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rozprawy doktorskiej mgr Kamila Mieczkowskiego pt. ,,Znaczenie FGFR2 w progresji i terapii
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Nowotwor zlosliwy gruczotu sutkowego, nazywany rakiem piersi, jest nowotworem
wywodzacym si¢ znablonka przewoddéw lub zrazikéw gruczotu sutkowego, poczatkowo
rozwijajacym si¢ miejscowo w piersi, z mozliwo$cia przerzutowania za posrednictwem naczyn
chtonnych i krwionosnych do weztéw chionnych i narzadéw odlegtych. Rak piersi jest drugim po
raku pluc najczgsciej diagnozowanym nowotworem na $wiecie i najczesciej wystepujacym
nowotworem wsrod kobiet, zarowno w bardziej, jak i mniej rozwinietych regionach $wiata. W Polsce
obserwowany jest niepokojacy trend wazrostu liczby zachorowan, jak i zgonow
spowodowanych rakiem piersi u kobiet. Siedemdziesiat procent zachorowan na nowotwory gruczotu
sutkowego stanowig hormono-zalezne raki piersi. Przyjmuje sig, ze estrogeny sg promotorami
koncowej fazy rozwoju nowotworu, przyspieszajagcymi wzrost istniejacych juz, lecz klinicznie
niezdiagnozowanych guzéw. Z kolei wplyw progestagenow na wywolang przez estrogeny aktywnosé
mitotyczng komorek nowotworowych moze by¢ synergistyczny lub antagonistyczny. Oddziatywanie
sterotdow plciowych na komoérki jest zalezne od ekspresji receptoréw dla tych hormonéw oraz
aktywacji szlakow sygnatowych regulujacych aktywno$é mitotyczng i zdolno$é komoérek do
podlegania $mierci apoptotycznej. We wspdlczesnej nauce oraz medycynie obok czynnikéw
genetycznych i endokrynnych, wplywajacych na rozwdj raka piersi badany jest rowniez wplyw
mikro$rodowiska, w sktad ktorego wchodza obok intensywnie proliferujacych komorek
nowotworowych, réowniez komérki prawidlowe, stanowigce ich najblizsze otoczenie. Fibroblasty
rekrutowane przez nowotwor sg jednym z najliczniejszych typow komérek w mikrosrodowisku
guzdéw. Oddziatuja one z komoérkami nowotworowymi poprzez bezpo$rednie interakcje, jak rowniez
w sposob posredni, poprzez wydzielane parakrynnie substancje aktywne. Badania pokazuja, ze
fibroblasty zwigzane z nowotworem promujg wzrost komoérek nowotworowych przez wydzielanie
cytokin i czynnikéw wzrostu; sg zdolne do modyfikacji macierzy zewnatrzkomorkowej poprzez
wydzielanie mataloproteinaz, utatwiajac tym samym proces przerzutowania; stymulujg angiogeneze
poprzez wytwarzanie czynnikéw proangiogennych; promujg beztlenowy metabolizm komorek
nowotworowych oraz umozliwiaja ucieczke spod nadzoru uktadu odpornosciowego. Biorac pod
uwage powyzsze informacje, nalezy stwierdzi¢, ze cel pracy doktorskiej Pana mgr Kamila
Mieczkowskiego, ktérym byto zbadanie wplywu FGFR2 - jednego z receptoréw dla czynnika
wzrostu fibroblastow 7 (FGF7) na wzajemne oddziatywanie receptorow dla estrogenu i progesteronu
oraz przeanalizowanie znaczenia tego wplywu w progresji i terapii luminalnych rakow piersi, byt
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celem zdecydowanie zasadnym, a badania przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej sa niezwykle
wartosciowe.

Rozprawa doktorska mgr Kamila Mieczkowskiego zostala przedstawiona do recenzji w
postaci 122-stronicowej wersji drukowanej formatu A4 w sztywnej oprawie. Uktad dysertacji jest
tradycyjny i zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim, spis tresci, wykaz skrotow, wstep,
cel badan, materiaty, metody, wyniki, dyskusje oraz pismiennictwo. Brak jest natomiast syntetycznie
wypunktowanych wnioskow, ktore tradycyjnie zamieszczane sa po przeprowadzonej przez Autora
dyskusji otrzymanych wynikow. To przeoczenie uwazam za istotne i powrdce do niego w dalszej
czescl recenzji. Rozprawa zawiera 6 tabel i 21 rycin wkomponowanych w tekst. Spis cytowanej
literatury jest niezwykle bogaty, poniewaz sklada si¢ az z 266 prac, z czego 156 pochodzi z ostatnich
10 lat (co stanowi ok. 59% cytowanych artykutéw), a wérod nich az 89 pozycji literaturowych
pochodzi z ostatnich 5 lat. Pig¢ cytowanych artykutéw stanowi dorobek zespolu naukowego, w
ktérym Doktorant pracowat. Nalezy podkresli¢ ogromng staranno$é z jakg Pan Kamil Mieczkowski
przygotowat niniejszg dysertacj¢. Praca napisana jest bardzo tadnym jezykiem, przedstawiajac w
sposob przystepny zagadnienia bedace tematem powyzszej rozprawy doktorskie;j.

We wstepie Doktorant opisuje aktualne dane dotyczgce czesto$ci zachorowan na raka
gruczotu piersiowego w Polsce i na $wiecie, etiologie tej choroby oraz sposoby klasyfikacji raka
piersi oparte na obrazie histologicznym, stopniu zréznicowania komérek nowotworowych oraz
wystgpowaniu przerzutdw do weztow chlonnych. Przedstawia rowniez klasyfikacje oparta na
analizie immunohistochemicznej ekspresji podstawowych markeréw — receptoréw dla hormonow
steroidowych (ER i PR), receptora HER?2 dla ludzkiego naskorkowego czynnika wzrostu oraz biatka
Ki-67, swiadczacego o aktywnosci proliferacyjnej komorek nowotworowych. Klasyfikacja oparta na
charakterystyce molekulamnej odgrywa najwigksze znaczenie dla stawianych przez Autora w dalszej
czesci rozprawy hipotez badawczych. Stosujac zasade opisu ,,od ogétu do szczegohu” Doktorant w
kolejnych podrozdziatach wstepu szczegotowo charakteryzuje budowe i funkcje receptorow
estrogenowego oraz progesteronowego, ich ekspresje na komorkach raka gruczolu sutkowego i
ogromne znaczenie analizy ekspresji tych hormonéw steroidowych w doborze leczenia oraz
rokowaniu. Opisuje réwniez rozne szlaki sygnatowe indukowane przez aktywacje receptorow dla
estrogenu (E2) 1 progesteronu (P4), uwzgledniajac klasyczny szlak genomowy, alternatywny szlak
genomowy oraz szlak niegenomowy posredniczony przez receptory zwigzane z blonami
komorkowymi, dzigki ktorym mozliwa jest szybka $ciezka aktywacji sygnatu
zewnatrzkomoérkowego. Bardzo ciekawy jest podrozdziat 1.2.5 opisujacy najnowsze informacje na
temat znaczenia receptora progesteronowego w rozwoju raka piersi. W tym podrozdziale Autor
podkresla, ze utrata ekspresji PR wiaze si¢ z gorsza odpowiedzig na terapie endokrynne oraz
czgsciowo hormono-niezalezny wzrost guza nowotworowego. Ponadto przedstawia wzajemne
zalezno$ci pomigdzy receptorami dla estrogenow i progesteronu, ktére moga tworzy¢ kompleksy
modulujace aktywno$¢ receptoréw estrogenowych. Nastgpnie Autor przechodzi do omawiania
znaczenia mikrosrodowiska guza w rozwoju choroby nowotworowej, skupiajac sie przede wszystkim
na fibroblastach wchodzacych w sktad guza, ktore poprzez wydzielanie czgsteczek sygnatowych
dziataja na komorki nowotworowe zarowno w sposob bezposredni, poprzez oddziatywania
mi¢dzykormoérkowe, jak i porzez oddzialywania parakrynne, ze wzgledu na zdolnos¢ wydzielania
czasteczek sygnatowych, do ktoérych zaliczane sa czynniki wzrostu fibroblastow badane przez
Doktoranta w niniejszej pracy doktorskiej. Dalej, Autor szczegblowo opisuje szlaki sygnatowe



aktywowane przez czynniki wzrostu fibroblastéw oraz ich receptory w odniesieniu do wzajemnych
zaleznosci pomigdzy aktywacja receptorow estrogenowych oraz progesteronowych a szlakami
posredniczgcymi przez aktywny receptor FGFR2. Caly wstep uwazam, za bardzo dobrze napisany,
stanowigcy kompendium wiedzy na temat najnowszych badan dotyczacych ztozonych oddziatywan
pomiedzy receptorami dla hormonoéw steroidowych a receptorami dla czynnikéw wzrostu
wydzielanych przez fibroblasty zasiedlajace guzy oraz na temat molekularnych mechanizmow
regulujagcych progresj¢ raka piersi. Doskonalym uzupelnieniem sa 3 ryciny, ktére pomagaja
czytelnikowi lepiej zrumumieé¢ skomplikowane molekularne mechanizmy dziatania biatek
opisywanych w pracy. Mam jedynie drobng uwage dotyczacg uzywania w niektorych miejscach
zwrotow bedacych dostowna kalka z jezyka angielskiego. Na stronie 26 znajduje sie zdanie na temat
roli fibroblastow opartej o rozbudowang jukstakrynng komunikacj¢ ze wszystkimi komponentami
mikrosrodowiska guza. W jezyku polskim komunikacje jukstakrynng mozna okre$lié mianem
komunikacji migdzykomorkowej. Na tej samej stronie uzyto rowniez zwrotu  franzycja epitelialno-
mezenchymalna”, ktérg poprawnie po polsku mozna bytoby opisa¢ jako przemiane nabonkowo-
mezenchymalng. Ponadto sformutowanie ,mutacje missensowne” znajdujace sie na sronie 31,
sugerowatabym zastapi¢ okreSleniem ,mutacie zmiany sensu”, aby nie bylo prostym
,Spolszczeniem” angielskiej frazy. Te uwagi w niczym jednak nie pomniejszajg wartosci doskonale
opracowanego pierwszego rozdziatu.

W kolejnej czesci pracy Autor bardzo szczegdtowo i skrupulatnie opisat zastosowana w toku
swoich badaf metodyke. Dobrym rozwiazaniem byt podzial materiatow i metod na dwa osobne
rozdziaty. W rozdziale 3 - Materialy Doktorant uwzglednit informacje dotyczace zastosowanych
linii komérkowych razem ze zrodtem ich pochodzenia, pozywek oraz suplementdw do hodowli in
vitro, plazmidéw i shRNA oraz odczynnikéw do klonowania, materiatéow do izolacji RNA oraz
przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym, buforow stosowanych w doswiadczeniach z
podaniem ich szczegétowego sktadu oraz przedstawit liste wszystkich uzytych przeciwciat pierwszo-
1 drugorzgdowych. W przypadku przeciwciat dobrze bytoby podaé oprocz nazwy producenta réwniez
numery katalogowe, poniewaz w wigkszosci przypadkow producenci dysponujg wiecej niz jednym
przeciwciatem swoistym dla danego biatka. Z kolei niepotrzebne bylo wyszczegdlnianie na stronie
45 odczynnikéw wchodzacych w sktad zestawu do oznaczania stezenia biatka firmy Bio-Rad,
poniewaz informacja zawiera jedynie enigmatyczne nazwy Odczynniki S, Odczynnik A oraz
Odczynnik B, bez podania ich sktadu, ktory prawdopodobnie jest tajemnica producenta zestawu. W
rozdziale 4 - Metody Autor w sposob bardzo przystepny opisuje metodyke zastosowang w pracy
doktorskiej. Mam jednak kilka pytan, ktére majg na celu us$ci$lenie niektorych informacji
przedstawionych w tej czesci rozprawy doktorskiej.

1) W podrozdziale 4.6, opisujacym metodyke elektroforezy biatek w zelu poliakrylamidowym,
podano informacj¢ o objetosci probek (20 ul), ktéra byta nanoszona do studzienek w zelu. Tym
czasem bardziej istotna bylaby informacja o ilo$ci biatka nanoszonego na zel, podana w
pg/studzienke.

2) W podrozdziale 4.11. opisujacym test PLA autor powinien wyjasni¢ ogdlng zasade dzialania
tego testu sprawdzajacego interakcje pomiedzy specyficznymi biatkami, poniewaz nie jest to
metoda tak powszechnie stosowana, jak np. immunoprecypitacja. Osobiscie nie miatam okazji
uzywac testu PLA w swoich badaniach i musialam poszuka¢ informacji na jego temat w czasie
przygotowywania recenzji niniejszej rozprawy doktorskiej. Poza tym w opisie samej procedury



pojawia si¢ informacja o zastosowanych stezeniach E2 (50nM) i P4 (500 nM), ktore byly
pieciokrotnie wyzsze niz w przypadku innych doswiadczefi wykonanych w ramach pracy
doktorskiej. Zdaniem recenzentki warto$ci te podano przez pomytke, poniewaz w rozdziale
opisujgcym wyniki widnieje informacja o zastosowaniu nizszych stezefi hormonow
steroidowych, takich jak w pozostatych doswiadczeniach.

3) Dos¢ istotnym blgdem byto pominigcie informacji na temat analizy statystycznej uzyskanych
wynikow. Nie wiadomo jakie testy statystyczne zostaly uzyte oraz w jaki sposéb
zaprezentowano wyniki. Czy widoczne na wykresach stupki btedow przedstawiajg odchylenia
standardowe (SD), czy btad standardowy (SEM)?

Nastepny rozdziat dysertacji opisuje wyniki przeprowadzonych do$wiadczen. Na 30 stronach
zostaly bardzo starannie przedstawione uzyskane obserwacje, a do opisu zostaly dolaczone
zestawienia wynikow w formie 17 rycin i 5 tabel. Uwazam, ze model kultur przestrzennych na
Matrigelu zostal wlasciwie dobrany do celéw pracy doktorskiej. Doktorant w sposéb logiczny i
uporzagdkowany opisuje uzyskane wyniki, uzupelniajac je o komentarze, bedace pewnego rodzaju
wnioskami z uzyskanych obserwacji. Poczatkowo Autor pokazuje, ze estrogen i progesteron
wywieraly przeciwstawne dziatanie na komorki raka piersi linii T47D. Estrogen promowal wzrost
komorek, natomiast progesteron hamowat ten wzrost. Pod wptywem jednoczesnego traktowania
komorek linii T47D progesteronem i FGF7 wykazano znoszenie przez ten czynnik wzrostu
hamujacego wpltywu progesteronu, obserwujac tworzenie sferoidéw istotnie wiekszych w
poréwnaniu do struktur przestrzennych tworzonych przez komorki inkubowane w pozywce
wzbogaconej samym progesteronem. Uzywajac komorek linii T47D z wyciszonym genem receptora
FGFR2 Doktorant potwierdzil, ze FGF7 oddziatywat na komoérki linii T47D poprzez aktywacje tego
receptora. Wykonujgc podobne doswiadczenia z uzyciem P4 i FGF7 na komérkach luminalnego raka
piersi linii MCF7 Autor otrzymat odwrotne wyniki, pokazujgce mitogenne wtasciwosci P4 oraz brak
dodatkowego efektu stymulacji proliferacji komorek linii MCF7 pod wplywem dodatku czynnika
FGF7. Te obserwacie sktonity Doktoranta do weryfikacji poziomu ekspresji receptorow dla
hormonéw steroidowych stosowanych w pracy oraz dla receptora FGFR2 w 10 réznych liniach
luminalnego raka piersi, przy uzyciu metody Western-blot. Tu pragne podkresli¢ ogrom pracy, ktora
Doktorant wykonat w celu doboru whasciwego modelu badawczego do dalszych etapow pracy. Na
podstawie uzyskanych wynikéw wybrano linie T47D oraz CAMA-1, jako komérki posiadajgce
ekspresj¢ wszystkich trzech receptoréw i wykazujace podobna odpowiedZ na podawane czynniki
doswiadczalne. W tym miejscu, z obowiazku recenzenta, mam kilka pytan do Autora rozprawy
doktorskiej:

1) Jak wytlumaczy Pan réznice w ekspresji receptoréow ER i PR w testowanych w pracy liniach
komaorkowych w kontekscie wynikéw prezentowanych przez innych autoréw (np. Dai i wsp.,
Journal of Cancer, 2017; 8(16): 3131-3141. doi: 10.7150/jca.18457)? Komérki linii BT483
uznawane sg za lini¢ wykazujaca ekspresj¢ obydwu receptoréw, tym czasem z ryciny 9 wynika,
ze ekspresja ta byla na bardzo niskim poziomie w poréwnaniu do innych analizowanych linii
komorkowych. Podobnie jest z linia BT474, w przypadku ktérej wykazat Pan wysoka ekspresje
PR, lecz niski poziom ER, a literatura podaje, ze komoérki te powinny byé ER+. Linia MCF7
réwniez uznawana jest za ER+PR+, natomiast wyniki analizy Western-blot sugerujg niski
poziom receptora PR w porownaniu do ekspresji w komorkach linii T47D. W jaki sposob mozna



wiec wythumaczy¢ silny efekt proliferacyjny w komoérkach linii MCF7 indukowany w obecnosci
P47

2) Linia CAMA-1 wytypowana przez Autora dysertacji do dalszych doswiadczen, oprocz tego, ze
posiada ekspresje receptoréw ER, PR oraz FGFR2 oraz podobna do komérek linii T47D reakcje
na dziatanie hormonoéw steroidowych i FGF7, wykazuje réwniez znacznie odmienng morfologie
struktur przestrzennych tworzonych przez te komorki wysiane na Matrigelu, w porownaniu do
sferoidow tworzonych przez komérki linii T47D. Struktury tworzone przez komorki linii
CAMA-1 byly groniaste, a nie sferyczne, co moze sugerowa¢ nizszy poziom zrdéznicowania tych
komoérek w poréwnaniu do komorek luminalnego raka piersi linii T47D (polecam artykut Kenny
i wsp., Mol Oncol. 2007;1(1):84-96. doi: 10.1016/j.molonc.2007.02.004). W omawianych
wynikach oraz w dyskusji ten fakt zostal pominiety. Komorki linii CAMA-1 wyizolowane
zostaly z gruczolakoraka, natomiast komérki T47D wyizolowano z inwazyjnego raka
przewodowego. Réznilo je zarowno pochodzenie, jak i poziom ekspresji receptora FGFR2, ktory
byl znacznie nizszy w komoérkach CAMA-1 niz w przypadku komorek T47D. Czy te roznice
mogly wplywa¢ na niektore procesy bedace przedmiotem badafi Doktoranta? Na przyklad
uzyskane metoda PLA wyniki pokazuja, ze liczba kompleksoéw receptoréw ER-PR tworzonych
pod wptywem stymulacji E2 i P4 byta znacznie nizsza w jadrach komorek linii CAMA-1 niz
T47D. Prosze¢ o komentarz.

W dalszej czgsci pracy Autor wykazal, ze FGF7 w obecno$ci hormondéw steroidowych
przyczynial si¢ do obnizenia poziomu ekspresji PR, a mechanizm ten by po$redniczony przez
receptor FGFR2. Ponadto, pod wptywem FGF7 dochodzito do redukcji wzajemnych oddziatywanh
receptorow ER i PR. Bardzo intersujace byly wyniki pokazujace, geny ER-zalezne podlegajgce
regulacji przez FGF7 w obecnosci hormonéw steroidowych. Wsrod nich znalazty sie geny, ktorych
produkty bialkowe uczestnicza w regulacji przezycia i $mierci komorek (BCL2L1, IRS1, BMP4,
MMPY9, BRCAI). Badania te wykonano jedynie na komorkach linii T47D. Ciekawe bytoby
wykonanie analogicznej analizy z uzyciem RT? Profiler PCR Array na komoérkach CAMA-1
traktowanych E2, P4 oraz czynnikiem wzrostu FGF7, w celu sprawdzenia, czy podobne geny ER-
zalezne bylyby regulowane przez FGF7 w komérkach wykazujacych odmienng morfologie w
hodowli na zrekonstruowanej blonie podstawnej. Konsekwencjg otrzymanych wynikoéw, bylo
przeprowadzenie na dalszych etapach badan analizy majacej na celu identyfikacje szlakow
sygnatowych aktywowanych przez FGF7 i receptor FGFR2 i zaangazowanych w regulacje funkcji
ER oraz PR w komérkach luminalnego raka piersi. Tym razem Doktorant do opracowanego modelu
badawczego dolozyt inkubacj¢ z szeregiem zwigzkoéw prowadzacych do zahamowania aktywnosci
kinaz oraz bialek sygnatowych uczestniczacych w wybranych szlakach sygnalizacji komoérkowej.
Otrzymane wyniki pozwolily stwierdzi¢, ze szlak z udzialem kinazy JNK jest kluczowym
mediatorem zalezno$ci pomigdzy aktywowanym przez FGF7 receptorem FGFR2, a receptorami dla
hormonow steroidowych (ER i PR ). Ostatnim etapem do$wiadczen na modelu in vitro bylo
wykazanie wptywu FGF7 na efekty dziatania antagonisty ER: 4-hydroksytamoksyfenu, leku anty-
estrogenowego powszechnie stosowanego w terapii przeciwnowotworowej. W przypadku inkubacji
komorek linii T47D i CAMA-1 w pozywce zawierajacej dodatek wszystkich czynnikow
do$wiadczalnych: 4-OHT, E2, P4 oraz FGF7, czynnik wzrostu fibroblastow-7 nasilal wzrost
komorek obydwu linii, znoszac dziatanie 4-OHT, podczas gdy komorki traktowane wytacznie E2 i
4-OHT lub E2, P4 i 4-OHT wykazywaly istotnie nizszy potencjat proliferacyjny, tworzgc wyraznie



mniejsze struktury przestrzenne na Matrigelu. Uzyskane wyniki wskazujag na  mozliwe
zaangazowanie szlaku sygnatowego indukowanego przez FGF7 w proces wyksztatlcania w
komoérkach nowotworowych oporno$ci na terapie anty-estrogenowe, co moze mieé¢ ogromne
znaczenie dla przysztych badan nad tworzeniem nowych rozwigzah w terapiach
przeciwnowotworowych.

Ostatnim etapem pracy doktorskiej Pana mgr Kamila Mieczkowskiego byla analiza ekspresji
gendw, ktére w badaniach in vifro wykazywaty regulacje pod wpltywem FGF7 oraz hormonéw
steroidowych, w tkankach guzéw pochodzacych od pacjentek ze zdiagnozowanym, hormono-
zaleznym rakiem piersi. Ta cze$¢ pracy zastuguje na szczegolne uznanie, poniewaz Doktorant miat
mozliwo$¢ wykorzystania materiatu klinicznego w celu weryfikacji czesci hipotez stawianych
podczas doswiadczen in vitro. Ekspresj¢ wybranych genoéw przeanalizowano w tkankach od 226
pacjentek, ze zdiagnozowanym ER+PR+ inwazyjnym rakiem piersi, przy czym zdecydowana
wigkszos¢ probek pochodzita od pacjentek postmenopauzalnych, a jedynie 32 guzy pochodzity od
pacjentek przedmenopauzalnych. Zaprezentowane wyniki poziomu ekspresji wybranych genow w
materiale klinicznych maja ogromng warto$¢ poznawcza i moga w przysztosci pomédc w
wyznaczeniu nowych molekularnych markerow diagnostycznych. Mam jednak kilka watpliwosci,
odnoszacych si¢ do tej czegsci rozprawy doktorskiej:

1) Guzy pochodzace od pacjentek postmenopauzalnych stanowily najliczniejsza grupe badana,
jednak ten materiat badawczy nie odpowiadal w pelni warunkom doswiadczen z czg$ci in vifro
pracy, w ktorej kluczowymi czynnikami do§wiadczalnymi, indukujacymi aktywno$¢ receptorow
steroidowych byt E2 oraz P4. Stezenie tych steroidoéw u kobiet po menopauzie jest istotnie nizsze
niz u kobiet w wieku przedmenopauzalnym. W przypadku E2 st¢zenie to wynosi ponizej 30
pg/ml, a stezenie P4 jest zblizone do stezenia z fazy wzrostowej cykly, czyli od 0,1 do 0,4 ng/ml.
Sa to wigc stgzenia znacznie nizsze od tych stosowanych w doswiadczeniach in vitro. W dyskusji
nie uwzgledniono tego czynnika. Pojawia si¢ natomiast uogolnione stwierdzenie, iz sygnalizacja
FGF7/FGFR2 zwiazana jest z hormono-zalezng stymulacja wzrostu komoérek nowotworowych
oraz wyksztalcajacg si¢ opornosciag na terapie nowotworowe. Z drugiej strony badania na
materiale klinicznym wykazaty, ze u pacjentek postmenopauzalnych ekpsresja FGFR2 jest
dobrym czynnikiem rokowniczym. Prosz¢ o komentarz.

2) Po przeprowadzeniu analizy korelacji Spearmana udato si¢ Doktorantowi wykazac statystycznie
istotne korelacje pomiedzy poziomem receptora FGFR2 a ekspresja 9 genéw w grupie
wszystkich pacjentek, ekspresjg zaledwie 2 genéw w grupie pacjentek przedmenopauzalnych
oraz 4 gendéw w grupie pacjentek postmenopauzalnych. Warto§¢ wspoétczynnika korelacji byta
najwyzsza w przypadku genu JUNB oraz S100A6 i wynosita odpowiednio 0.51 i 0.48. W
przypadku reszty statystycznie istotnych genéw wspotczynnik korelacji mial warto$¢ od 0.15 do
0.25, co $wiadczy o stabej korelacji pomiedzy ekspresjg analizowanych genéw a poziomem
FGFR2. W pracy brakuje komentarza odnoszacego si¢ do tej obserwacji, dlatego prositabym o
przedstawienie opinii o faktycznym znaczeniu stabych korelacji.

3) Tabela 2 wydaje sie by¢ niedokonczona i poczatkowo trudna do zrozumienia dla czytelnika.
Lepiej bytoby na poczatku tabeli przedstawi¢ dane liczbowe dotyczace liczby wszystkich guzéow
ER+ uwzglednionych w badaniu, a dopiero pdzniej dokonaé podziatu na guzy ER+PR+.

Na koncu rozdziatu 5 Autor dokonuje syntetycznego podsumowania uzyskanych wynikow,
co jest bardzo dobrym rozwigzaniem. Nastepnie przechodzi do szczegdtowego omowienia i



skonfrontowania wynikéw swoich badan z dostepng literaturg w oddzielnym rozdziale 6 -Dyskusja.
Wysoko oceniam zaréwno forme, jak i merytoryczng strone tej dyskusji. Pod koniec rozdzialu Autor
wskazuje mozliwosci wykorzystania danych otrzymanych w toku swoich badan w planowaniu
nowych strategii terapeutycznych u pacjentek z luminalnym rakiem piersi, podkreslajac istotne
zaangazowanie FGFR2 w hormono-zalezny wzorst komérek nowotworowych oraz w hamowanie
efektywnosci tamoksyfenu przez szlak aktywowany przez FGF7/FGFR2. Niestety w rozprawie
doktorskiej zabrakto rozdziatu, w ktoérym zostalyby wypunktowane najwazniejsze wnioski
wynikajace z przeprowadzonych badan i obserwacji. Wnioski te czytelnik moze znalezé w
rozdziatach Wyniki oraz Dyskusja, jednak zwy czajowo przyjete jest aby przedstawione byly w sposob
syntetyczny w osobnym rozdziale, pod koniec rozprawy doktorskiej.

Na koniec pragng podkresli¢, ze pomimo uwag i pytan zawartych w recenzji prace doktorska
mgr Kamila Mieczkowskiego oceniam bardzo wysoko i uwazam, ze otrzymane wyniki stanowia
bardzo istotny wklad w poszerzanie wiedzy na temat wplywu czynnikow parakrynnych
wydzielanych przez fibroblasty, na rozw6j komoérek raka gruczohu sutkowego.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Kamila
Mieczkowskiego pt. ,,Znaczenie FGFR2 w progresji i terapii luminalnych rakéw piersi” odpowiada
warunkom okreslonym w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 1. poz. 882 i 1311) i wnosze do
Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr
Kamila Mieczkowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie z uwagi na
wysoka ocene merytoryczng pracy doktorskiej wnioskuje o jej wyrdznienie.

Co L

Warszawa, dnia 16 wrzes$nia 2020 r. dr hab. Matgorzata Gajewska



