Uniwersytet . . Ja
%Eﬁ@ Wroct Ytk' Wydziat Biotechnologii | >Ghs2,.,
y FOCIawWsKI ~ Zaklad Inzynierii Bialka far 14871 370 2008

~
waww biotech uniwrocol

GUMed

) Dickann MWB UG i
Wroctaw, 20 listopada 2019 r. , AL
Wphnglo dnfa oGBS L
odaonr 35/ 20 4

.............................................

Ocena pracy doktorskiej mgr Dominiki Czaplinskiej zatytulowane;:

,,Znaczenie biologiczne i kliniczne kinaz RSK w progresji raka piersi”

Rozwdj choroby nowotworowej zwigzany jest ze zmianami genetycznymi dotyczgcymi
$ciezek sygnalizacji komérkowej. Wsréd nowotworéw ztosliwych wystepujacych u kobiet,
pierwsze miejsce, pod wzgledem liczby zachorowan, zajmuje rak gruczotu piersiowego,
prowadzacy do niemal 400 tysiecy zgonow rocznie w skali $wiata. Badania przyczyniajace sie
do zrozumienia mechanizméw molekularnych tej choroby s3 bardzo pozadane, gdyz moga
prowadzi¢ do identyfikacji nowych celéw molekularnych, ktére z kolei bytyby podstawa
opracowania nowych terapii.

Praca doktorska mgr Czaplinskiej dotyczy badania udziatu kinaz RSK i zwigzku tych enzymow
z receptorem 2 FGF (FGFR2) w progresji raka gruczotu piersiowego. Doktorat dotyczy
aktualnego i waznego zagadnienia, prezentowane wyniki s3 oryginalne i zostaty
opublikowane w formie trzech prac, ktérych pierwszym autorem jest mgr Czaplinska. Praca
doktorska zostata zrealizowana pod opiekg merytoryczng dr hab. Anny Zaczek i dr. hab.
Rafata Sadeja, ktérzy posiadaja znaczacy dorobek w badaniach mechanizmdéw molekularnych
prowadzacych do rozwoju raka piersi.

Praca doktorska mgr Czaplinskiej to napisany po polsku maszynopis liczacy 85 stron,
o strukturze typowej dla prac doktorskich i publikacji z obszaru nauk eksperymentalnych
(Abstract, Streszczenie, Wstep, Cele pracy, Materiaty, Metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie i Literatura). Rozprawa napisana jest w sposéb zwiezty, poprawng
polszczyzng, a ilos¢ zauwazonych przeze mnie bteddw jest niewielka, z wyjatkiem znacznej
liczby btedéw interpunkcyjnych. Oceniajac redakcje pracy mam nastepujgce uwagi:

1. Doktorantka powinna przygotowa¢ samodzielnie schematy. Wklejanie obrazkéw
bezposrednio z publikacji wraz z angielskimi tekstami na obrazkach obniza jakos¢
przedstawionej pracy (np. Fig. 1 do Fig. 11).

2. Opisy pod obrazkami sg zbyt ogdlne i nie pozwalajg na doktadng analize przedstawionych
danych. Ponadto, w jezyku polskim uzywane sg terminy: rysunek lub rycina, a nie Fig. od

angielskiego Figure.
3. Na przedstawionych zdjeciach z analiz mikroskopowych brakuje paska skali.




Wstep podzielony jest na trzy zasadnicze czesci. Pierwsza poswiecona jest przedstawieniu
raka piersi, z uwzglednieniem danych statystycznych tej choroby, jej typéw, czynnikéw
ryzyka, diagnostyki i terapii. Nastepnie doktorantka stosunkowo szczegdétowo przedstawita
kinazy RSK — ich budowe, modele aktywacji oraz udziat w procesie nowotworzenia.
Podobnych informacji dostarcza opis receptoréw FGF, bedacy ostatnig czescia Wstepu.
W sumie, rozdziat napisany jest kompetentnie i dostarcza wszelkiej wiedzy, potrzebnej do
zrozumienia dalszych czesci rozprawy.

Rozdziaty Wyniki i Dyskusja obejmujg dane eksperymentalne oraz ich wnikliwg analize. Do
najwazniejszych osiggniec¢ doktoratu zaliczam:
1. Pokazanie, e kinaza RSK2 jest aktywowana w komdrkach epitelialnych
i nowotworowych piersi przez FGFR2 po zwigzaniu liganda (FGF2). Indukowana w ten
sposéb progresja nowotworowa prowadzi do wzrostu komérek niezaleinego od
przylegania do podtoza oraz ich migracje.
2. Zaproponowanie, ze RSK2 tworzy kompleks z FGFR2 i reguluje jego internalizacje.
3. Pokazanie korelacji, na poziomie mRNA i biatka, pomiedzy ekspresjg FGFR2 i RSK2
w komérkach pobranych z guzéw chorych na raka piersi. Co wazne, korelacja ta byta
najwyzsza w przypadku potrdjnie negatywnego raka piersi.
Wykazanie w modelu mysim wptywu RSK1 na progresje raka piersi.
5. Zaproponowanie, ze obie kinazy, RSK1 i RSK2 moga by¢ celem molekularnym

w leczeniu raka gruczotu piersiowego.

Mam nastepujgce merytoryczne uwagi i komentarze odnosnie rozprawy doktorskiej:

1. Dobér liganda do aktywacji FGFR2 nie zostat w petni poprawnie przeprowadzony. FGF2
aktywuje gtéwnie FGFR1 i FGFR3 (izoformy c), oddziatujgc stabiej z FGFR2 (izoforma c),
a takze FGFR4. FGF1 bytby lepszym wyborem.

2. Ciekawa jest roina kinetyka aktywacji RSK2 w badanych liniach komérkowych pod
wptywem FGF2. Czy doktorantka moze zaproponowaé, skad wynikajg te réznice (Fig. 13 A)?
3. Konkluzja, ze kompleks FGF2-FGFR1 nie wptywa na aktywacje RSK2 w komadrkach HB2 jest
zbyt odwaina. Uzyskana nadprodukcja FGFR1 jest nieznaczna (Fig. 13E) w pordwnaniu
z nadprodukcjg FGFR2 (Fig. 13D). Nie wykonano tez eksperymentdéw z wyciszaniem innych,
poza FGFR2, receptoréw FGF, co utrudnia jednoznaczne okreslenie selektywnej roli FGFR2
w aktywacji RSK2. Dodatkowo Rys. 13E zawiera btedny opis (FGFR2 zamiast FGFR1).

4, Efekty biologiczne $ciezki FGFR2-RSK2 nie zostaty prawidtowo wykazane. Komorki HB2
produkujg FGFR1, FGFR2 i FGFR4 (i by¢ moze réwniez FGFR3) (Fig. 12A). FGF2 jest ligandem
przede wszystkim dla FGFR1c FGFR3c, ale takie dla FGFR1b, FGFR2c oraz FGFR4. Poprzez
stosowanie FGF2 aktywacji ulega wiekszos¢ receptorow FGF w komdrkach HB2, wiec
niemozliwe jest wskazanie jednoznacznie FGFR2 jako receptora odpowiedzialnego za
obserwowany efekt biologiczny. Ponadto, zastosowany inhibitor FMK blokuje jednoczesnie
co najmniej dwie izoformy RSK: RSK1 i RSK2 (Fig. 16). Podsumowujgc, eksperymenty opisane
w rozdziale 5.1.3. nie wykazuja, ze obserwowane efekty biologiczne (migracja komoérek,
proliferacja) s zalezne wytacznie od $ciezki FGFR2-RSK2, a nie np. FGFR4-RSK1, itp.



3. W eksperymentach koimmunoprecypitacji brakuje analiz prébek lizatu, co utrudnia
porownanie wynikéw eksperymentow (Fig. 17A i B). Doktorantka sugeruje, ze oddziatywanie
FGFR2-RSK2 jest przejsciowe i moze by¢ wynikiem formowania duzego kompleksu,
zawierajgcego rowniez inne biatka. Koimmunoprecypitacja w obecnosci inhibitora FGFR
(PD173074) wykazata zaleznos$¢ wydajnosci oddziatywania FGFR2-RSK2 od aktywacji FGFR.
Duze znaczenie miatoby okreslenie czy FGFR2 oddziatuje z aktywowanym RSK2 (fosfo-
formami RSK2). Czy takie eksperymenty zostaty wykonane? Brakuje tez detekcji innych
izoform RSK w koimmunoprecypitacjach, co mogtoby dostarczy¢ istotnych informacji
o specyficznosci oddziatywania FGFR2-RSK2.

4. Rozdziat 5.1.5.2: ,RSK2 promuje internalizacje FGFR2”. W eksperymentach internalizacji
ponownie wykorzystano inhibitor wszystkich biatek RSK, wiec konkluzja jest zbyt daleko
idgca. Dlaczego nie przeprowadzono eksperymentdw internalizacji przy wyciszeniu RSK2, jak
w Fig. 17B?

5. Konkluzja, ze RSK2 nie wptywa na degradacje proteasomalng FGFR2 jest zbyt wczesna,
gdyz pokazano jedynie brak wptywu kinaz RSK na poziom ubikwitynylacji FGFR2,
co niekoniecznie musi skutkowac¢ brakiem zmian w degradacji FGFR2 (Fig. 18B).
Ubikwitynylacja receptoréw moze petni¢ réwniez inne funkcje, np. w regulacji komdérkowego
transportu receptoréw btonowych.

6. Fig. 25. Réznice w poziomach biatek: cykliny D3, CDK4 i CDK6 sg nieznaczne, wiec w celu
unikniecia nadinterpretacji powinny zostac¢ zliczone z kilku eksperymentéw i odniesione do
poziomdw innych biatek.

Pomimo tych uwag i komentarzy, jest to wartosciowy doktorat, ktéry moze by¢ punktem
wyjécia w kierunku opracowania nowych podejs$¢ terapeutycznych, zwtaszcza w przypadku
potréjnie negatywnego raka piersi. Doktorantka wykazata sie dobrym przygotowaniem
literaturowym i wykonata szereg doswiadczen dostarczajacych interesujacych wynikéw.
Niektdre z nich wymagaja jednak pewnego uzupetnienia.

Podsumowujac, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej mgr Dominiki
Czaplinskiej zatytutowanej: ,Znaczenie biologiczne i kliniczne kinaz RSK w progresji raka
piersi” jest pozytywna, a rozprawa spetnia warunki ujete stosownymi przepisami, zawartymi
w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym z 2003 r. Wnosze
o dopuszczenie przez Wysoka Rade Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Gdanskiego i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego mgr Czaplinskiej do
dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.
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