacji 2 wykazano, ze galektyny reguluja proces endocytozy i przestrzenng
organizacje¢ FGFR1, zastosowano znakowany FGFR1 i mikroskopi¢ oraz ex vivo analizowano
oddziatywanie oczyszczonych galektyn z fragmentem zewnatrzkomérkowym FGFRI1. Czy
Autorka mogtaby zasugerowa¢ do§wiadczenia bardziej precyzyjnie wskazujace w komorce na
tworzenie dimerow, oligomeréw FGFR1? Czy galektyny moglyby wptywac na powstawanie
heterodimeréw w obrgbie FGFR?

vii) Dlaczego w publikacji 3 jako model badawczy do analizy wptywu oligomerow FGF1 na
aktywnos¢ FGFR1 wybrano lini¢ komorkowa NIH3T3. Jak wyglada poziom ekspresji innych
bialek z rodziny FGFR? FGF1 moze przeciez aktywowac inne receptory z rodziny FGFR.



W publikacji stwierdzono, ze oligomeryczne warianty FGF1 indukujg fosforylacj¢ FGFR1. Do
detekcji fosforylacji zastosowano natomiast przeciwciala, ktore rozpoznaja aktywacje
wszystkich cztonkow rodziny FGFR.

viii) W publikacji 3 na rycinie 3A w przypadku stymulacji FGFIWT (2-50 ng) widoczny jest
wyrazny spadek poziomu FGFRI1. Jak Autorka to ttumaczy? Przy czasie stymulacji 15 min
raczej mato prawdopodobne sa zmiany w poziomie ekspresji FGFR1 czy degradacja receptora.
iIX) Rycina 7 — dlaczego dodatek heparyny, bedacej kofaktorem oddziatywania FGF1-FGFR1
w zasadzie nie wplywa na efekty FGF1 wobec zywotnosci komoérek? Jak mozemy to
wytlumaczy¢?

X) Publikacja 4, Rycina 6 — wykazano, ze 3xGFPp FGF1E LPETGG wywiera pewien efekt
pro-przezyciowy wobec linii NCI-H1582 i G-292. Czy Autorka nie obawia si¢, ze przy
dluzszym stosowaniu potencjalnego leku typu ADC opierajacego si¢ na FGF1 indukcja
proliferacji komorek, bedaca wynikiem aktywnos$ci samego czynnika wzrostu, moglaby
prowadzi¢ do opornosci na tego typu terapig?

Prositbym réwniez Autorke o przedyskutowanie w trakcie obrony rozprawy doktorskiej danych
dotyczacych wystepowanie galektyn w tkance nowotworowej w kontekscie ekspresji w niej
réznych FGF. Ktére efekty wobec FGFR bylyby dominujace, galektyn czy FGF? Czy znane
jest znaczenie prognostyczne galektyn u chorych onkologicznych? Moje ostatnie pytanie
dotyczy wyjasnienia potencjalnej przewagi FGFR1 jako cel dla terapii wykorzystujace leki typu
ADC vs. leki ADC rozpoznajace HER2 czy EGFR. Czy FGFR1 moze okaza¢ si¢ lepszym
celem (np. bioragc pod uwage dynamike internalizacji i mozliwo$¢ jej regulacji) niz inne
receptory o aktywnosci kinaz tyrozynowych?

Podsumowujgc chciatbym zaznaczy¢, ze calo$¢ pracy przygotowana jest starannie.
Manuskrypt napisany jest bardzo dobrze, jezyk jest fachowy i logiczny. Wszystkie zagadnienia
opisane s3 syntetycznie ale wyczerpujaco. Postawione cele sa ambitne, otrzymane wyniki
udokumentowane bardzo dobrze a praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego. Sposob prowadzenia narracji jest dojrzaty a ilo$¢ btedow jezykowych jest
znikoma. Aktualno$¢ tematyki, spojnos¢ zagadnienia oraz lekkos¢ z jaka Autorka prowadzi
czytelnika przez swoj projekt doktorski i otrzymane wyniki sprawita, ze lektura pracy byta dla
mnie duza przyjemnoscig. Chciatbym réwniez podkreslic, ze w zestawieniu dorobku
naukowego Doktorantka umiescita, poza ujetymi w sktad rozprawy czterema publikacjami,
dodatkowe siedem prac, a wszystkie z nich opublikowane sa w czasopismach uwazanych za
prestizowe. Bez watpienia §wiadczy to o duzej pracowitosci Pani Natalii Porebskiej, ale

réwniez o $wietnej organizacji catego zespotu w ktérym Doktorantka pracowata.



Moja ocena przedlozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Natalii Porgbskiej
zatytulowanej: ,,Regulacja przestrzennej dystrybucji receptora 1 czynnikow wzrostu
fibroblastow przez multimeryczne ligandy oparte o motywy coiled-coil oraz oligomeryczne
warianty GFP” jest jednoznacznie pozytywna, a rozprawa w petni spetlnia zwyczajowe Kryteria
stawiane rozprawom doktorskim i warunki uj¢te stosownymi przepisami, zawartymi w artykule
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r.
poz. 1668 z pdzn. zm.). Wnosze¢ wiec 0 dopuszczenie przez Rade Dyscypliny Naukowej Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego Pani mgr Natalii Porgbskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Réwnoczesnie biorac pod uwagg ilo$¢ otrzymanych wynikoéw, warto$¢
merytoryczng rozprawy udokumentowang wysokiej jakosci publikacjami wchodzacymi w jej
sktad oraz wiodacy udziat Autorki w ich powstaniu, zwracam si¢ do Wysokiej Rady o

wyrdznienie ocenianej pracy stosowng nagroda.

dr hab. Rafat Sadej, prof. GUMed
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