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Recenzja Rozprawy Doktorskiej
pt. Regulacja przestrzennej dystrybucji receptora 1 czynnikéw wzrostu fibroblastéw przez
multimeryczne ligandy oparte o motywy coiled-coil oraz oligomeryczne warianty GFP
autorstwa mgr Natalii Porebskiej

Praca Doktorska dotyczy badania receptora 1 czynnikéw wzrostu fibroblastow
(FGFR1) - jego organizacji na powierzchni komorki, wplywu tej organizacji na funkcje
receptora oraz na jego transport komoérkowy.

Receptor ten jest ciekawym waznym obiektem badan z punktu widzenia biologii
komorki, gdyz bardzo ziozone i ciagle niepoznane do kofica sa odpowiedzi
wewngtrzkomorkowe wywolane przez aktywacje tego receptora, ale tez FGFR1 jest
waznym obiektem badari m.in. z uwagi na fakt, Ze opisywana jest jego nadekspresja w wielu
typach nowotwor6w - dlatego badania te majg wysoki potencjat translacyjny. Jak zaznacza
Autorka - .. ligandy FGFR1 mogg by¢ wykorzystane jako nosniki lekow cytotoksycznych
w medycynie precyzyjnej...”, co jest ostatnio bardzo nosnym okreéleniem.

W publikacjach przedstawionych jako Rozprawa Doktorska opisano identyfikacje
nowych partneréw biatkowych wplywajacych na stan oligomeryczny receptora oraz
opracowano metody indukcji pozadanego stanu oligomerycznego FGFR1 a takze
opracowano oligomeryczne koniugaty cytotoksyczne o zwigkszonym powinowactwie do
FGFR1, mogace selektywnie eliminowa¢ komérki nowotworowe, o ktérych wiadomo, ze
wykazuja nadprodukcje FGFR1. Prace te zostaty opublikowane w czasopismach o uznanej
‘renomie migdzynarodowej i wysokim wspétczynniku wplywu (taczny impact factor 24,74).
W sklad Rozprawy Doktorskiej wchodza cztery publikacje - jedna przegladowa i trzy
do$wiadczalne. Udzial poszczegélnych wspotautorow tych prac jest dobrze okreSlony i
wskazuje na wiodaca role mgr Natalii Porgbskiej w kazdej z nich. (Nawiasem méwiac, nie
mam pozytywnego stosunku do tabelek z procentowym udzialem wspotautoréw,
zwlaszcza z udzialem okreslonym na 2% i to w przypadku, gdy w publikacjach okreslono
mniej Wie;cej co kto robit... Ale rozumiem, ze formalne Wzgledy wymuszajg konstruowanie

takich tabelek).
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Eksperymenty zostaty wykonane w Zaktadzie Inzynierii Bialka pod kierunkiem dr

hab. Lukasza Opaliniskiego, promotora Rozprawy.

Cata Rozprawa robi bardzo dobre wrazenie - Autorka rozpoczyna ogoélniejszym
Wprowadzeniem w tematyke badar, jasno okreéla Cele pracy a nastgpnie przedstawia
publikacje stanowigce Rozprawe - kazda z tych znakomitych publikacji jest poprzedzona
krétkim opisem w jezyku polskim, streszczajacym niejako jej zawarto$¢. Calos¢ zamyka
Podsumowanie oraz Bibliografia a takze spis publikacji, w ktérych mgr Natalia Porgbska
jest wspotautorem. Ponadto, dotgczone sa oswiadczenia o udziale wspétautoréw w kazdej
z publikacji stanowigcych Rozprawe Doktorska. l

To ,bardzo dobre wrazenie” wynika nie tylko z klarownego ukiadu pracy, jasnych
opisow w jezyku polskim ale przede wszystkim z zawartoSci merytorycznej
opublikowanych prac, obfitujacych w wartosciowe wyniki o duzym potencjale
translacyjnym.

Publikacja (1): Targeting cellular trafficking of fibroblast growth factor receptors as a
strategy for selective cancer treatment, J. Clin. Med, 2019, jest praca przegladowq i
podsumowuje stan wiedzy na temat zarysowany w tytule, szczegolnie koncentrujgc si¢ na
roli receptor6w dla FGF w procesie nowotworzenia, mutacji ktére mogg za to odpowiadac,
deregulacji Sciezek sygnalizacyjnych, mechanizméw aktywacji tych receptoréw,
uruchamianych przez nie kaskad biochemicznych w komoérce a takze internalizacji i
wewnagtrzkomoérkowych loséw receptoréw FGFR. Stanowi to bardzo dobre kompendium
wiedzy na temat tych receptor6éw i ich ligandéw. Cieszy, ze znalazly si¢ w tej publikacji
wzmianki o FGFR rezydujacych w jadrze komoérkowym, chociaz mato jest informacji o
funkcjach, jakie tam petnig oraz o ciekawych danych wskazujacych, ze dimeryzacja tych
receptoréw moze zachodzié bez dzialania specyficznego liganda. Bibliografia tej pracy

obejmuje 208 pozycji literatury.
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Publikacje doswiadczalne to
(2) Differential regulation of fibroblast growth factor receptor 1 trafficking and function by
extracellular galectins, Cell Commun. Signal, 2019;
(3) Dissecting biological activities of firoblast growth factor receptors by coiled-coil-mediated
oligomerization of FGF1, Int. ]J. Biol. Macromolecules, 2021;
(4) Intrinsically fluorescent oligomeric cytotoxic conjugates toxic for FGFR1-overproducing

cancers, Biomacromolecules, 2021.

Wszystkie one s znakomite, zawierajg mnoéstwo wartoSciowych wynikéw
uzyskanych bardzo wieloma wysoce zaawansowanymi technikami badawczymi z zakresu
biochemii, biologii komoérki i biologii molekularnej. Miedzy innymi byly to nastepujgce
podejécia badawcze: produkcja biatek rekombinowanych, w tym ztozonych koniugatow, i
ich oczyszczanie réznymi technikami, ale tez i synteza peptydéw, znakowanie
fluorescencyjne biatek, techniki interaktomiczne polgczone ze spektrometrig mas, analizy
bioinformatyczne, ocena oddziatywan miedzyczasteczkowych wraz z oceng kinetyki tych
oddzialywan (technikg interferometrii bio-warstwowej BLI), pracochfonne badania
stabilnosci oligomeréw FGF1 (Western blot) i koniugatéw (m.in. obrazowanie UV),
wymagajaca elektroforeza bialek w warunkach natywnych, hodowle wielu linii
komorkowych i badania z zakresu biologii komorki, takie jak aktywno$¢ proliferacyjna,
apoptotyczna, mitogenna, metaboliczna, badania cytotoksycznoéci, badania szlakéw
przekazywania sygnaléw wewnatrzkomérkowych czy internalizacji blonowych
receptoréw, zaawansowane analizy mikroskopowe, cytometria przeptywowa.

Jest to zaiste imponujacy zestaw, Swiadczacy o zaawansowanych umiejetnosciach i
szerokich horyzontach Autorkii Zakladu, w ktore, a przede wszystkim te rozliczne techniki
badawcze pozwolily na uzyskanie ogromnej ilosci wartoSciowych wynikéw.

Wszystkie prace - chociaz publikowane osobno - stanowig catos¢, co tez Autorka
opisala skrétowo w Podsumowaniu. Publikacje przyniosty dane na temat mozliwego
mechanizmu  modulujagcego  przekazywanie  sygnaléow  przez FGFR1 oraz
wewnatrzkomérkowego transportu receptoréw, co zostalo nastepnie wykorzystane do
opracowania kontrolowanej oligomeryzacji receptora za posrednictwem oligomerycznych

ligandéw opartych o FGF1. Biatka FGF1 oligomeryzowano za pomoca zrebu biatkowego
3
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GFPp, co pozwolito dodatkowo §ledzié fluorescencje. Ciekawe byto wykazanie - co Autorka

podkresla - ze mozna rozdzieli¢ mitogenng aktywnoé¢ FGFR1 od aktywnosci metabolicznej

w zaleznosci od stanu oligomerycznego receptora i ze ten stan mozna wymusi¢ poprzez

modyfikacje liganda, FGF1. Ponadto, opracowano metod¢ generowania oligomerycznych

fluorescencyjnych koniugatéw cytotoksycznych, ktére mogg by¢ wydajnie i selektywnie

internalizowane do komoérek wykazujacych ekspresje receptora FGFR1.

Calos¢ jest klarownie przedstawiona, dobrze opisana nie tylko w publikacjach, ale

takZze w polskojezycznych rozdziatach. Trudno w zasadzie o jakies uwagi krytyczne,

zwlaszcza ze prace te przeszly wnikliwy proces recenzji w poszczegélnych redakcjach.

Mimo tego, pozwole sobie na uwagi/ pytania:

1.

we wszystkich publikacjach jest wiele wynikéw uzyskanych technikg Western blot -
nie s3 one w zaden sposob kwantyfikowane, nie ma - poza Publikacjg 4 -
zaznaczonych mas rozdzielanych biatek - mam krytyczny stosunek do takiego
sposobu przedstawiania wynikéw uzyskanych ta technika; w publikacjach
stanowigcych Rozprawe jest wiele przyktadéw, kiedy - bez kwantyfikacji wynikow
WB - okresdla sig, ze w danej sytuacji doswiadczalnej danego biatka jest mniej albo
wiecej... Np. w Publikacji 3, Fig. 4C mamy ,slight increase” albo ,strong increase”;
co do degradacji FGFR1 (Publikacja 3, Fig. 3C; Publikacja 4, Fig. 5D) - czy sg jakie$
produkty tej degradacji, ktore bytyby widoczne, gdyby nie ,wycinano” okre§lonych
prazkéw? Czy tez degradacja w tym przypadku polega na tym, ze przecinany jest
akurat fragment w epitopie rozpoznawanym przez zastosowane przeciwciato?

w kazdej publikacji zastosowano te same przeciwciata skierowane np. wobec FGFR1
- przewaznie widzimy 2 prazki, ale czasem wyrazny jest jeden prazek - czy jest na
to jakie$ wyjasnienie?

jeszcze Publikacja 3 - stymulacja pobierania glukozy, Fig. 7 - czy to na pewno jest
,dose-dependent manner”, w jaki ,wild type FGF1 stimulated glucose uptake”...?
w Publikacji 4 badano 4 linie komoérkowe o réinym poziomie ekspresji FGFR1, co
mozna oceni¢ ,na oko” z Ryciny 6A. Wydaje sig, Ze linia NCI-H1581 ma tak samo
niewiele FGFR1 jak linia ,kontrolna”, HCC-15, a jednak koniugat z monometylo
aurystatyng wykazuje silne dziatanie Cytotokéyczne - dlaczego tak jest?

Jak rozpuszczano zwigzek PD173074?
4
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755l tak ogolnie, jaki jest wtaéciwie obraz aktywacji FGFR1 przez FGF1 w czasie: z badari

Eﬁ!

przedstawionych w Rozprawie wynika, ze obecnos¢ 20 ng/ml FGF1 przez 15 min
wystarcza do uruchomienia kaskady zdarzen biochemicznych (fosforylacja
receptora, uruchomienie $ciezki ERK1/2) chociaz do badania internalizacji FGFR1
zastosowano 200 ng/ml FGF1 przez 2 h, do obserwowania degradacji FGFR1 - trzeba
bylo obecnosci FGF1 w tym stezeniu przez 3 h, w badaniu aktywnosci apoptotycznej
juz FGF1 byl obecny przez 16 h (,caspase 3/7 activity assay”) lub 24 h (,annexin
assay”) w stezeniu 200 ng/ml a do stymulacji pobierania glukozy potrzeba byto 20
h. Z kolei do stymulacji aktywnosci proliferacyjnej wystarczyto stezenie 1 ng/ml (i
48 h obecnosci FGF1 w medium hodowlanym). Czy parametry kinetyczne
oddziatywania FGF1 z receptorem FGRR1 wyznaczone metoda BLI byly w
jakikolwiek spos6b pomocne przy dobieraniu stezeti FGF1? (Z obliczeri wynika, ze
stezenia rzedu nanograméw w mililitrze to rzad 1010 M a wyznaczone state dla FGF

1 WT (Publikacja 3, Tab. 2) s3 rzedu 10-8 M).

Reasumujac, przedstawiong do recenzji Rozprawe¢ Doktorska mgr Natalii Porebskiej
oceniam bardzo wysoko, gratuluj¢ zaréwno Autorce jak i Promotorowi.

Stwierdzam, ze Rozprawa spelnia wymagania okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz. Ustaw z 2018 r. poz. 1668 z p6Zn. zmianami)
i wnioskuje do Rady Dyscypliny Naukowej Nauki Biologiczne Uniwersytetu Wroctawskiego
o dopuszczenie mgr Natalii Porebskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i proponuje

wyrdznienie tej Rozprawy stosowng nagroda.
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