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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Moniki Gorskiej-Arcisz zatytutowanej
»FGFR2 w regulacji wspétzaleznosci p62/Keap1/Nrf-2 — znaczenie w luminalnym raku

piersi”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Moniki Gorskiej-Arcisz, zostata
przygotowana w Zaktadzie Enzymologii i Onkologii Molekularnej w Instytucie Biotechnologii
Medycznej i Onkologii Doswiadczalnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego pod kierunkiem
Pana dr hab. Rafata Sadeja, prof. GUMed. Przedmiotem badan byto scharakteryzowanie roli
FGFR2 w regulacji aktywnosci kompleksu p62/Keap1/Nrf-2 w luminalnym raku piersi i zmianie
wrazliwosci komérek nowotworowych na leki skierowane wobec ER. Tak wiec, tematyka
badawcza jest bardzo aktualna, w szczegdlnosci w swietle intensywnie prowadzonych prac
nad zrozumieniem procesu nabywania opornosci przez komérki rakowe na stosowane terapie,
a realizacja pracy pod opiekg doswiadczonego promotora, specjalizujgcego sie w badaniach
roli FGFR2 we wzroscie, progresji i opornosci nowotwordw piersi, zapewnita dostep do
wszelkich niezbednych metod i prawidtowego zaplanowania prac eksperymentalnych.

Rozprawa doktorska mgr Gorskiej-Arcisz jest napisana w jezyku polskim, liczy 133 strony,
podzielona jest na siedem gtéwnych rozdziatdw, ktére stanowig: Wstep, Cel pracy, opis
zastosowanych materiatdow i metod, prezentacja uzyskanych wynikéw, Podsumowanie,
Dyskusja oraz spis cytowanej literatury (ponad 200 pozycji). Ponadto w pracy zawarto, wykaz
zastosowanych symboli i skrotow, a takze streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

We Wstepie Doktorantka szczegdtowo omdwita najwazniejsze, dla przedstawionych
w rozprawie badan, zagadnienia. Zawarta w nim wyczerpujgce informacje na temat raka piersi,
jego etiologii, klasyfikacji i aktualnych form leczenia. Przedstawiata znaczenie
mikrosrodowiska guza w rozwoju nowotwordw, a takze przyblizyta rodzine receptorow

fibroblastycznych czynnikéw wzrostu. W kolejnym podrozdziatach skupita sie na procesie




autofagii oraz opisata funkcje czynnika transkrypcyjnego Nrf-2, a takze jego role
w transformacji nowotworowej i nabywaniu opornosci na stosowane terapie. Caty rozdziat
napisany jest kompetentnie, dobrze wprowadza w poszczegdlne aspekty rozprawy doktorskiej
i Swiadczy o znajomosci tematu przez Doktorantke. Szkoda jedynie, ze zawiera on niewielka
ilos¢ rysunkéw i schematéw (trzy ryciny). Liczniejsze ilustracje zdecydowanie utatwityby
odbior tej czesci pracy. Poprositabym Doktorantke o wyjasnienie, dlaczego informacje na
temat receptorow FGF umiescita w rozdziale poswieconym mikrosrodowisku guza, a takze
o przyblizenie procesu zmiany izoformy (ang. isoform switching) FGFR2 w procesie
nowotworzenia i EMT.

Cel pracy zostat precyzyjnie okreslony, cho¢ osobiscie uwazam, ze okreslenie ,regulacja
wspotzaleznosci” nie jest zbyt fortunne. Zadaniem Doktorantki byto zweryfikowanie udziatu
FGFR2 w procesie autofagii, a nastepnie przyblizenie molekularnego mechanizmu jego
dziatania w modelowych liniach luminalnego A raka piersi. W kolejnym kroku zaplanowano
prace, ktore miaty zbada¢ wptyw aktywacji FGFR2 i zaleznej od niego autofagii na odpowiedz
komadrek raka piersi na leki skierowane wobec ER. Dalsze cele rozprawy obejmowaty analize
wptywu sygnalizacji FGFR2 na kompleks Keapl/Nrf-2 oraz znaczenia aktywnosci Nrf-2
(w odpowiedzi na aktywacje FGFR2) w konteks$cie dziatania lekéw antyestrogenowych
w komdrkach raka piersi. Dodatkowo w pracy zaplanowano analize wartosci prognostycznej
poziomu ekspresji FGFR2 i Nrf-2 na podstawie materiatu klinicznego, pochodzacego od
pacjentek z luminalnym A rakiem piersi.

W rozdziatach Materiaty i Metody szczegdétowo opisano wykorzystane w pracy
odczynniki, bufory, komercyjne zestawy, sprzet laboratoryjny oraz zastosowane techniki
z zakresu biologii molekularnej, biologii komaorki, mikroskopii fluorescencyjnej, a takze analiz
danych klinicznych. Rozdziat ten pokazuje, ze Doktorantka rzetelnie opanowata warsztat
badawczy i swobodnie postuguje sie zaawansowanymi metodami doswiadczalnymi. Mam
kilka pytan dotyczgce tej czesci pracy. (i) Czy uzyskano stabilne linie komérek MCF2 i T47D
zaréwno nadprodukujgce p62, jak i z wyciszong ekspresjg tego genu? Opis w rozdziale Metody
nie jest do konca spéjny z danymi przedstawionymi w rozdziale Wyniki. (ii) Znaczna czesé¢
eksperymentow przeprowadzona byta w obecnosci rekombinowanego biatka FGF7. Czy
podczas stymulacji komérek FGF7 w medium obecna byta heparyna? Jesli nie, to czy
weryfikowano stabilnos¢ tego biatka w pozywce? Ma to szczegdlnie istotne znaczenie przy
eksperymentach trwajacych wiele dni (np. testy proliferacyjne). (iii) W jaki sposob

weryfikowano istotno$¢ statystyczng uzyskanych wynikow? Doktorantka podaje, ze



stosowano  test t-Studenta. Czy test ten byt jednostronny/dwustronny,
parowany/nieparowany? Czy dla wszystkich eksperymentéw stosowano ten sam rodzaj testu?

Rozdziat poswiecony wynikom jest rzetelnie zredagowany i zawiera szereg
wartosciowych danych. Doktorantka wykazata, ze aktywacja receptora FGFR2 powoduje
indukcje autofagii w komdrkach raka piersi. Co ciekawe proces ten chroni komarki raka piersi
przez dziataniem lekéw antyestrogenowych (tamoksifen, fulwestrant), a zastosowanie
inhibitora autofagii przywraca wrazliwos¢ komaérek na te leki. Mgr Gérska-Arcisz wykazata, ze
aktywacja FGFR2 prowadzi do aktywacji biatka p62, co promuje dysocjacje kompleksu
Keapl/Nrf-2 i w jej nastepstwie translokacje czynnika transkrypcyjnego Nrf-2 do jadra
komdrkowego. Uzyskane dane sugerujg, ze aktywnos¢ Nrf-2 przyczynia sie do ochrony
komodrek przed dziataniem lekdéw skierowanych wobec ER, podczas gdy wyciszenie jego
aktywatora — biatka p62 — przywraca cytotoksycznosé tych lekdw. W ostatniej czesci rozdziatu
Wyniki Doktorantka skupifa sie na analizie czasu wolnego od nawrotu choroby w kontekscie
ekspresji genu NFE2L2 (kodujacego biatko Nrf-2) oraz genu FGFR2 na podstawie danych
klinicznych pochodzacych z bazy danych METABRIC. Zaobserwowata, ze analiza poziomu
ekspresji genu NFE2L2 umozliwia klasyfikacje pacjentek o wysokiej ekspresji FGFR2 na podtypy
réznigce sie rokowaniami. Wyniki uzyskane przez Doktorantke oceniam wysoko i mam
nadzieje, ze bedg miaty swdj udziat w opracowaniu lepszego systemu klasyfikacji podtypow
luminalnych rakdw piersi, a takze skuteczniejszych strategii terapeutycznych.

Rozdziat Dyskusja jest krytycznym poréwnaniem uzyskanych przez Doktorantke
wynikéw, a takze wczesdniejszych prac przeprowadzonych w zespole, z najnowszymi danymi
literaturowymi. Doktorantka przedstawia swoje rezultaty w szerszej perspektywie i proponuje
dalsze prace badawcze, ktére majg szanse przyczyni¢ sie do opracowania nowych terapii
skojarzonych. Ta czes¢ pracy od strony merytorycznej jest bardzo dobrze opracowana, jednak
brak schematow i rysunkéw, a takze zbyt diugie akapity utrudniajg jej odbiér. Niemniej jednak
koricowe wnioski sformutowane s3 jasno i znajduja potwierdzenie w zaprezentowanych
wynikach doswiadczen.

Nasuwa mi sie kilka zagadnieri, o omowienie ktorych prositabym Doktorantke w trakcie
publicznej rozprawy:

1. Prosze o uzasadnienie stosowania przeciwciat anty-beta-aktyna jako kontrole
tadowania w eksperymentach western blot. W proces autofagii zaangazowane sg aktyny, czy

w zwigzku z tym ich poziom w trakcie indukcji autofagii na pewno nie ulega zmianie?



2. Stosowane w pracy przeciwcialo anty-FGFR2 uniemozliwia rozrdznienie
poszczegdlnych izoform receptora. Czy w pracy zweryfikowano (np. poprzez RT-PCR) poziom
ekspresji FGFR2b i FGFR2c w badanych komdrkach? Dlaczego w pracy stosowano ligand, ktory
oddziatuje jedynie z FGFR2b, a nie wybrano biatka FGF, ktére aktywowatoby obie izoformy?

3. Prosze o zweryfikowanie statystyki dla ufosforylowanego biatka ULK1 (Rycina 6A).
Pokazany przyktadowy WB nie pasuje do przedstawionego wykresu (intensywnosé¢ prazka po
30 i 60 min jest z pewnoscig nizsza niz dla kontroli, tak wiec stupek btedu obrazujacy SD na
wykresie przy tych czasach powinien by¢ wiekszy). Czy dla danych przedstawionych na Rycinie
6 przeprowadzono eksperyment kontrolny, w ktérym komérki traktowano FGF7 w obecnosci
inhibitora FGFR?

4, Wydaje sie, ze dla wykresow przedstawionych na Rycinach 9 i 11 nie
przeprowadzono petnej analizy statystycznej (np. MG132 versus MG132+FGF7; FGF7 versus
CQ)? Prosze o weryfikacje.

5. Czy Doktorantka ma hipoteze w jaki sposéb dochodzi do FGFR2-zaleznej aktywacji
p62? Czy w eksperymentach przedstawionych na Rycinie 12 zastosowano jako kontrole
negatywng stymulacje FGF7 w obecnosci inhibitora FGFR?

6. Analizy kompleksu Keap1/Nrf-2 metodg WB przeprowadzane byly po 24, 48 i 72
godzinach, podczas gdy eksperymenty PLA po 60 minutach? Prosze o wyjasnienie tej rdznicy?

7. Prosze o doprecyzowanie w jaki sposéb analizowano eksperymenty PLA (Rycina 16).

8. Czy eksperyment oparty o metode ELISA rzeczywiscie méwi o aktywnosci Nrf-2
(Rycina 18)? Czy wynik uzyskany w tescie nie powinien by¢ dzielony przez catkowity poziom
biatka, aby wykluczy¢ jedynie zmiany w poziomie ekspres;ji?

9. Dlaczego wysoka ekspresja FGFR2 byta istotnie zwigzana z dtuiszym czasem
przezycia wolnym od progresji choroby u chorych postmenopauzalnych, skoro aktywacja
FGFR2 obniza wrazliwos¢ komaérek raka piersi na leki skierowane wobec ER?

10. Doktorantka proponuje zastosowanie w przyszfos$ci terapii skojarzonej, tgczacej
inhibitory FGFR i Nrf-2. Czy do uwrazliwienia komdrek na leki skierowane wobec ER nie
wystarczytyby tylko inhibitory Nrf-27?

Praca jest napisana starannie. Autorka nie ustrzegta sie jednak kilku btedow
interpunkcyjnych, typograficznych i stylistycznych. W nazwach angielskich i skrétach (w tym
zwigzkédw chemicznych) brak jest konsekwencji w stosowaniu matych i wielkich liter, czasami
brakuje tez polskiego rozwiniecia (np. PLA czy TEMED), w podpisach osi na wykresach

wystepuja rézne wielkosci czcionek, nie wszystkie rysunki sg spdjne pod wzgledem graficznym,



a na koncach linii pojawiajg sie pojedyncze litery. W pracy znalazto sie kilka niefortunnych
sformutowan (np. ,geny z nim (FGFR2) wspdtwystepujgce”, ,zaleznos$é/wspotzaleznosé
FGFR2/Nrf-2”, ,odnotowano lekki wzrost” podczas gdy obserwowany efekt jest znaczacy,
»,dobra wartos$¢ rokownicza”). W cytowaniach pojawia sie symbol ,&” zamiast polskiego ,,i".
Pragne jednak podkreslié, ze sg to nieznaczne uchybienia o charakterze edytorskim, niemajgce

wptywu na wartos¢ merytoryczng pracy.

Podsumowujgc, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej Moniki Gérskiej-
Arcisz zatytutowanej ,FGFR2 w regulacji wspotzaleznosci p62/Keapl/Nrf-2 — znaczenie
w luminalnym raku piersi” jest wysoce pozytywna. Uzyskane przez Doktorantke wyniki
uwazam za niezwykle oryginalne i wartosciowe. Wnoszg one istotny wkfad w badania nad rolg
receptorow FGFR w nowotworach piersi, otwierajac nowe mozliwosci terapeutyczne.
Uwazam, e oceniana praca spetnia wszystkie wymogi formalne zawarte
w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2021 r. poz. 478
ze zm.) stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Nauk Medycznych Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie mgr Moniki Gérskiej-Arcisz do dalszych etapdéw

przewodu doktorskiego.
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