/\Jf{_/(ﬂt’.e: a 0 /

Instytut Nauk Medycznych
Uniwersytet Rzeszowski
Kolegium Nauk Medycznych
Al. Rejtana 16 C, 35-959 Rzeszow

Uniwersytet Rzeszowski

Prof. dr hab. n. med. lzabela Zawlik Rzeszdéw, 05.11.2023
Kierownik Zaktadu Genetyki Ogdlne;j

Instytut Nauk Medycznych

Kierownik Laboratorium Biologii Molekularnej

Przyrodniczo-Medyczne Centrum Badari Innowacyjnych

Kolegium Nauk Medycznych

Uniwersytet Rzeszowski

Recenzja pracy doktorskiej mgr Joanny Peciak pt.: ,Czestosé
wystepowania oraz poziom ekspresji EGFR"" a jego biologiczna rola
w wybranych typach nowotworow”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Joanny Peciak zostata
wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. n. med. Eweliny Anny Stoczyriskiej-Fidelus,
prof. Uczelni w Zakfadzie Biologii Nowotworéw, Katedrze Biologii Medycznej na
Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Medycznego w todzi. Praca doktorska byta
wspotfinansowana ze $rodkow Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego
(POIG.01.04.00-10-037/11-00) i Uniwersytetu Medycznego w todzi (503/0-166-
01/503-01-002 oraz 503-01-003).

Rozprawa doktorska mgr Joanny Peciak porusza bardzo istotny temat
dotyczacy opracowania optymalnej metody wykrywajgace] jedng z najczesciej
zmutowanych form genu kodujgcego receptor naskérkowego czynnika wzrostu —
EGFRY, Praca doktorska dotyczy réwniez badan nad biologiczng rolg EGFRYI! w
komérkach glejaka oraz oceny przydatnosci modeli komérkowych do badan nad
EGFRY. Opracowanie metody pozwalajgcej na detekcje EGFRV!! jest utrudnione ze
wzgledu na znaczng rozlegto$¢ fragmentu ulegajgcego delecji (od 2 do 7 eksonu) i
wystgpowanie roznych miejsc peknigé w obrebie sekwencji intronéw 1 i 7 u réznych
chorych. Detekcja EGFR" moze by¢ réwniez utrudniona ze wzgledu na
heterogennos¢ w obrebie tkanki nowotworowej. Obecnie najbardziej wiarygodna
metodg detekcji EGFRY jest sekwencjonowanie catego genu EGFR z uzyciem
metody sekwencjonowania nowej generacji — NGS, ktory jest coraz czesciej uzywany



w rutynowej diagnostyce molekularnej, jednak wcigz nie jest dostepny w kazdym
laboratorium molekularnym. EGFRY" jest wykrywany w réznych typach nowotwordw
m.in. w glejakach, raku piersi, raku jelita czy raku ptaskonabtonkowym gtowy i szyi.
Poniewaz EGFRV jest wykrywany jedynie na powierzchni komérek nowotworowych
moze stanowié potencjalny cel w terapii przeciwnowotworowej. Jednakze, pomimo
intensywnych badan do tej pory nie opracowano skutecznej terapii celowanej w
EGFRVI,

W zwigzku z powyzszym temat podjety przez Doktorantke uwazam za wybitnie
interesujgey i istotny dla poszerzenia wiedzy o roli EGFRY w biologii i progresji
nowotworéw oraz opracowania wiarygodnej metody detekcji EGFRY/. Badania nad
poznaniem biologicznej roli zmutowanego receptora moga przyczynic¢ sie do rozwoju

nowych terapii celowanych.

Praca doktorska zostata wydana w formie oprawionego maszynopisu liczagcego
155 strony. Praca ma typowy uktad stosowany w rozprawach doktorskich z podziatem
na nastepujgce rozdziaty: wstep merytoryczny, cele pracy, materiat, metody, wyniki,
dyskusja, wnioski, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow, spis
rycin, spis tabel oraz pismiennictwo. Bibliografia pracy doktorskiej obejmuje 198
anglojezycznych pozyciji literaturowych pochodzgcych najczesciej z ostatnich kilku lat.
Praca doktorska zawiera 27 rycin oraz 14 tabel, w wiekszosci obrazujgcych uzyskane
wyniki, co pozwala na doktadne przesledzenie i analize wszystkich wynikéw. W pracy
doktorskiej zamieszczono dodatkowo wykaz 11 artykutéw opublikowanych w czasie
realizacji przewodu doktorskiego, w ktérych Doktorantka jest wspétautorem (w tym
jednego jako pierwszy autor). Wszystkie przedstawione w wykazie publikacje sg
wysoko punktowane i majg zasieg miedzynarodowy. Doktorantka jest rowniez

wspétautorem jednego zgtoszenia patentowego RP.

Rozprawa doktorska napisana jest starannie, w zwartym i syntetycznym stylu.
Wstep merytoryczny stanowi doktadng analize aktualnego stanu wiedzy na temat
podjetego problemu badawczego uzasadniajgc celowo$é prowadzonych badan.
Wstep jest podzielony na 3 podrozdziaty, w ktérych przedstawiono szczegotowy opis
na temat roli EGFR w nowotworach, EGFRY" jako potencjalnego celu w terapii
celowanej oraz metodologii wykrywania EGFRW. We Wstepie w pierwszym
podrozdziale Doktorantka bardzo szczegdtowo przedstawita charakterystyke genu
EGFRijego struktury biatkowej, opisata dwa modele aktywacji sygnalizacji EGFR oraz
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zmiany molekularne charakterystyczne dla EGFR. We wstepie w drugim podrozdziale
Doktorantka bardzo doktadnie przedstawita charakterystyke zmutowanej formy
EGFRY i jego struktury biatkowej, podata czestosé wykrywania mutacji EGFRV/ w
réznych typach nowotworéw oraz opisata mozliwe terapie celowane ukierunkowane
na EGFR/EGFRY, ktére obecnie sg w trakcie badar klinicznych i przedklinicznych,
Trzeci podrozdziat Wstepu zawiera przeglad metod stosowanych do detekcji mutagji
EGFRV' w komérkach i tkankach. W tym podrozdziale Doktorantka opisuje zasade
stosowanych obecnie metod w celu detekcji mutacji EGFRY! na poziomie
genomowego DNA (sekwencjonowanie metodg Sangera, MLPA i FISH), na poziomie
mMRNA/cDNA  (real-time RT-PCR) oraz na poziomie biatka (barwienie
immunocytochemiczne i Western Blotting). W tym miejscu nalezy zauwazyé, ze w
pracy w opisie metody MLPA w rozdziale 4.18 na str. 49 wystepuje drobny bigd
edytorski cyt.: ,Jako probke kontrolng wykorzystano DNA wyizolowane z krwi
obwodowej od pacjentéw, u ktdrych wykryto choroby nowotworowej”. Ponadto w pracy
brakuje informacji jaka objeto$¢ krwi zostala pobrana od pacjentéw i jakg metode
zastosowano do izolacji DNA z krwi obwodowe;j, Wymagane jest wyjasnienie te]
kwestii. Jednakze, takie drobne btedy i niedociggniecia nie zmniejszajg wysokiego
poziomu merytorycznego przedstawionej do oceny pracy doktorskiej,

W pracy postawiono cztery gtéwne cele badawcze, ktorych poprawnosé
sformutowania nie budzi watpliwosci. Cele pracy zostaty przedstawione zgodnie z
planem wykonywanych badan, a nalezaty do nich: 1. Ocena przydatnosci metod
wykrywania EGFR"" w materiale pobranym od pacjentow onkologicznych oraz w
liniach nowotworowych oraz wytypowanie najbardziej optymalnej z nich: 2. Analiza
czestosci wykrywania EGFRY" w nowotworach jelita grubego, gruczotu krokowego,
piersi oraz w glejakach wielopostaciowych: 3. Charakterystyka modeli badawczych do
badan nad biologig EGFRV!: 4. Préba zblizenia si¢ do wyjasnienia wybranych
aspektow biologii EGFRV!.

W rozdziale Materiat Doktorantka opisata materiat wykorzystany do badan w
ramach pracy doktorskiej tji. wycinki tkankowe otrzymane w wyniku resekcji
chirurgicznych, 11 linii komérkowych, cztery myszy SCID z uposledzong odpornoscig
oraz szereg wektorow plazmidowych. Wszystkie etapy badawcze zostaty prawidfowo
zaprojektowane i zrealizowane. W rozdziale Metody Doktorantka bardzo dokiadnie
Opisata liczne metody badawcze, w tym m.in. hodowle komérkowe linii komercyjnych i

3



pierwotnych, klonowanie z pojedynczej komoérki metodg seryjnych rozcienczen,
badanie zywotnosci i apoptozy komoérek, test inwazyjnosci, badania in vivo na
myszach SCID, reakcje PCR w czasie rzeczywistym, sekwencjonowanie metodg
Sangera, sekwencjonowanie nowej generacji, MLPA, FISH, Western Blotting i
barwienie immunocytochemiczne. W pracy doktorskiej zastosowano rowniez metody
biotechnologiczne tj. otrzymanie przeciwciata rozpoznajgcego EGFRY/, produkcja
wektora lentiwirusowego, transdukcja komorek wektorami lentiwirusowymi oraz

transfekcja komérek plazmidowym DNA.

Uzyskane w pracy doktorskiej wyniki zostaty zaprezentowane w
uporzadkowany sposob, a whasciwie dobrane tabele | wykresy utatwiajg ich analizg. W
pierwszej czeéci pracy doktorskiej wytypowano zmodyfikowang metodg RT-PCR w
czasie rzeczywistym polegajacg na pétilosciowej ocenie ekspresji EGFRY/ jako
najbardziej optymalng metode detekcji EGFRV!w celu stratyfikacji pacjentow do terapii
celowanej. Wykazano, ze metoda ta charakteryzuje sie duzo wyzsza czutoscig niz inne
stosowane metody. W kolejnych badaniach poddano analizie ekspresji i bezwzglednej
liczby czgsteczek mRNA 155 wycinkéw nowotworowych jelita grubego, piersi, gruczotu
krokowego oraz glejakéw wielopostaciowych. W pracy wykazano, ze EGFRY jest
wykrywany w glejakach wielopostaciowych z najwyzsza czestoscig - 27,59%,
natomiast z mniejsza czestoscig w raku jelita grubego - 8,11% oraz w raku gruczotu
krokowego - 6,52%, przy czym odnotowano znaczne réznice w ekspresji i liczbie kopii
pomiedzy poszczegdlinymi proébkami. W zadnym spoérod 43 analizowanych wycinkow
nowotworéw piersi nie wykryto EGFRY. W tym miejscu nalezy zauwazyc, ze w
rutynowej diagnostyce molekularnej do detekeji mutaciji do celow personalizacii terapii
przeciw-nowotworowej stosuje sie tkanki utrwalone w formalinie i zatopione w
parafinie, a analiza molekularna w takiej tkance nowotworowej zawsze musi byc
poprzedzona oceng histopatologiczna z zaznaczeniem fragmentu tkanki z jak
najwiekszym odsetkiem komorek nowotworowych (minimum 20%). W zwigzku z tym
nasuwa sie nastepujgce pytanie: Czy wiadomo jaki odsetek komérek nowotworowych
zawieraly analizowane w pracy doktorskiej wycinki nowotworowe? Jesli w pracy nie
zastosowano oceny histopatologicznej to istnieje niebezpieczenstwo, ze analizie
molekularnej poddano wycinki tkankowe nienowotworowe lub z nizszym niz 20%
odsetkiem komorek nowotworowych. Waznym aspektem do rozwazenia w dalszych

badaniach jest sprawdzenie czy opracowana metoda moze by¢ przydatna w detekcji



EGFRVI w tkankach nowotworowych utrwalonych w formalinie i zatopionych w
parafinie oraz we frakcji wolno-krgzagcego DNA pochodzgcego z komorek
nowotworowych (ctDNA) z zastosowaniem pPtynnej biopsji (osocze |ub nawet ptyn
mézgowo~rdzeniowy u chorych z glejakiem), co przy bardzo czutej metodzie daje
mozliwos¢ wykrycia EGFRvI v catkowitej puli krazgcego nowotworowego DNA
eliminujgc ograniczenia wynikajgce z heterogennosci guza,

W ramach badan Prowadzonych w drugiej czesci pracy doktorskiej wykazano,
Ze sposréd wszystkich analizowanych modeli do badar nad EGFRvI najbardziej
optymalnym modelem jest heterogenna linia komérkowa DK-MG oraz jej pochodne
uzyskane metoda seryjnych rozcienczer. Na Opracowanym modelu wykazano, ze
wystepowanie EGFRY! nawet w niewielkiej subpopulacji komérek nowotworowych
moze wptywaé na biologie catej Populacji komorek. Ponadto w pracy wykazano, ze
obecnosé EGFRvi zZmniejsza wrazliwo$¢ komorek na apoptoze, senenscencie,
zZwigksza proliferacje oraz odsetek udanych préb zainicjowania guza w modely
podskérnym u myszy SCID. W pracy Wykazano réwniez, ze komérki EGFRuyil
negatywne sg zalezne od EGFRYI-pozytywnych w ogolnej populacji komérek.
Uzyskane w Pracy wyniki niewatpliwie beda przydatne w optymalizacji i rozwoju
nowych strategii terapeutycznych.

Dyskusja jest napisana w sposob rzeczowy i wnikliwy. Wyniki uzyskane w
ramach realizacji pracy doktorskiej zostaty skonfrontowane z najnowszymi wynikami
opublikowanych badan o podobnej tematyce. Dyskusja w petni ukazuje bardzo dobre
zorientowanie Doktorantki w aktualnej literaturze dotyczacej problemu badawczego.
Na podstawie uzyskanych wynikéw prawidiowo sformutowano siedem wnioskéw.

Whioski Koricowe

Prezentowana praca doktorska wskazuje na bardzo dobre przygotowanie
teoretyczne Autorki oraz opanowanie przez nig warsztaty badawczego. Bardzo
Wysoko oceniam wartogé naukowag przedstawionej pracy doktorskiej. Rozprawa
doktorska pt: ,Czestosée wystepowania oraz poziom ekspresji EGFRVI g jego
biologiczna rola w wybranych typach nowotworéw” w petni spetnia warunki okreslone
W art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie WYZszym i nauce
(Dz.U.2021 poz. 478 ze zm). Wnosze o dopuszczenie Pani mgr Joanna Peciak do
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dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, z uwagi na wysoka wartosc
poznawczg i aplikacyjng prowadzonych badan pragne przedtozy¢é wniosek o

wyréznienie niniejszej pracy doktorskiej.

Prof. dr hab. n. med. |zabela Zawlik
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