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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Kamila Mieczkowskiego
pt. ,Znaczenie FGFR2 w progresji i terapii luminalnych rakéw piersi”
wykonanej w Zaktadzie Enzymologii i Onkologii Molekularnej

Instytutu Biotechnologii Medycznej i Onkologii Doswiadczalnej GUMed

Rak piersi jest jednym z czestszych nowotworédw u kobiet i najczesciej diagnozowanym
nowotworem w Polsce. Hormono-zalezne, luminalne raki piersi, ktére wykazujg ekspresje receptora
estrogenowego (ER) stanowig znaczng wiekszos$¢ sposrédd nowotworéw piersi. Komarki luminalnych
rakdw piersi, oprécz ER mogg takze produkowac receptor progesteronowy (PR), ktérego obecnoéé w
istotny sposéb determinuje ztosliwo$¢ nowotworu i jego odpowiedzZ na terapie. W ostatnich latach
wykazano $cista kooperacje pomiedzy ER i PR w modulacji ekspresji genow regulujgcych podstawowe
procesy komérkowe, takie jak metabolizm czy proliferacja, co ma znaczenie w rozwoju guzéw i ich
odpowiedzi na leczenie. Dodatkowym czynnikiem, ktéry wptywa na zachowanie komdrek
nowotworowych jest ich interakcja z otaczajgcym Srodowiskiem. Jednym z gtdwnych przekaznikéw
sygnatéw w mikrootoczeniu guza jest system fibroblastycznych czynnikéw wzrostu (FGF) oraz ich
receptoréw (FGFR). Biatka FGF/FGFR przekazujg sygnaty z zewnatrz do wnetrza komérek, regulujgc ich
réznicowanie, podziat, metabolizm oraz smieré¢. Grupa badawcza, ktérej cztonkiem jest mgr Kamil
Mieczkowski we wczesniejszych badaniach wykazata, ze ER, PR oraz system FGFR s3 funkcjonalnie
potaczone, gdzie FGFR w sposéb alternatywny (niezalezny od kanonicznych ligandow) aktywuje ER oraz
PR. Co wazne, wspotdziatanie ER, PR oraz FGFR moze decydowac o progresji choroby nowotworowej i
jej odpowiedzi na stosowane terapie. W ten bardzo ciekawy i wazny nurt badan doskonale wpisuje sie
praca doktorska mgr Kamila Mieczkowskiego wykonana w Zaktadzie Enzymologii i Onkologii
Molekularnej pod opieka naukowa dr hab. Rafata Sadeja, prof. GUMed.

Wstep teoretyczny pracy doktorskiej mgr Kamila Mieczkowskiego jest doskonale
przygotowanym zbiorem informacji, ktéry idealnie wprowadza w podjetg tematyke badawcza. Praca
stopniowo przechodzi od klasyfikacji nowotworéw piersi, poprzez budowe i funkcje ER oraz PR do
strategii terapeutycznych celujagcych w luminalne nowotwory piersi. Nastepnie opisane s biatka
FGF/FGFR i ich udziat w procesach nowotworzenia, ze szczegélnym uwzglednieniem rakéw piersi.

Zaznaczono tez obecny stan wiedzy taczacy system FGF/FGFR z biatkami ER i PR oraz kliniczne znaczenie
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tych interakcji. Przedstawione dane s merytorycznie poprawne, wszechstronne, a uzyta bibliografia
szeroka i aktualna. Podobnie, sekcje techniczne pracy (,Materiaty” i ,Metody”) nie zawierajg
merytorycznych btedéw i pozwalajg na przesledzenie i ewentualne powtdrzenie wykonanych
eksperymentéw.

Czesd¢ eksperymentalng pracy doktorskiej mgr Kamil Mieczkowski rozpoczat od analizy wptywu
szlakéw sygnatowych FGF7/FGFR2 na wzrost komdrek luminalnego raka piersi. Co warte podkreélenia,
eksperymenty byty przeprowadzone z uzyciem hodowli komérkowych 3D z uwzglednieniem tia
hormonalnego w celu mozliwie najlepszego nasladowania warunkéw panujacych in vivo u pacjentek.
To niewatpliwie mocna strona niniejszej pracy doktorskiej. Doktorant przekonywujgco wykazat, ze
FGF7 poprzez FGFR2 znosi hamujacy proliferacje komdrek efekt progesteronu (P4) w linii T47D, co
stanowito wazny wstepny wynik do dalszych analiz. Co ciekawe, kombinacja estrogenu (E2) i FGF7 (pod
nieobecno$¢ P4) gorzej stymulowata wzrost komdrek niz samo E2, a efekt ten byt zniesiony przez
wyciszenie FGFR2 (Ryc. 5, Ryc. 7). Ten wynik nie zostat skomentowany w pracy, a w mojej opinii jest
warty zauwazenia, gdyz moze wskazywac na udziat $ciezki FGF7/FGFR2 w hamowaniu podziatéw
komdrkowych indukowanych przez ER. Czy jest to bezposrednie dziatanie FGFR2 na ER? Bardzo
chciatbym pozna¢ opinig/hipoteze mgr Kamila Mieczkowskiego dotyczaca tego wyniku.

Doktorant konkluduje na s.58: ,,Podsumowujac, przeprowadzone analizy wzrostu komorek
luminalnego raka piersi jednoznacznie wskazujg na udziat sygnalizacji FGF7/FGFR2 w regulacji
odpowiedzi komérek na hormony steroidowe”. Poniewaz knock-down FGFR2 jednoczesnie eliminuje
sygnalizacje FGFR2-zalezng oraz sam receptor, przedstawione podsumowanie jest niejako
nadinterpretacjg. Doktorant na tym etapie pracy (dowody pojawiajg sie w dalszych czesciach pracy)
nie moze wykluczy¢, ze FGF7/FGFR2 w sposdb niezalezny od przekazywania sygnatu (np. przez fizyczng
interakcje z ER/PR, lub w inny sposdb niezalezny od aktywnosci kinazy tyrozynowej) reguluje dziatanie
hormondw steroidowych.

W pracy zawarto analizy szeregu linii komérkowych w celu doboru drugiego modelu
odpowiedniego do prowadzonych badan. Jest to poprawne podejscie, pozwalajgce na unikniecie
artefaktow i Swiadczace o dojrzatosci naukowej doktoranta. Na podstawie testow proliferacyjnych oraz
techniki western blotting z panelu przetestowanych linii do kolejnych analiz, oprécz T47D, wybrano
linie CAMA-1. Wykazano, ze wptyw FGF7 na dziatanie ER/PR dla linii CAMA-1 jest analogiczny jak
uzyskany dla T47D, co znaczaco wzmacnia uzyskane dane i potwierdza zatozong hipoteze badawczg.

Zastanawiajaca jest natomiast migracja FGFR2 na przedstawionych blotach. W linii T47D FGFR2 na Ryc.
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6 migruje w postaci pojedynczego prazka (potwierdzone wyciszeniem FGFR2), natomiast na Ryc. 9 w
postaci dwdch prazkdw. Czy doktorant walidowat w jaki$ sposéb ktéry z prazkéw dla sygnatu FGFR2
jest prawidtowy? Z czego wynika réznica w detekcji FGFR2 dla linii T47D miedzy Ryc. 6 i 9? Uwazam, ze
identyfikacja prazkow FGFR2 jest szczeg6lnie istotna pod katem linii CAMA-1, w kt6rej sygnat dla FGFR2
jest bardzo staby i obserwowany jako pojedynczy prazek. Czy doktorant prébowat analizowaé poziom
innych FGFR w badanych liniach? Poniewaz FGF7 (uzyty w testach proliferacyjnych) moze takze
oddziatywac z FGFR1 przedstawione w pracy dane w petni nie wykluczajg mozliwosci udziatu FGFR1 w
FGF7-zaleznej regulacji ER/PR w linii CAMA-1.

Doktorant w kolejnych krokach przekonywujgco wykazat, ze FGF7 w obecnosci E2 i P4 reguluje
poziom PR. Tutaj chciatbym zwréci¢ uwage na kilkukrotnie pojawiajace sie w pracy niescisto$¢ w postaci
stwierdzenia, ze FGF7 wptywa na poziom ekspresji PR (np. s.61, linia 7). Przeprowadzone testy
pozwalajg wyciaggnac jednoznaczny wniosek, ze FGF7 wptywa na poziom PR, natomiast nie pozwalajg
stwierdzi¢, ze FGF7 wptywa na poziom ekspresji tego biatka (FGF7 moze np. indukowa¢ degradacje juz
istniejgcego biatka PR nie majac wptywu na ekspresje genu PR).

Przedstawione dane sugerujs, ze szlaki sygnatowe zalezne od FGF7/FGFR2 indukuja
fosforylacje na serynie 294 PR. Poniewaz obserwowane réznice w intensywnosci sygnatu dla PR294 sg
stosunkowo niewielkie praca zyskataby na densytometrycznej i statystycznej analizie tych sygnatéw
(podobnie jak wykonano na Ryc. 12D). Warte podkreslenia jest wychwycenie przez doktoranta
zaskakujgcego wyniku dla E2+P4 dla linii T47D FGFR2 (-) (Ryc. 13) oraz ciekawa jego interpretacja.

Nastepnie mgr Kamil Mieczkowski podjat probe analizy wptywu FGF7/FGFR2 na tworzenie
kompleksu pomiedzy PR i ER. Na poczatku zastosowano ko-immunoprecypitacje (Co-IP). Pomimo
negatywnego wyniku tych testéw (brak detekcji interakcji ER z PR) warty podkreslenia jest szereg préb
optymalizacji i modyfikacji Co-IP, szczegélnie podejscie z zastosowaniem sieciowania molekularnego
przez paraformaldehyd (PFA). W zwigzku z eksperymentem z PFA chciatem sie zapyta¢ doktoranta czy
wykrywano cate membrany, czy tez przedstawione fragmenty (Ryc. 14). Sieciowanie molekularne
prowadzi do wytworzenia stabilnych adduktéw ER-PR (nie ulegajacych dekompozycji w SDS-PAGE) o
masie odpowiadajgcej kompleksowi a nie pojedynczym biatkom. W zwigzku z tym kompleksy powinny
wedrowac znacznie wolniej na SDS-PAGE.

Jako alternatywe dla Co-IP zastosowano test PLA, ktéry jest stosunkowo nowg technika
pozwalajgca na detekcje kompleksdw stosujac mikroskopie fluorescencyjng (FM). Stosujgc PLA,

doktorant jednoznacznie wykazat negatywny wptyw FGF7 na formowanie komplekséw pomiedzy E2 i
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P4 zaréwno w komérkach T47D jak i CAMA-1. Co ciekawe, w wiekszosci przypadkéw kompleksy ER/PR
zlokalizowane sg w jadrze komérkowym, natomiast w przypadku E2+P4 dla CAMA-1 wiekszo$¢ sygnatu
znajduje sie poza jadrem (Ryc. 15B). Czy przedstawiony obraz jest reprezentatywny? Czy doktorant
mogtby skomentowac ten punkt? Czy kompleksy ER-PR s3 wykrywane w PLA pod nieobecnosé
hormonéw?

W kolejnym kroku zbadano wptyw FGF7/PR na regulacje ekspresji gendw zaleznych od ER. W
tym celu zastosowano RT Profiler PCR Array i wytypowano zestaw genow ER-zaleznych modulowanych
przez FGF7. Zidentyfikowane geny koduja szereg biatek zaangazowanych w komérkowe mechanizmy
onkogenne, co podkresla warto$¢ przeprowadzonych badan. Dla wybranych genéw potwierdzono
uzyskane wyniki z zastosowaniem testu gPCR. Nastepnie, stosujagc qPCR oraz inhibitory $ciezek
sygnatowych zaleznych od FGFR2 wykazano, ze $ciezki PI3K/Akt, MAPK/JNK oraz Src mogg odpowiadaé
za obserwowane efekty FGF7/FGFR2 na aktywno$¢ ER w obecno$ci E2/P4. Uzyskane wyniki
potwierdzono w testach wzrostu komérek w hodowlach 3D z wytypowanymi inhibitorami.

Warte podkreslenia sg rowniez wyniki przedstawione w rozdziale 5.6. W sekcji tej doktorant
wykazat, ze odkryta zalezno$¢ pomiedzy systemem FGF/FGFR moze mie¢ znaczenie w leczeniu
nowotwordw piersi. Jednoznacznie wykazano, ze FGF7 obnizat skuteczno$é¢ tamoksifenu, zwigzku
uzywanego w chemioterapii luminalnych nowotwordw piersi. Podjeto réwniez prébe potgczenia
molekularnych mechanizméw odkrytych in vitro z danymi klinicznymi (we wspotpracy z zespotem
klinicystdw z Uniwersytetu Medycznego w todzi). Przeprowadzone analizy pozwolity na wytypowanie
FGFR2 jako dobry czynnik rokowniczy u pacjentek postmenopauzalnych z luminalnym rakiem piersi.

Pod katem technicznym chciatbym zwrdci¢ uwage na brak informacji o stupkach btedéw na
przedstawionych w pracy wykresach. Czy przedstawiono $rednig +/- SD czy SEM? W czesci wykresow
analize statystyczng przeprowadzono dla wszystkich wynikéw (np. Ryc. 5 czy Ryc. 11), natomiast w
czedci testy statystyczne przedstawiono jedynie dla wybranych danych (Ryc. 7, Ryc. 18), lub w ogdle
brakuje statystyki (Ryc. 12B, D, Ryc. 16). Dlaczego przyjeto taka metodyke? W danych z eksperymentéw
PLA brakuje paska skali przy zdjeciach FM na Ryc. 15.

Cze$¢ , Dyskusja” jest wyczerpujgca oraz merytorycznie poprawna. Brakowato mi w niej jedynie
szerszego odniesienia do systemu FGF/FGFR. Czy tylko FGF7/FGFR2 spos$réd systemu FGF/FGFR sg
zaangazowane w regulacje ER/PR? Czy podjeto prdéby/planowano analizy bezposredniego
oddziatywania biatek FGF z ER-PR (szereg biatek FGF zlokalizowanych jest w cytozolu/jadrze)? Czy
podjeto préby zbadania wptywu miejscowo-specyficznej, zaleznej od FGF7/FGFR2 fosforylacji ER/PR
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na formowanie komplekséw ER-PR oraz na aktywnos$¢ transkrypcyjng ER? Bardzo docenitbym

ustosunkowanie sie doktoranta do tych niezwykle ciekawych naukowo kwestii.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr Kamila Mieczkowskiego zawiera oryginalne wyniki badan
naukowych, ktére cechujg sie duzg nowatorskoscia oraz znaczeniem naukowym. Przedstawione
badania stanowig logiczny, spdjny, doskonale zaplanowany cigg badan. Prace naukowa mgr Kamila
Mieczkowskiego charakteryzuje szeroki wachlarz zastosowanych technik (hodowle 3D, techniki
biochemiczne, mikroskopowe, techniki biologii molekularnej) oraz krytyczne podejscie do uzyskanych
wynikéw. Pod katem redakcyjnym (poprawnos$¢ formalno-jezykowa, stylistyczna i interpunkcyjna,
uktad pracy oraz struktura podziatu tresci) przedstawiona praca doktorska przygotowana jest w sposéb
niemal bezbtedny, sposéb prezentacji danych i ich analizy jest poprawny. W pracy znajdujg sie
pojedyncze niedociagniecia oraz niescistosci merytoryczne (wymienione powyzej), co nie ma jednak
wiekszego wptywu na mojg bardzo wysoka ocene przedstawionej pracy. Co wazne, uzyskane wyniki
wnoszg wazny wktad w stan wiedzy o $ciezkach przekazywanie sygnatéw w nowotworach piersii mogg
znaczgco przyczynic sie do rozwoju nowego podejscia terapeutycznego celujgcego w FGFR2.

W zwigzku z tym stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Kamila Mieczkowskiego pt.
»Znaczenie FGFR2 w progresji i terapii luminalnych rakéw piersi” spetnia wszystkie zwyczajowe i
ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych-nauki
biologiczne. Wnosze wiec do wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego o
przyjecie rozprawy doktorskiej mgr Kamila Mieczkowskiego oraz o jej dopuszczenie do dalszych

etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. tukasz Opalinskii



