Narodowy
Instytut
% Onkologii

im. Marii Sktodowskiej-Curie
Panstwowy Instytut Badawczy

Warszawa, 29.09.2023 r

dr hab. n. med. Elzbieta Sarnowska, prof. Instytutu

Zaktad Immunoterapii Eksperymentalnej

Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie
— Panstwowy Instytut Badawczy

ul. Roentgena 5

02-781 Warszawa

Recenzja pracy doktorskiej pt. ,,EGFR2 w regulacji wspotzleznosci

p62/Keap1/Nrf-2 — znaczenie w luminalnym raku piersi”.

Autorka: mgr Monika Gorska — Arcisz

Choroby nowotworowe sa jedng z gtéwnych przyczyn zgondéw na $wiecie, dlatego sa
istotnym problemem cywilizacyjnym. Pomimo ogromnych postgpow w leczeniu przez
zastosowanie terapii celowanych i immunoterapii, weiaz wiele typow nowotworow stanowi
wyzwanie dla wspotczesnej medycyny. Jedng z obecnie stosowanych metod leczenia jest
uzycie inhibitorow kinaz m.in. FGFR2, ktéry wydaje si¢ by¢ doskonatym celem
terapeutycznym w wielu nowotworach. FGFR2 nalezy do grupy receptoréw czynnikow
wzrostu fibroblastow (FGFR). FGFR2 to receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej, ktora
indukuje proliferacje i migracje. Deregulacja FGFR2 przyczynia sig do progresji nowotworu,
a mutacje aktywujace w FGFR2 wystepuja w kilku typach nowotworow. FGFR2 jest
zmieniony w ok. 2% wszystkich nowotworéw, przy czym najwigksza czgstos¢ wystepowania
zmian ma gruczolakorak endometrium, inwazyjny przewodowy rak piersi, czerniak skory,
gruczolakorak okreznicy i gruczolakorak ptuc. Inhibitory FGFR2 sa obecnie stosowane
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w wielu badaniach klinicznych a FDA zatwierdzita erdafitinib w leczeniu przerzutowego raka
urotelialnego z potwierdzonymi zmianami w FGFR2 i FGFR3, natomiast pemigatynib jest
wskazany w leczeniu nieresekcyjnego raka drog zolciowych ze zmianami w FGFR2.

Przedstawiona praca sktada si¢ ze standardowych czgéci — Streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, Wstepu, Celéw pracy, Materiatow, Metod, Wynikdw, Podsumowania i
Dyskusji oraz Literatury. Praca poprzedzona jest spisem tresci, co ufatwia pracg nad tekstem
oraz poruszanie sic w nim. Szczegélng uwage zwraca przejrzyscie napisany wstep, ktory
dobrze wyijasnia podjete zagadnienia, ktory moze by¢ doskonalym materialem na prace
pogladows. W kolejnej czesei cele naukowe sg czytelnie przedstawione. Opis materialdw oraz
uzytych w pracy metod, opracowanie wynikow przeprowadzonych doswiadczen oraz
obszerna, dobrze przeprowadzona dyskusja i bibliografia sa dobrze i zrozumiale napisane i
sformutowane. W pracy ponadto znajduja si¢ takze wykaz skrétow, ktére sg bardzo pomocne
podczas czytania pracy. Praca napisana jest w sposob interesujacy i zawiera wystarczajgce
informacje, ktére umozliwiajg ocen¢ dokonan Doktorantki oraz wage prowadzonych przez nig
badan, ktére sa w gtdéwnym nurcie aktualnych badan naukowych. Zaréwno uktad pracy jak i
ujete w niej dane literaturowe oraz informacje i oswiadczenia spelniajg wszelkie wymogi
formalne i sg zgodne z art. 187 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U.
z 2021 r. poz. 478 ze zm.)

W pracy Doktorantka wykazata zwigzek FGFR2 z aktywacja procesu autofagii.
Autofagia to jeden z podstawowych procesow komoérkowych, ktéry pozawala na eliminacje
czasteczek i elementow subkomorkowych, w tym kwasow nukleinowych, biatek, lipidow i
organelli, poprzez degradacje ich w lizosomach. Autofagia jest niezb¢dna w utrzymaniu
homeostazy, réznicowania, rozwoju i przezycia komoérek. W pracy Doktorantka
przeprowadzita doswiadczenia na liniach komérkowych raka piersi estrogeno-zaleznych oraz
na bazach danych transkryptomicznych z materiatu pochodzacego od pacjentek. Doktorantka
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aktywuje autofagie oraz ma dziatanie w ochronie komorek raka piersi przed dziataniem lekow
anty-estrogenowych. Doktorantka udowodnita, ze ochronna funkcja FGFR2 zostata zniesiona
poprzez zastosowanie inhibitora autofagii — chlorochiny. Dodatkowo, Doktorantka wykazata,
7e FGF7 indukuje proces autofagii poprzez receptor FGFR2 w komorkach raka piersi
hormono-zaleznego. Nastepnie Doktoratka wykazata, ze FGF7 indukuje autofagie w dwoch
liniach raka piersi MCF7 i T47D poprzez wzrost ekspresji biatka LC3B i p62. W linii MCF7
wydaje sie, ze LC3B wzrasta podobnie jak p62, natomiast w linii T47D LC3B wzrasta a p62
wyraznie maleje. Czy Doktorantka moze zasugerowa¢ dlaczego tak jest? Czy te linie moga
mie¢ inne szlaki/elementy szlakow autofagii?

Co ciekawe, doktorantka wykazata, ze chlorochina — inhibitor autogfagii w linii MCF7
zwickszata ilos¢ biatka p62 w poréwnaniu z inhibitorem proteasomu MG132, natomiast w
linii T47D efektu tego nie byto. Dlaczego? Jakie moze by¢ wyjasnienie tego fenomenu? Czy
Doktorantka sprawdzata ilo§¢ mRNA dla p62 w tych liniach?

W dalszych badaniach Doktorantka wykazata, ze sygnalizacja zalezna od receptora
FGFR2 wplywa na regulacje biatek Keapl/Nrf-2 w obydwéch badanych liniach. Jednak
biatko p62, ktére jakby spaja obydwie Sciezki FGFR2 i Keapl/Nrf-2 natomiast w badanych
liniach po indukcji autofagii przez FCF7, ligand dla FGFR2, p62 ,,zachowuje si¢” inaczej,
podobnie po dodaniu chlorochiny, czy jakie moze by¢ wythumaczenie tego zjawiska?
Dodatkowo, na Rycinie 15 Doktorantka zastosowala jako kontrolg frakcji cytoplazmatyczne]
winkuling. Dlaczego we frakcji jadrowej rowniez wida¢ duza ilo$¢ tego biatka? Dlaczego na
WB do Nrf-2 znajduje si¢ kilka prazkéw, czy Doktorantka ma jakg$ hipoteze lub zna
modyfikacje potranslacyjne tego biatka?

W dalszej czeéci dysertacji Doktorantka przeprowadzita szereg analiz danych
klinicznych i transkryptomicznych dostgpnych w bazach danych i wykazata, ze pacjentki z
nadrekspresja FGFR2 i wysokim poziomem ekspresji Nrf-2 maja gorsze rokowanie. W mojej

ocenie praca jest doskonale przygotowana warsztatowo. Jasny wywdd logiczny po kolei

3



przedstawianych eksperymentow, a takze doskonaty dobor technik badawczych aby
zweryfikowaé przedstawione hipotezy i uzyska¢ odpowiedzi na zadawane pytania.
Doktorantka wykazata sie duza wiedza, o czym $wiadczy, ze potgczyta dwa nieoczywiste
szlaki: autofagie i szlak sygnalizacyjny FGFR2, ktorego glowna funkcjg jest utrzymanie
proliferacji komoérek nowotworowych, zwigkszenie ich potencjalu migracyjnego,
neoangiogeneza oraz wytwarzanie opornosci na stosowane leki, poprzez regulacje ekspresji
FGFR2 zaleznych genéw. Doktorantka doskonale poradzila sobie z polgczeniem tak
skomplikowanego szlaku sygnatowego z nowa, nickanoniczng jego funkcjg jaka jest indukcja
autofagii. Ciekawa jestem, czy Doktorankta zastanawiata si¢ nad wptywem metforminy w
tym skomplikowanym uktadzie. Metformina jest zwigzkiem stosowanym w cukrzycy typu 2 i
powoduje aktywacje AMPK, ktora jest zwiazana z autofagia.

Dodatkowo pragne podkresli¢, ze praca jest napisana niezwykle starannie z dbatoscig
o detale takie jak odpowiednia czcionka, podpisy pod rysunkami zachowane w tej samej
konwencji, przejrzyste obrazki oraz dobrej jakosci ryciny przedstawiajace szlaki sygnatowe i
inne zagadnienia molekularne. Podoba mi si¢ takze graficzne przedstawienie osiggnie¢ w
rozdziale Dyskusja. Pozwala to, na szybkie zrozumienie toku myslenia Doktorantki i ulatwia
zrozumienie polgczenia réznych $ciezek molekularnych, ktére badala w swojej pracy.
W mojej ocenie braklo tylko wnioskow koncowych z otrzymanych wynikéw, byloby to
doskonatg syntezg catej pracy.

Podsumowujac uwazam, ze mgr Monika Goérska — Arcisz osiggneta stawiane sobie
cele naukowe. Przedstawiona w pracy dyskusja, w bardzo dobry sposéb naswietla dalsze
drogi prowadzenia badan w tej dziedzinie nauki. Dlatego wnioskuj¢ o dopuszczenie mgr
Moniki Gérskiej — Arcisz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz wnioskuje o
wyrdznienie pracy.
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