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pt. Wyjasnienie niektérych aspektow biologicznej roli EGFRVvIII i IDH

w glejakach wielopostaciowych

Praca doktorska mgr Kamili Rosiak wykonana zostala w Zaktadzie Biologii Nowotworéw
Uniwersytetu Medycznego w todzi pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Piotra Rieske
i dr Wojciecha Steca jako promotora pomocniczego. Stanowi jg spdjny tematycznie cykl trzech
wspofautorskich prac oryginalnych opublikowanych w latach 2016-2018, z ktérych dwie
ukazaly sie w Oncotarget w 2016 i 2018 roku (IF 2016 5,168; pkt. MNiSW 40), a jedna
w PLoS One w 2016 roku (IF 2,806; pkt. MNiSW 40). Abstrahujgc od toczacej sie dyskusiji
dotyczgcej usuniecia czasopisma Oncotarget z listy Web of Science wszystkie prace
sktadajgce sie na rozprawe doktorskg opublikowane zostaty w uznanych, miedzynarodowych
czasopismach, znajdujgcych sie w wykazie czasopism Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, o fgcznej liczbie punktow 120. Mgr Kamila Rosiak jest pierwszym autorem, drugim
o wkladzie rownym z pierwszym autorem Ilub drugim autorem prezentowanych prac.
Niepodwazalny udziat mgr Kamili Rosiak w powstaniu tych prac potwierdza zaréwno Jej
wiodgca pozycja ws$rdd autorow, jak rowniez oswiadczenia wspotautorow. W przypadku
wszystkich trzech prac mgr K. Rosiak uczestniczyta w przeprowadzeniu eksperymentow,
analizie i interpretacji wynikbw oraz w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu,
a w przypadku jednej z nich byta réwniez autorem koncepcji i planu badan. Publikacje
stanowigce rozprawe doktorskg opatrzone =zostaty 1) 13-stronicowym wprowadzeniem
zawierajgcym podstawowe dane odnosnie do: klasyfikacji glejakbw o naciekajgcym
charakterze wzrostu, funkcji biologicznej i znaczenia w patogenezie glejakéw mutacji genu

dehydrogenazy izocytrynianowej (IDH) oraz receptora czynnika wzrostu naskorka (EGFR),



a takze strategii terapeutycznych oraz modeli badawczych glejaka wielopostaciowego,
2) omowieniem kazdego z trzech artykutdow stanowigcych rozprawe doktorska,
3) podsumowaniem przeprowadzonych badah. W materiatach zawarte zostaty réwniez
wyjasnienia stosowanych skrotow, dane bibliograficzne 190 pozycji literaturowych oraz
streszczenia  w jezyku polskim i angielskim. Zatgczone sg rowniez oswiadczenia
wspotautoréw, a takze zgody odpowiednich Komisji Bioetycznych zezwalajgcych na
wykorzystanie do badan materiatu pobranego od pacjentéw oraz przeprowadzenie badan na

zwierzetach.

Celem przedstawionych w pracy doktorskiej mgr Kamili Rosiak badan, wpisujgcych sie
w wieloletnie zainteresowania naukowe promotora pracy prof. Piotra Rieske, bylo
opracowanie modeli badawczych pozwalajgcych na ocene roli biologicznej w glejakach
wielopostaciowych zmutowanej formy receptora czynnika wzrostu naskorka EGFRvIIl oraz
izomerazy izocytrynianowej IDH1 p.R132H, z podstawiong w pozycji 132 w miejsce argininy

resztg histydyny, a takze wyjasnienie/przyblizenie mechanizmoéw molekularnych ich dziatania.

Glejaki nalezg do najczesciej diagnozowanych nowotworéw pierwotnych mdzgu
u dorostych. Ich ogromna niejednorodno$¢, nie tylko w obrebie nowotworéw pochodzenia
glejowego, ale takze w obrebie komérek samego guza przektada sie na niskg skutecznosé
leczenia. Zgodnie z najnowszymi wytycznymi WHO w diagnostyce glejakéw o naciekajgcym
charakterze wzrostu za kluczowy uznaje sie status molekularny dehydrogenazy
izocytrynianowej cytozolowej (IDH1). Glejaki wielopostaciowe (WHO 1V) ze zmutowanym IDH
powstajg w wyniku progresji guzow Il i Ill stopnia zto$liwosci, podczas gdy w 90 - 95% guzow
rozwijajgcych sie de novo IDH jest typu prawidtowego. Substytucja pojedynczego nukleotydu
w genie IDH1 (c. 395G>A) zmieniajgca kodon Arg w kodon His w pozycji 132 biatka, prowadzi
nie tylko do zmniejszenia lub braku aktywnosci katalitycznej enzymu. Zmutowany IDH
wykorzystujgc zredukowany NADP® przeksztatca a-ketaglutaran do 2-hydroksyglutaranu,
ktéry kompetycyjnie hamuje dioksygenazy zalezne od a-ketaglutaranu, co w najwiekszym
skrécie prowadzi do zaburzenia mechanizmoéw epigenetycznych, a takze regulacji ekspresji
gendéw odgrywajgcych role w progresji nowotworu, zaleznej od czynnika indukowanego
hipoksjg HIF-1.

Drugi z wybranych gendéw to gen EGFR kodujgcy receptor czynnika wzrostu naskorka,
ktérego amplifikacje stwierdza sie w okoto 40% glejakow, w potowie ktérych, w wyniku delecji
eksonéw 2-7 (EGFRVIII), ekspresji ulega wariant pozbawiony domeny zewnatrzkomérkowej
co prowadzi do konstytutywnej aktywnos$ci receptora i nieprawidiowosci w funkcjonowaniu

wielu szlakow sygnatowych oraz ekspresji docelowych genow.



Badania zostaty szczegotowo opisane w pracach oryginalnych skfadajgcych sie
na rozprawe doktorskg, zarbwno pod wzgledem stosowanego szerokiego spektrum
nowoczesnych podejs¢ metodycznych, jak i prezentacji oraz merytorycznej i tworczej dyskusiji
uzyskanych wynikéw. Prace te nie budzg zadnych zastrzezen, tym bardziej, ze podlegaty one
juz merytorycznej ocenie przez specjalistow, tj. recenzentow i wydawcéw renomowanych
czasopism o zasiegu miedzynarodowym. Dwa z opublikowanych artykutéw stanowigcych
rozprawe doktorskg (Oncotarget 2016, 2018) dotyczg opracowania modelu badawczego
pozwalajgcego na ocene znaczenia mutacji EGFRvIII. W wyniku selekcji klonalnej ze stabilnej
linii komérkowej glejaka DK-MG, wykazujgcej heterogenno$¢ pod wzgledem endogennej
ekspresji EGFR, wyodrebniono i ustabilizowano dwie sublinie glejaka wielopostaciowego
z obecnoscig EGFRUVIII, réznigce sie odsetkiem (50% i 5%) komérek wykazujgcych ekspresije
zmutowanego genu. Niemoznos¢ uzyskania linii catkowicie pozbawionej amplikonéw
EGFRvIIl wskazuje na jego istotng funkcje biologiczng. Stosujgc techniki badawcze in vitro
i in vivo udowodniono wptyw EGFRUvIII na wzrost inwazyjnosci i liczebnos$ci populacji komorek.
Zwiekszenie przezywalnosci populacji komoérek o wysokim odsetku komoérek wykazujgcych
ekspresje zmutowanego genu korelowato z poziomem aktywnosci szlaku NFkB, pozostajgc
bez wptywu na szlak PIBK/AKT. Analiza 408 gendéw zwigzanych z nowotworami wykazata
brak zasadniczych réznic w profilach genetycznych linii z wysokg i niskg ekspresjg
zmutowanego genu, potwierdzajgc tym samym znacznie EGFRvIll dla obserwowanych

efektéw biologicznych.

Poszukujgc odpowiedzi na pytanie o mechanizm aktywaciji i regulacji EGFRvIII wykazano
brak oddziatywania pomiedzy prawidtowg i zmutowang formg EGFR, nie potwierdzajgc tym
samym istniejgcych w tym zakresie doniesien literaturowych. Ujawniono réwniez zdolnos¢
EGFRVIIlI do dimeryzacji w sposob niezalezny od tworzenia wigzan disiarczkowych przez
reszte Cys w pozycji 16. Defosforylacja w homodimerze receptora wydaje sie by¢ regulowana
przez jedng badz rézne fosfatazy tyrozynowe, a zmutowany receptor odznacza sie

zwiekszong stabilnoscig i w konsekwenciji zwiekszonym potencjatem onkogennym.

Wyniki zaprezentowane w pracy opublikowanej w Oncotarget w 2016 roku wskazujg
réwniez na ograniczenia innych modeli badawczych, w kontekscie badania efektéw
biologicznych EGFRUVIII, w tym wynikajgce z niemoznosci stabilizacji komérek linii pierwotnych
z amplikonami EGFRvIIl czy w przypadku modeli uzyskanych metodami inzynierii
genetycznej, braku korelacji miedzy poziomem mRNA i biatka oraz losowego charakteru

efektow biologicznych.

Praca opublikowana w 2016 roku w PLoS One dotyczy natomiast opracowania modelu

badawczego pozwalajgcego na badania roli IDH1 p. R132H w glejakach. Opisany w pracy



model stanowi pierwsze doniesienie o zastosowaniu ludzkich  neuralnych  komorek
macierzystych do badan nad wptywem IDH1 p.R132H na rozwdj glejakow. Sukcesem
autorow pracy jest ustabilizowanie w wyniku transdukcji i selekcji ludzkich indukowanych
neuralnych komérek macierzystych, wykazujgcych konstytutywng ekspresje prawidtowego
lub zmutowanego genu IDH1. Indukowane neuralne komérki macierzyste otrzymano metodg
posrednig na drodze roznicowania indukowanych pluripotentnych komérek macierzystych
poprzez hodowle w postaci kul zarodkowych. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem
tego modelu wskazujg na istnienie zaleznosci miedzy ekspresja IDH1 p.R132H,
a zmniejszeniem zdolnoéci do réznicowania neuronalnego i astrocytarnego, ocenianego na
podstawie cech morfologicznych i ekspresji specyficznych markeréw, oraz zwiekszeniem

podatnosci na apoptoze.

Odnoszgc sie do badan dotyczgcych EGFRvIII nasuwajg sie nastepujgce pytania:

- co moze by¢ przyczyng odmiennych wynikow uzyskanych w pracy w kontekscie danych
literaturowych, a dotyczacych oddziatywan pomiedzy prawidtowg i zmutowang formag
EGFR,

- jak z molekularnego punktu widzenia, w swietle uzyskanych wynikéw badan witasnych
i danych literaturowych, mozna wyjasni¢ udziat zmutowanej formy EGFR w procesach
odpowiedzialnych za zywotnosé komoérek i prowadzgcych do apoptozy.

Prositabym réwniez o:

- przyblizenie roli biologicznej w komérce dehydrogenazy izocytrynianowej zalezne;j
od NAD" i NADP", a takze

- wskazanie kierunkéw dalszych badan z wykorzystaniem opracowanych modeli

badawczych.

Podsumowanie i wniosek kohcowy

Prace doktorskg mgr Kamili Rosiak pt. ,Wyjasnienie niektérych aspektéw biologicznych roli
EGFRuVIIl i IDH1™*# w glejakach wielopostaciowych” oceniam w petni pozytywnie. Uzyskane
i prezentowane w opublikowanych pracach wyniki majg niepodwazalng warto$¢ poznawczag
i uzytkowg w zakresie patogenezy i biologii glejakow. Opracowano unikatowe modele
badawcze jakimi sg stabilne linie glejaka wielopostaciowego o réznym odsetku komoérek
pozytywnych w kontekscie EGFRVIIl, a takze ludzkie indukowane neuronalne komorki
macierzyste z egzogenng ekspresjg IDH1 p.R132H, bedace przedmiotem zgtoszenia
patentowego, ktérego pierwszym autorem jest doktorantka. Przyblizono nie tylko mechanizmy
molekularne dziatania EGFRvIIlI oraz biologicznej roli IDH1 p.R132H, ale takze wskazano
potencjalne cele dla nowych strategii terapeutycznych. Profilowanie molekularne IDH wydaje

sie mie¢ szczegolng wartos¢ predykcyjng. O ile stopien zitosliwosci glejakéw moze ulec



progresji w czasie trwania choroby, o tyle status IDH pozostaje niezmieniony. Z uznaniem
odnosze sie do formy przedstawionej przez mgr Kamile Rosiak pracy doktorskiej, ktdrg
stanowig opublikowane wieloautorskie artykuty. Doktorantka potwierdzita w ten sposéb swojg
wiedze w zakresie realizowanej problematyki badawczej i znajomosc¢ literatury przedmiotu
oraz udziat w dokonaniach naukowych. W przedstawionym opracowaniu w mojej opinii
zabrakio jedynie wnioskéw wynikajagcych z przeprowadzonych badan, bowiem rozdziat
zatytutowany ,Whnioski koncowe” jest de facto podsumowaniem uzyskanych wynikéw.
Reasumujgc stwierdzam, ze praca doktorska mgr Kamili Rosiak spetnia wymogi art. 13
ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki z dnia 14 marca 2003 roku z pozniejszymi zmianami (Dz. U. nr. 65, poz. 595 z poz.
zm.; Dz. U. z 21 czerwca 2016, poz. 882, tekst jednolity). Zwracam sie zatem do Wysokiej
Rady Wydziatu Nauk Biomedycznych i Ksztatcenia Podyplomowego Uniwersytetu
Medycznego w todzi o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr Kamili Rosiak do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Biorgc pod uwage oryginalnos¢ uzyskanych wynikéw, ktore
opublikowane zostaly w uznanych miedzynarodowych czasopismach i ich znaczgcg wartos¢

poznawczg i aplikacyjng, wnosze o uznanie pracy jako wyrézniajgce;.
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