Ocena
pracy doktorskiej mgr Joanny Peciak
pt. Czestosc wystepowania oraz poziom ekspresji EGFR™
a jego biologiczna rola w wybranych typach nowotworéw

Przedstawiona do oceny praca mgr Joanny Peciak wykonana sostata w Zakladzie Biologii
Nowotworéw Katedry Biologii Medyczne] Wydziaiu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
w todzi pod kierunkiem dr hab. n. med. Eweliny Anny Stoczynskiej-Fidelus, prof. UMed.

W swietle wynikow wielu badan nie ulega watpliwosci, ze W transformacii nowotworowej
maja miejsce amplifikacje i mutacje genu EGFR, kodujgcedo receptor naskorkowego
czynnika wzrostu 0 aktywnosci Kinazy tyrozynowej. Odgrywa on istotng role nie tylko
w patogenezie nowotworéw zlosliwych, ale przyczynia sie do opomosci na leczenie
pneciwnowotwomwe. Jedna z najczescie] wystepujacych mutacji genu EGFR jest mutacja
typu 1l (EGFRuvIID), powstajgca W wyniku delecji eksonéw od 2. do 7., c0 skutkuje brakiem
blisko 270 aminokwasow domeny zewnqtrzkumérkowej receptora. Konsekwencia tej deleciji
jest utrata miejsca wigzania ligandoéw i stala aktywno$¢ kinazowa domeny
cytoplazmatycznej. prowadzgca do ciagtej aktywacii szlakéw odpowiedzialnych za wzrost
i przezycie komorek, mobilnosé i inwazyjnos¢, jak tez opomos¢é na terapig
przeciwnowotworowa. Zroznicowana W zaleznosci od zastosowanej metody badan,
ekspresja warianiu Il EGFR obserwowana jest w réznych typach nowotworéw, Pprzy
najprawdopodobniaj jej braku w komarkach prawidluwyoh, co czyni go potencjainym
markerem komorek nowotworowych i istotnym celem terapil ukierunkowanej. Wyniki wielu
badafi zmierzajgcych do poznania mechanizmow lezgcych U podstaw amplifikacii
i rearanzacji powodujqcych delecje, podobnie jak roli wariantu Il EGFR w patogenezie
nowotworéw i wykorzystania go jako celu terapeutycznego nie sa jednak jednoznaczne.
Celem badan podijgtych w pracy byta 1. weryfikacja metod wykrywania wariantu EGFRuvlll
w materiale biologicznym oraz modeli wykorzystywanych w badaniach EGFRuIII, 2. ocena
czestosci wystepowania EGFRvII w nowotworach jelita grubego, gruczoiu krokowego, piersi
i w glejakach wielopostaciowych oraz 3. przyblizenie roli wariantu 1l EGFR w rozwoju
nowotworow.

Oceniana praca liczaca 155 stron przygotowana zostata w klasycznym ukladzie
w zakresie nauk biologii eksperymentalnej. Rozpoczyna |a 30-stronicowy Wstep, W ktorym
zawarto informacje dotyczace receptora naskarkowego czynnika wzrostu naskarka (EGFR)
oraz jego wariantu Il (EGFRvII). Opisana zostala struktura genu i bialka, aktywowanych



szlakéw transmisji sygnatu, zmiany molekulame towarzyszace transformacii nowotworowej
i czestos ich wystepowania W roznych nowotworach oraz znaczenie W terapiach
celowanych. W kolejnych rozdzialach przedstawiono podstawowe, ogblne dane odnoénie do
metod detekgji wariantu EGFRvlll na poziomie DNA, mRNA i piatka. Dobor zagadnien
zaprezentowanycsh w tej czesci pracy, jako wprowadzenie W problematyke bedaca
przedmiotem badan, nie budzi watpliwosci. Zagadnienia przedstawione we Wstepie stanowiag
bardzo dobre uzasadnienie badan prowadzonych przez Doktorantke | przejrzyscie
zarysowuja problemy badawcze podjete w czesci eksperymantalnej.

Czesé eksperymentalna pracy jest prawidiowo opisana i zilustrowana. Rozdzial Metody
sawiera opis podejsc metodycznych i pokazuje, se zrealizowano budzacy uznanie rozlegly
zakres badan, za pomoca licznych technik laboratoryjnych stosowanych W biologii
komarkowe] i molekulamej, w tym analizy zywotno&ci, proliferacii, senescenciji 1 apoptozy
komérek oraz inwazyjnosci in vitro i in vivo, a takze ekspresji na poziomie MRNA i biatka,
sekwencjonowania metodg Sangera, sekwencjonowania nowej generacj (NGS),
multipleksowe] amplifikacji sondy zaleznej od ligacii (MLPA), fluorescencyjnej hybrydyzacii
in situ, czy barwienia immunoenzymatycznego. Na uznanie zastuguje podjecie proby
otrzymania przeciwciat rozpoznajacych wariant Il EGFR. Jednak jak wykazaly
przeprowadzone analizy otrzymane przeciwciato okazalo sie jednak wigzac rowniez
7 niezmutowang forma EGFR. Badania przeprowadzono na materiale pochodzgcym
7 resekcji chirurgicznych od 37 pacjentow z nowotworami jelita grubego (Kutnowski Szpital
Samorzgdowy oraz Uniwersytecki Szpital Kliniczny im. WAM — Centralny Szpital Weteranow
w todzi), 46 pacjentow 2 nowotworami gruczotu krokowego (Wojewodzki Specjalistyczny
Szpital im. M. Pirogowa W todzi), 43 pacjentek z nowotworami piersi (Instytut Centrum
Zdrowia Matki Polki w todzi) oraz od 29 pacjentow Z glejakami wielopostaciowymi
(Wojewodzki Specjalistyczny Szpital w Olsztynie). W badaniach wykorzystano rowniez
komercyjnie dosigpne linie komorkowe glejakow wielopostaciowych charakteryzujace sie
endogenna ekspresja EGFRuvIlI, tj. heterogennag linie komorkowa DK-MG, zawierajgca
populacje komorek wykazujacych zroznicowang ekspresig zmutowanego receptora oraz linie
CAS-1 wykazujaca ekspresje zmutowanej formy W okoto 1% komarek. Badania prowadzono
réwniez na liniach komorkowych Z egzogennie wprowadzonym EGFRulll oraz pierwotne
hodowle komarkowe. Wyniki badan zaprezentowano W formie 26 rycin | zdjec
mikroskopowych oraz 9 zestawien tabelarycznych.

W pierwsze] czesci pracy doswiadczalnej z uwagi na duze rozbieznosci w literaturze
przedmiotu dotyczace czestosc wystepowania wariantu Il EGFR w materiale biologicznym
podjeto oceng przydatnosci stosowanych metod do jego detekcji. Ta czgsc pracy W mojej
ocenie jest szczegolnie wartoéciowa. Stosowanie wiasciwych metod badawczych jest
warunkiem sine qua non dla wiasciwej interpretacji wynikow i w konsekwenciji wnioskowania



dotyczacego biologii komorki. Wykazano, z& sekwencjonowanie metodg Sangera moze miec
zastosowanie jedynie wowezas, gdy znané jest miejsce wystapienia peknigt W intronach,
ktore sa swoiste dla kazdego przypadku. Z kolei sekwencjonowanie na poziomie
mRNA/CDNA  tego samego fragmentu materiatu  biologicznegdo moze nie dostarczac
jednoznacznych wynikow z uwagi na ekspresie zmutowanej formy W zroznicowanym odsetku
komorek. Rewniez reakcia MLPA z sondami komplementarnymi dla eksonow 1-8 oraz 13,
18 i 25 genu EGFR nie wydaje sie by¢ wiasciwa technika badawcza z& wzgledu, jak
wykazano, na niska czulost i w konsekwencii wysoki odsetek wynikow falszywie
negatywnych z uwagi na duzy odsetek komorek EGFvall-pozytywnych. ale z niska
ekspresig tego onkogenu. Z kolei technika FISH z sondami wigzacymi sig do DNA genu
EGFR oraz centromeru chromosomu 7. moze by¢ stosowana do analiz hodowli pierwotnych
wyprowadzonych z materialu pochodzacego od pacjentow jedynie jako analiza pomocnicza
z uwagi na brak sond specyficznych dla DNA kodujacego zmutowany receptor. Mimo, z2e
metoda Westem Blot pozwala na pardzo wyraZne, rozroznienie formy zmutowanej od
niezmutowanej, o jej niska czutosc, stwarza mozliwost uzyskania wynikow falszywie
negatywnych. Ekspresia EGFRvIIl na poziomie biatka metoda podwajnego barwienia
komercyjnie dostepnymi przeciwcialami przeciwko catkowitemu EGFR oraz prawidtowemu
receptorowi, nie pozwala na oszacowanie odsetka komérek EGFvall—pozytywnych.
W swietle pmedstawionych w dysertacji wynikow badan najbardziej optymaling metoda
wykrywania wariantu 1ll receptora EGFR wydaje sig by¢ technika RT-PCRZ zastosowaniem
starterow specyﬂcznych do cDNA zmutowanego receptora, pozwalajaca na okreslenie
wzgledne] ekspresji mRNA prawidiowego i zmutowanego EGFR oraz bezwzglednej liczby
czasteczek cDNA zmutowanego genu.

W kolejnym etapie pracy wykorzystujac wytypowana jako najbardziej wiarygodna | czulg

metode RT-PCR okreslono czestosc wystepowania smutowanej formy EGFR
w nowotworach wywodzaeych sie z réznych tkanek. Przeanalizowano ogétem 155 wycinkow
materialu biologicznego pochodzgcego od pacjentow. Najwyzszd czestosc wystgpowania
mRNA EGFRVIII, bo blisko W 30% przebadanych prob, wykazano w glejakach
w‘xempostaciowych. Zdecydowanie nizsza ekspresie, bo w okolo 8% ujawniono
w nowotworach jelita grubego iw 65%W nowotworach gruczoiu krokowego. W przypadku
raka piersi nie stwierdzono wystepowania tej mutacji.
W tym miejscu nasuwa Sig¢ pytanie czy W przepmwadzonej analizie nie nalezatoby
uwzglednic obok lokalizacji guza rowniez typu, patomorfo!ogﬁ, czy stopnia zlosliwosci
badanych nowotwordw. W rozdziale Materiat zabrakio blizszej charakterystyki badanych
nowotworéw. De facto w pracy nie badano rozne typy nowotwordéw, ale nowotwory
wywodzace Si¢ Z réznych narzadow. Moze fo lezy u podstaw obserwowanej przez innych
autoréw ekspresji zmutowanej formy EGFR w raku piersi?



Uzyskane wyniki jednoznacznte potwierdzaja dane literaturowe wskazujace, 2& wariant 1l

genu EGFR z najwyzsza czestoscia wystepuje W przypadku glejakow wielopostaciowych,
przy czym poziom jego ekspresji moze byé bardzo zroznicowany. Pozwala to wyodrebni¢
dwie grupy W obrebie tego nowotworu, 1. glejaki z wysokg i glejaki z niska ekspresja
EGFRVIIl, co wydaje sie szczegolnie istotne W przypadku wykorzystania tego wariantu
w terapii ukierunkowanej. Niewatpliwie W opracowaniu skutecznej terapil celowane]
nieodzowne jest dysponowanie odpowiednim modelem in vitro. W kolejnym etapie pracy
podjeto zatem padania majgce na celu ewaluace modeli padawczych najczescie)
wykorzystywanych w analizach in vitro wariantu Ill EGFR, W tym stabilnych linii komaorkowych
z egzogenng ekspresjg badanego wariantu receptora, hodowli trc')jwymiamwych na
przyktadzie neurosfer oraz linil komorkowych Z endogennd ekspresja EGRFvII, ktore jak
wykazano W pracy, wydaja sie byé modelem dostarczajgcym najbardziej wiarygodnych
wynikéw. Na podstawie przeprawadzonych analiz w badaniach udzialu wariantu Il EGFR
w biologii komorek wykorzystano linie komorkowa DK-MG, z ktorej metodg klonowania
z pojedyncze] komorki Z zastosowaniem seryjnych rozcienczen wyselekcjonowano
i ustabilizowano sublinie z wysoka, tj. w okoio 50% komorek oraz niska, ti. W okoto 5%
komorek ekspresia EGFRuvIll. Nie ydalo sie natomiast ustabilizowac subpopulacii
charakteryzujacej sig wylgcznie komarkami EGFvall-negatywnymi, co wskazuje na istoina
funkcje biologiczng komarek z ekspresia wariantu 11l EGFR. gzczegotowe analizy wykazaly
ponad 200-krotn3g réznice w poziomie ekspresji EGFRvIII, @ takze roznice W wystepowaniu
amplikonow ekstrachrumosoma!nych i odsetku komorek EGFvaIl-pozytywnych oraz roznice
na poziomie molekulamym w obu podliniach. Uzyskane wyniki badan sugeruja, ze ekspresja
wariantu 1ll EGFR moze by¢ zwigzana z przejsciem epitelialno—mezenchymalnym, tempem
proliferacii i zywotnosci komérek oraz ich inwazyjnoscia i tumorogennoscia. Wykazano
rowniez, ze komorki EGFRuvlll-pozytywne poprzez produkcig niektorych czynnikow wzrosiu
moga oddzialywac parakrynnie na komorki EGFRvlll-negatywne.
Jak Doktorantka moglaby zinterpretowac wiekszy efekt pozywki kondycjonowanej izolowanej
z hodowli komérek z niskg ekspresja EGFRVIII na zwiekszenie tempa proliferacif komorek?
Jaki wplyw na biologie komorek réznigcych sie odsetkiem komorek EGFRv!lf~pozytywnych
moze miec liczba kopii EGFRVIII?

Uzyskane wyniki badan dotyczace weryfikacji i uzytecznosci metod stosowanych
w analizach wariantu Il receptora EGFR oraz jego obecnosci | potencjalnej roli
w nowotworach przedyskutowane zostaly W krytycznej 23-stronicowej dyskusji
i podsumowane siedrmioma wnioskami. Whiosek nr 2 W Kkontekscie wniosku nr 6 wydaje sig
niezbyt trafnie sformufowany. Jak sama Autorka podkresla W rozdziale Dyskusja
(str.109-110), wykorzystanie w terapii celowanej EGFRVII powinno uwzgledniac zarowno
ekspresje na poziomie mRNA, jak i biatka, stad we wniosku nr2 w opinii recenzenta powinno



znaleZ¢ sig stwierdzenie, ze ocena ekspresji EGRFvIIl za pomocd metody RT-PCR wydaje
sie najbardziej przydatna do oceny poziomu mRNA, a nie stratyfikacji pacjentow do terapii
celowanej.

Biorac pod uwage strone formalng dysertacji stwierdzam, 2& ukiad pracy jest poprawny,
rozprawa przygotowana zostala z duza starannoscia pod wzgledem zarowno jezykowym
i edytorskim, jak i dokumentac]i wynikow. W pracy wykorzystano 198 pozycii jiteraturowych,
a jej plzejrzystoéc': wzhogaca wykaz ckrotow i symboli oraz streszczenie W jezyku polskim
i angielskim. Uchybienia 53 bardzo nieliczne, jak na przyktad brak danych referencyjnych
prac wiasnych (str. 142-143), brak stosowania jednolite} zasady W spisie literatury dotyczacej
tytutow czasopism (wymiennie peine nazwy i skroty), czy W ogole brak tytulu czasopisma
(np. pozZ. 125, 129).

Podsumowanie

Prace doktorska mar Joanny Peciak pt. Czestosc wyste,powania oraz poziom ekspresji
EGFR" a jego biologiczna rola W wybranych typach nowotworéw oceniam W peini
pozytywnie. Praca zawiera wyniki szeroko zakrojonych badann majacych na celu weryfikacjg
metod wykrywania wariantu 1ll receptora naskorkowego czynnika wazrostu, ewaluacji modeli
badawczych wykorzystywanych w jego analizie oraz identyfikacji mechanizmow
molekulamych, ktorych zaburzenia z [ego udzialem maja miejsce W komarkach
nowotworowych. Uzyskane wyniki niewatpliwie wzbogacajg wiedze W dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu W dyscyplinie nauki medyczne. Przedstawiona dysertacja jest
dowodem znaczacej aktywnosci naukowe] Doktorantki i opanowania bogatego warsztatu
badawczego. Znajduje to rowniez potwierdzanie we wspélautorskim dorobku publikacyjnym
mgr Joanny Peciak obejmujacym 11 prac, npublikowanych w latach 2014 - 2019
w czasopismach z listy JCR oraz wspotautorstwo zgloszenia patentowego. Podsumowujac
stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Joanny Peciak speinia warunki okreslone W art. 187
ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo 0 szkolnictwie wyzszym (Dz.U. 2021 poz. 478 ze zm.).
Biorgc pod uwage wartoé¢ naukowa rozprawy Oraz rozlegly zakres badan
przeprowadzonych za pomoca nowoczesnych technik badawczych praca w mojej opinii
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todz 4 wrzesnia 2023 1. prof. dr hab. Wanda M. Krajewska

zasiuguje na wyroznienie.



