Krakow, 11 stycznia 2018

OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ mgr Lukasza Turczvka

pt. ,Analiza funkcji i mechanizmu dzialania FGFR2 w raku gruczolu

piersiowego”

Rozprawa doktorska mgr Lukasza Turczyka pt. ,,Analiza funkcji
1 mechanizmu dziatania FGFR2 w raku gruczolu piersiowego™ stanowi
blisko stustronicowe opracowanie wynikéw badan prowadzonych przez
doktoranta w Zaktadzie Enzymologii Molekularnej Katedry Biotechnologii
Medycznej Migdzyuczelnianego Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu
Gdanskiego 1 Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego w pod kierunkiem
prof. dr hab. Andrzeja Sktadanowskiego — promotora oraz dr hab. Rafala
Sadeja — promotora pomocniczego. Zasadniczym celem badan byto
rozpoznanie roli i mechanizmu regulacji ekspresji i aktywnosci izoformy 2
receptora fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGFR2) w raku piersi,
w tym jego wplywu na zyskiwanie przez komorki rakowe opornosci na
dziatanie powszechnie stosowany w tej chorobie lek, tamoksyfen. Praca ma
zdecydowanie charakter podstawowy, ale nie ulega watpliwosci, ze
doktorantowi przyswieca rowniez cel kliniczny — poszukiwanie nowych
molekularnych celow terapeutycznych, ktorych swoiste traktowanie

zwigkszaloby efektywnos¢ leczenia raka piersi z uzyciem tamoksyfenu.

Rak piersi jest jedna z najczestszych przyczyn zgondéw kobiet
z powodu nowotworow zltosliwych. Pomimo ogromnego wysilku
badawczego, jak 1 zgromadzenia bogatego arsenalu postepowan
diagnostyczno-terapeutycznych  daleko do opanowania tej czesto
wystepujace] choroby, ktéra rokrocznie w Polsce pozbawia zycia kilka
tysigcy, czesto mlodych, w pelni sit witalnych, kobiet. Znajomosé

szczegolow mechanizmoéw powodujacych powstawanie i pobudzajacych
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rozwdj nowotworow, w tym raka piersi, jest niezmiernie pozadana, gdyz badania molekularne
niejednokrotnie udowodnily, ze identyfikacja specyficznych elementéw przezyciowych
Sciezek sygnalizacyjnych stala si¢ podstawa do stworzenia tzw. terapii celowanej, ktorej
doskonalym przykladem jest np. stosowanie imatinibu i kolejnych generacji inhibitorow
fuzyjnej kinazy tyrozynowej BCR-Abl w przewleklej biataczce szpikowej. Jednym z
powszechnie i od wielu dziesi¢cioleci stosowanych lekow w terapii raka piersi jest
tamoksyfen, dziatajagcy modulujaco na aktywnosé receptora estrogenowego, bezdyskusyjnie
zaangazowanego w proces powstawania i progresji tego nowotworu.

Niestety jedng z cech charakterystycznych stosowania lekéw antynowotworowych jest —
oprécz ich mniej lub bardziej szkodliwego dzialania ubocznego — inicjowanie procesow
komorkowych  zwiekszajacych  stopniowo opornosé kolejnych generacji  komorek
nowotworowych na stosowane leki. Problem ten dotyczy rowniez tamoksyfenu. Na obecnym
etapie wiedzy mamy $wiadomo$é, ze badan nad mechanizmami determinujacymi losy
komorek nowotworowych nie mozna prowadzi¢c w oderwaniu od oceny interakcji
bezposredniego otoczenia guza nowotworowego ze stanowigcymi go komoérkami. Z tego
wzgledu podjecie przez doktoranta analizy funkcji i mechanizmu dzialania w raku piersi
jednego z receptorow fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGFR2), z uwzglednieniem roli
mediatorow generowanych przez zasocjowane z nowotworem fibroblasty (CAFs) i mozliwym
wplywem tych zaleznosci na zwiekszenie opornosci na tamoksyfen sg jak najbardziej
zasadne. Z tego tez powodu uzna¢ nalezy, ze przyjeta przez doktoranta koncepcja badan jest
wiasciwa. Ponadto projekt badawczy, a w konsekwencji praca doktorska bardzo dobrze
wpisuja sie¢ w tematyke badawczg od wielu lat z powodzeniem realizowang w Zakladzie
Enzymologii Molekularnej, Katedry Biotechnologii Molekularnej MWB UG 1 GUMedu.
Oceniana dysertacja jest jednoczesnie dobrym przykladem zastosowania nowoczesnych
technik biologii molekularnej, umozliwiajgcych ingerencje w procesy komorkowe na
poziomie ekspresji genéw, w celu okreslenia roli badanego biatka w funkcjonowaniu i

zachowaniu si¢ komorki.

Charakterystyka pracy od strony wydawniczej.

Praca doktorska zostala napisana czytelnie i starannie przygotowana od strony
wydawniczej, w typowy dla takich opracowan sposéb, z podzialem na rozdzialy i gdzie to
konieczne podrozdzialy. Obejmuje 94 strony tekstu, w tym:

(1) o$wiadczenie autora m.in. o samodzielnym wykonaniu pracy,

(il)  podzigkowania,



(iii)
(iv)

V)
(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

E
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spis tresci.

streszczenia w j. polskim 1 w j. angielskim — ponad | strona kazde, z bardzo
zwigzlym przedstawieniem najwazniejszych informacji dotyczacych pracy
doktorskiej, jak zasadno$¢ wyboru tematu. cel. metody, uzyskane wyniki oraz
sformutowane wnioski,

wykaz skrotow,

wstep — 16 stron, 5 podrozdzialow, 4 ryciny — w ramach ktérego doktorant,
dokonujac niezbednej selekcji niezmiernie obszernego pismiennictwa dotyczacego
rozmaitych aspektoéw klasyfikacji, rozpoznania i leczenia raka piersi, przedstawia
w zwigzly, ale wystarczajgcy sposob aktualny stan wiedzy odnosnie zagadnien
1 pojec takich jak znaczenie dla rozwoju i w leczeniu mikrosrodowiska guza,
ekspresji tetraspaniny CD 151, osi sygnalizacyjnej FGF/FGFR, receptoréw
estrogenowych (ER), antynowotworowego dzialania tamoksyfenu i opornosci na
niego, ktoérych poznanie jest niezbedne dla zrozumienia zasadnosci podjecia
danego tematu badawczego i koncepcji pracy,

cel pracy — 1 strona, opisany zwigzle, ale klarownie i wyczerpujaco,

materialy — 8 stron — szczegdélowy spis wykorzystywanych w pracy linii
komorkowych, wraz z krotka ich charakterystyka oraz wszystkich odczynnikow,
a takze sprzetu laboratoryjnego, bez ktdrych realizacja zaplanowanych badan nie
bytaby mozliwa,

metody — 6 stron — opis zastosowanych metod biologii komorki, biologii
molekularnej i biochemii (hodowle komorkowe, wyprowadzanie zmutowanych
linii komorkowych, cytometria przeptywowa, hodowla tréjwymiarowa, western
blot, immunoprecypitacja, analiza szlakow sygnalizacyjnych, qPCR),

wyniki — 28 stron, 19 rysunkéw (zdje¢) bardzo czesto zlozonych z 3 - 4 czesci —
prezentacja wynikdw wraz z uzupetniajacymi komentarzami,

podsumowanie calosciowe uzyskanych wynikéw — 1 strona,

dyskusja — 7 stron,

piSmiennictwo, zawierajace 186 pozycji w tym: 67 pozycji do roku 2006
1 wezesniejsze, 73 pozycji z lat 2007 — 2011, 42 pozycje z lat 2012 — 2016 1 4
pozycje z roku 2017 (w sumie okolo 25% z ostatnich pigciu lat, a blisko 2/3 z

okresu ostatnich z 10 lat).



Ocena / Uwagi.

Wstep rozprawy napisany jest klarownie, czyta si¢ go z zainteresowaniem, a uwazne
zapoznanie si¢ z przedstawiong argumentacja pozwala zgodzi¢ sie z dokonanym przez
doktoranta wyborem FGFR2 jako waznego ogniwa w funkcjonowaniu komérek raka piersi,
a takze slusznosci podjecia badan odnosnie okolicznosci jego ekspresji, warunkow
funkcjonowania, a takze ewentualnego mechanizmu zaangazowania w proces nabywanie
przez komorki rakowe opornosci na tamoksyfen.

Materiaty i Metody s3 opisem stosowanych technik badawczych z zataczeniem niemal
detalicznych protokoléw postgpowania. Wnikliwe zapoznanie sie z nimi pozwala rozpoznaé
w doktorancie starannego i rzetelnego eksperymentatora, dysponujgcego stosownym
warsztatem badawczym. Znajduja si¢ w nim zaréwno podstawowe, ale wymagajace rezymu
doswiadczalnego i odpowiedzialnego podejscia techniki biochemiczne (western blotting,
immunoprecypitacja, etc), biologii molekularnej (infekcja komérek odpowiednio
przygotowanymi wektorami lenti-/retrowirusowymi, qPCR) oraz biologii komorki (hodowle
komorkowe, cytometria przepltywowa).

Kolejny rozdziat pracy to Wyniki, w ktorym na blisko trzydziestu stronach i
korzystajagc z 19 czesto zlozonych rycin zawierajacych réwniez zdjecia hodowli
komorkowych doktorant prezentuje rezultaty otrzymane w trakcie realizacji pracy.
Zaprojektowanie badan, bez watpienia modyfikowanych i aktualizowanych podczas realizacji
projektu, wielokierunkowe podejécie metodyczne oraz opracowanie uzyskanych wynikow
swiadczg o umiejetnoscei kompleksowego podejécia do badanego zagadnienia i zastuguja na
uznanie.

W Dyskusji doktorant przeprowadzil krytyczng analize wszystkich wilasnych
wynikow, w zasadzie ustosunkowujac si¢ w poprawny sposob do nich w kontekscie
dostgpnego aktualnie na ten temat i szeroko cytowanego pismiennictwa. Zapoznanie sie z
Dyskusja pozwala dostrzec dojrzatos¢ naukowa doktoranta wyrazajaca si¢ w podejsciu nie
tylko do prowadzenia badan i opracowywania wynikéw, ale réwniez w doborze argumentéw
na rzecz stawianych hipotez.

Zaleznosci wykazane przez doktoranta w wyniku przeprowadzenia serii dobrze
zaplanowanych eksperymentéw sa bezdyskusyjne. Tym bardziej wazkie staje si¢ pytanie o
naturalne okolicznosci, w ktérych badana (symulowana) sytuacja — brak ekspresji CD151 —
moglaby mie¢ miejsce. To jest, moim zdaniem, nieco niewystarczajgco poruszona w Dyskusji

kewstia dotyczgca przeprowadzonych badan.



Intrygujacym jest bowiem fakt, ze oba niekorzystne dla stanu komorki i zwigkszajace grozbe
rozwoju nowotworu elementy sygnalizacji miedzykomorkowej jak CDI151 i FGFR
wykluczaja swoj jednoczesny sposob dzialania, co zreszta doktorant zauwaza w Dyskusji (str.
78). Wydaje sie, ze proponowane przez doktoranta wyjasnienie odnosnie mechanizmu
wyplywu CD151 na FGFR2 jest poprawne i pokazuje z jednej strony istotng role integryn
wigzacych lamininy. a z drugiej kinazy p38. To dobrze ttumaczy sytuacje, w ktorej narasta
ekspresja CD151, a czego skutkiem jest zahamowanie ekspresji FGFR2. Doswiadczenia
Zespotu 1 publikowane prace, cho¢ pokazuja dos¢ skomplikowana role tej molekuly dla
przebiegu procesu nowotworowego, raczej sygnalizuja niekorzystny dla komorek efekt
nasilenia ekspresji tego biatka (Sadej et, 2010, etc). Co i kiedy dzieje sig, co moze byé
powodem, ze ekspresja CD151 ulega redukcji?

Na podstawie przedstawionych wynikow przeprowadzonych badan i dostepnej literatury
nalezy wnioskowa¢ (rozumiec), ze ,naturalnym stanem™ rzeczy jest obecnos¢ CDI51 i
wynikajacy z tego faktu brak obecnosci (wystepowania) FGFR2.

Praca doktorska skupia si¢ przede wszystkim na wykazaniu, ze receptor FGF, w
szczegolnosci FGFR2 odgrywa, zgodnie zreszta z dotychczasowa wiedza, istotng role w
progresji raka piersi jak rowniez w nabywaniu przez komorki rakowe opornosci na dzialanie
tamoksyfenu. Nalezaloby oczekiwaé, ze 0§ FGF/FGFR2 nie jest w naturalnych warunkach
dominujgca, gdyz ekspresja FGFR2 jest m.in. z powodu wystgpowania CD151 niewielka lub
jej brak. Aby FGFR2 wykazalo niekorzystny wplyw na funkcjonowanie komorek powinna
zmale¢ lub zostaé zahamowana ekspresja CD151. Nalezaloby spodziewa¢ si¢, ze FGFR2 jest
skuteczng ,,bronia” komoérki nowotworowej wykorzystywang przez nig m.in. w obronie przed
antynowotworowym dzialaniem czynnikami terapeutycznymi modulujacymi aktywnos¢
receptora estrogenowego (ER), jak np. badany tu tamoksyfen. Czy znane sg czynniki /
bodzce, ktére pomimo obecnosci CD151 indukuja/stymulujg ekspresje i aktywnosé FGFR2?
Doktorant dokumentuje sposob, w jaki obecnosé¢ CD151 prowadzi do hamowania ekspresji
FGFR2, ale nie podejmuje/podnosi kwestii w jaki sposob, w jakich okolicznosciach maleje
ekspresja CD151, co mogloby skutkowaé pojawieniem si¢ receptora FGF typu 2, a w §lad za
tym wszelkich tego konsekwencji dla funkcjonowanie komorki. Czy znane sa komorki w
ktorych nie stwierdza si¢ obecnosci CDI151, a wystepuje FGFR2, a jesli to czy byly to
komorki z pozniejszych stadiow progresji nowotworow?

Rodzi si¢ tez pytanie, dlaczego doktorant nie przedstawit ekspresji CD151 w badanych liniach
na poziomie mRNA lub/i bialka (np. metoda Western blot; anty-CD151 oferuje wielu
producentow MAD), jak to zrobil dla wykazania obecnosci FGFR2 w komorkach w ktorych



zastosowano knock-out CD151? Obraz ten nie przyczynilby si¢ bezposrednio do odpowiedzi
na powyzsze pytanie, czy do wyjasnienia znaczenia negatywnej korelacji obu molekutl, ale
pozwolilby udokumentowa¢ — bez ingerencji w nature komorek (bez modyfikacji
biotechnologicznych) — czy wystepowaniu w badanych liniach CDI51 towarzyszy
nieodmiennie brak lub niewielka ekspresja FGFR2.

Kiedy i ewentualnie co powoduje, ze ekspresja CD151 maleje na tyle, ze ekspresja FGFR2
wzrasta do niekorzystnego dla komorki poziomu? Co powoduje, ze ekspresja CD151 maleje,
czy FGFR2 ma z tym jakikolwiek zwigzek, czy w ogdle 1 ewentualnie jaki wplyw na te¢
sytuacje ma receptor estrogenowy (ER).

Czy badany ukiad biotechnologicznie wyciszonej ekspresji CD151 ma szanse znalezé

odpowiednik w naturze?

Z mniej istotnych, ale koniecznych do odnotowania, z racji spoczywajacego na recenzencie
obowigzku, cheialbym zwrdci¢ uwage na nastepujace drobne kwestie:

1/ w streszczeniu na str. 8 jest fragment zdania, cytuje: ,,stabilizacja ER przez tamoksyfen™.
Czy chodzi sensu stricto o stabilizacje czasteczki ER, ktorej aktywnos¢ jest hamowana
modulowana poprzez wiazanie tamoksifenu, czy tez stwierdzenie to jest skrotem myslowym
odnosnie stabilizacji choroby, $ciste mowigc zatrzymanie postepu choroby,

2/ niefortunnie opisany lub dobrany rozcienczalnik (solwent) do oznaczania biatka (str. 43).
Lepiej od odczynnika Lowry’ego nadaje si¢ do stosowania w obecnosci 2-merkaptoetanolu
odczynnik Bradforda. Wydaje sie¢, majac na uwadze dlugos¢ fali pomiarowej jaka podano
w opisie (595 nm), ze takiego wiasnie odczynnika uzyto. W przypadku zastosowania
odczynnika Lowry’ego odczyt prowadzi si¢ bowiem przy dlugosci fali 750 nm.

3/ w spisie odczynnikow na str. 35, pierwsza pozycja od gory: powinno by¢ Anty-fosfo-AKT
(Serd73), a nie anty-fosfo-AKT (Tyrd73)

4/ nie do konca rozumiem, dlaczego w Podsumowaniu na str. 75 mowa jest o aktywacji
receptora estrogenowego (ER) przez o§ FGF7/FGFR2 poprzez jego fosforylacje z udzialem
PI3K/Akt na Ser167, prowadzaca do ubikwitynacji i ostatecznie degradacji,

5/ czytajgc rozprawe czesto napotyka sie na uzywane przez autora nazwy wlasne epitelium
czy endotelium etc. — na marginesie rodzi si¢ refleksja, czy w przysztosci w ogole bedziemy

stosowa¢ nazwy nablonek i1 srodbtonek?



Whiosek koncowy.

Podsumowujac, pragne stwierdzié, ze pomimo wysuni¢tych w recenzji nielicznych i
nie tyle uwag krytycznych, co raczej wyrazenia pewnego niedosytu, dysertacja doktorska mgr
Lukasza Turczyka pt. ..Analiza funkcji i mechanizmu dziatania FGFR2 w raku gruczohu
piersiowego” prezentuje wyniki oryginalnych badan przeprowadzonych z wykorzystaniem
aktualnie stosowanych, powszechnie akceptowanych, metod badawczych biologii komoérki
i molekularnej wspartych niezbednymi biochemicznymi technikami analitycznymi.
Stwierdzam, ze przedlozona rozprawa spelnia wszelkie wymogi zwyczajowe, stawiane
pracom doktorskim, jak réwniez wymogi Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003r. (Dz. U. z 2003 nr 65, poz.
595, ze zmianami w Dz. U. z 2005r. nr 164, poz. 13651 Dz. U. z 2011r. nr 84, poz. 455).

Zapoznanie si¢ z rozprawa doktorska mgr Lukasza Turczyka i wynikami
przeprowadzonych przez niego badan pozwala stwierdzié, ze jest to wyrdzniajaca si¢ praca
doktorska. Za najwazniejsze osiagniecia doktoranta uzna¢ nalezy konsekwentne
przeprowadzenie zalozonych badan i osiggnigcie wyznaczonego/ych celu/6w w serii dobrze
przemyslanych, pracochlonnych i starannie zaplanowanych eksperymentow, czemu bez
watpienia sprzyjalo dobre przygotowanie badawcze i umiejetne laczenie doswiadczen oraz
kojarzenie posiadanych informacji z otrzymywanymi wynikami.

W szczegdlnoscei na uwage zashuguje wykazanie po raz pierwszy, ze:

1/ tetrasapnina CDI151 jest istotnym i swoistym elementem kontroli ekspresji receptora
fibroblastycznego czynnika wzrostu typu 2, FGFR2 w czym kluczowa role odgrywa
interakcja pomiedzy CD151 a integrynami wiazacymi lamininy, co po raz kolejny potwierdza
niezwykla zlozonos¢ oddzialywan zewnatrz- i wewnatrzkomorkowych, i wynikajgca z niej
elastycznos¢é komorki nowotworowej w adaptowaniu si¢ do warunkéw otoczenia i bodzcow z
niego plynacych

2/ mikrosrodowisko guza poprzez o§ FGF/FGFR2 moze z udzialem AKT powodowaé, ze
nasila si¢ fosforylacja receptora estrogenowego (ER) na Ser 167 co skutkuje jego wzmozona
degradacja proteosomalna, zmniejsza jego pule i w konsekwencji przy dodatkowym udziale
Bel-2 redukuje efektywnos¢ dzialania, tamoksifenu, co kolei mogloby thumaczy¢ mechanizm
pojawiajacej. si¢ w trakcie terapii, opornosci na ten nadal bardzo wazny i uzyteczny w

leczeniu raka piersi lek.

Przedstawione i przedyskutowane wyniki, poki co, jak rozumiem na podstawie posiadanej

dokumentacji, jedynie czesciowo opublikowane, stanowig oryginalny i trwaty wktad do nauki



i cho¢ — jak to czgsto bywa — maja miejscami wstepny charakter, to co najwazniejsze bez
najmniejszej watpliwosci otwierajg dalsze interesujace obszary badawcze, co stanowi o
niezaprzeczalnej wartosci rozprawy doktorskiej. Biorac to pod uwage wnioskuje, o czym
wspomnialem powyzej, o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Lukasza Turczyka.

Praca doktorska mgr Lukasza Turczyka stanowi spéjne, dojrzale opracowane dzieto,
ktére prezentuje oryginalne rozwigzanie problemu badawczego i wykazuje, ze doktorant
posiada zadowalajacg wiedzg w dyscyplinie naukowej bedacej przedmiotem Jego
zainteresowania, a takze umiejetnos¢ planowania i prowadzenia badan oraz interpretowania
ich wynikow. W mojej ocenie przedlozona praca w pelni kwalifikuje doktorantke do dalszych
etapow przewodu doktorskiego, o co wnosze do Wysokiej Rady Migdzyuczelnianego

Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
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