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III. Autoreferat

A) Tytut osiggniecia naukowego:

Niekodujace RNA (ncRNA) w mikrosrodowisku nowotworu modzgu — wnioski z analizy transkryptomu. (ang.

B) Prace bedace podstawag_autoreferatu:

Podstawg osiggniecia naukowego jest zestaw pieciu prac oryginalnych opublikowanych w latach 2014-2017.
W jednym artykule jestem pierwszym autorem, a w pozostalych czterech jestem autorem

korespondencyjnym (*). Sumaryczny IF tych prac wynosi 41,302, co przektada sie na 210 punktéw MNiSW.

1. Rooj AK, Ricklefs F, Mineo M, Nakano I, Chiocca EA, Bronisz A*, Godlewski J. MicroRNA-Mediated
Dynamic Bidirectional Shift between the Subclasses of Glioblastoma Stem-like Cells. Cell Rep. 2017 06 06;
19(10):2026-2032. PMID: 28591575. PubMed; IF2017: 8,032; MniSW/KBN: 40

Mo6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspodtkierowaniu projektem, zaplanowaniu i analizie
bioinformatycznej danych, interpretacji wynikéw badan globalnej analizy transcrypcyjnej,

wspodtredagowaniu manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 40%.

2. Godlewski J, Ferrer-Luna R, Rooj AK, Mineo M, Ricklefs F, Takeda YS, Nowicki MO, Salinska E, Nakano
I, Lee H, Weissleder R, Beroukhim R, Chiocca EA, Bronisz A*. MicroRNA Signhatures and Molecular Subtypes
of Glioblastoma: The Role of Extracellular Transfer. Stem Cell Reports. 2017 06 06; 8(6):1497-1505. PMID:
28528698. PubMed, IFz2017: 6,537; MniSW/KBN: 40

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na kierowaniu projektem, zaplanowaniu analiz bioinformatycznych,
interpretacji wynikdw in vitro i in vivo, opracowaniu graficznym wynikéw oraz edytowaniu manuskryptu. Méj

udziat procentowy szacuje na 70%.

3. Mineo M, Ricklefs F, Rooj AK, Lyons SM, Ivanov P, Ansari KI, Nakano I, Chiocca EA, Godlewski J,
Bronisz A*. The Long Non-coding RNA HIF1A-AS2 Facilitates the Maintenance of Mesenchymal
Glioblastoma Stem-like Cells in Hypoxic Niches. Cell Rep. 2016 06 14; 15(11):2500-9. PMID: 27264189;
PMCID: PMC4909547.PubMed, PubMed Central, IF2016: 8,282; MniSW/KBN: 40
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Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na kierowaniu projektem, zaplanowaniu analiz bioinformatycznych,
interpretacji wynikdéw in vitro i in vivo, opracowaniu graficznym wynikéw oraz edytowaniu manuskryptu. Mdj

udziat procentowy szacuje na 60%.

4, Ricklefs F, Mineo M, Rooj AK, Nakano I, Charest A, Weissleder R, Breakefield XO, Chiocca EA,
Godlewski J, Bronisz A*. Extracellular Vesicles from High-Grade Glioma Exchange Diverse Pro-Oncogenic
Signals That Maintain Intratumoral Heterogeneity. Cancer Res. 2016 05 15; 76(10):2876-81. PMID:
27013191; PMCID: PMC4873326. PubMed, PubMed Central, IF2016: 9,122; MniSW/KBN: 45

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na kierowaniu projektem, zaplanowaniu analiz bioinformatycznych,
interpretacji wynikow in vitro i in vivo, opracowaniu graficznym wynikéw oraz edytowaniu manuskryptu. Méj

udziat procentowy szacuje na 70%.

5. Bronisz A, Wang Y, Nowicki MO, Peruzzi P, Ansari K, Ogawa D, Balaj L, De Rienzo G, Mineo M,
Nakano I, Ostrowski MC, Hochberg F, Weissleder R, Lawler SE, Chiocca EA, Godlewski J. Extracellular
vesicles modulate the glioblastoma microenvironment via a tumor suppression signaling network directed
by miR-1. Cancer Res. 2014 Feb 01; 74(3):738-750. PMID: 24310399; PMCID: PMC3928601.

PubMed, PubMed Central, IF2014: 9,329; MniSW/KBN: 45

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu wszystkich eksperymentdow in vitro, zaplanowaniu i
wykoniu bioinformatycznych analizy, interpretacji wynikéw in vitro i in vivo, opracowaniu graficznym

wynikéw oraz wspotredagowaniu manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 60%.

C) Omodéwienie celu naukowego ww. pracach i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego

wykorzystania

CELE

Glejak (ang. glioblastoma: GBM) jest najczestszym i najbardziej agresywnym pierwotnym nowotworem
modzgu u osbéb dorostych. GBM nie daje specyficznych objawdw (bdl gtowy, nudnosci, wymioty), nie sg znane
biomarkery umozliwiajgce wczesne wykrywanie jak i czynniki ryzyka (cho¢ wystepuje korelacja z wiekiem).
Standardowa terapia obejmuje maksymalnie bezpieczng resekcje i pooperacyjng radio- i chemioterapie.

Pomimo tak agresywnej terapii mediana przezycia wynosi zaledwie nieco ponad 14 miesiecy.

Wysoka heterogennos¢ (zaréwno pomiedzy guzami, jak i wewnatrz guza) prowadzi do niskiej skutecznosci
terapeutycznej (ze wzgledu na pojawiajace sie opornos$¢ na terapie/selekcje klonalng/jak i brak

uniwersalnych celéw terapeutycznych). Istniejg trzy podtypy GBM ktore mogg wspdtistnie¢ w obrebie
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indywidualnego guza i ewoluowac¢ w miare postepu choroby. Kazda proba tkanki nowotworu jest wiec tylko

obrazem choroby w danym momencie.

Komérki macierzyste GBM (ang. GBM Stem Cells: GSC) ktére sg uwazane za komérki pochodzenia glejaka
sg roznorodne molekularnie i fenotypowo. GSC sg w stanie przetrwac¢ w strefach niedotlenienia i martwicy i
sg szczegdlnie odporne na konwencjonalne terapie. Ponadto, sub-populacje tych komdérek mogg opuscié
gtdbwng mase guza i dokonac inwazji nawet na przeciwlegtg potkule, co uniemozliwia catkowitg resekcje - i

prowadzi do nawrotu choroby.

Jest juz obecnie dobrze udokumentowane. ze sygnatury ekspresji genow kodujacych biatko klasyfikujag GBM
do podtypéwPodobnie klasyfikujg réwniez GSCs do podtypdéw GBM. Taka klasyfikacja okazata sie jednak
bardziej skomplikowana jako ze poszczegdlne nowotwory zawierajg wiele podtypéw GBM i komoérek o
cechach hybrydowych. Obecnie uwaza sie ze klasyfikacja tkankowa okresla jedynie dominujacy typ

komorek.

Jako ze sekwencje kodujace biatka stanowig zaledwie mniej niz 2% ludzkiego genomu, jest coraz bardziej
oczywiste, ze aberacje w genach nie kodujacych biatka sa opowiedzialne za powstawanie istotnych
fenotypdw nowotworowych. RNA jest uwazane za czasteczke znacznie istotniejszg niz tylko posredniczacq
miedzy DNA i biatkiem. Rozrdznia sie wiele klas RNA, w tym dtugie nie-kodujace RNAs (ang. long non-
coding RNAs - IncRNAs) i mikroRNA. Genomika poréwnawcza wykazala ze u Metazoa wystepuje w duzym
stopniu ten sam repertuar gendéw kodujacych biatka. Roznice pomiedzy komdrkami podczas normalnego
rozwoju i patogenezy w wielu przypadkach powstajg w wyniku réznic w tym kiedy, gdzie i jak geny sg
wiaczane lub wytaczane. Obecnie uwaza sie ze ncRNAs odgrywajq istotna role w tych procesach poprzez

utatwianie lub hamowanie transkrypcji, translacji, oraz aktywnosci gendéw i kodujacych przez nie biatek.

Guzy GBM zawierajg nisze komoérkowe charakteryzujgce sie odrebnymi witasciwosciami fenotypowymi, w
tym istotne sg przejsciowe uspienie (ang. transient quiescence) i samo-odnawianie (ang. self-renewal),
adaptacja na niedotlenienie oraz odpornos¢ na uszkodzenia DNA wywotane promieniowaniem. Prezentowane
tu wyniki sugeruja, ze taka roéznorodnos¢ fenotypdw moze by¢ jeszcze bardziej ztozona poprzez
miedzykomorkowy transfer funkcjonalnych czgasteczek RNA. Mechanizmy, za pomocg ktérych komorki
nowotworowe reagujg na zmienne czynniki, i dostosowujg sie do nich poprzez modyfikacje mikrosrodowiska
majg kluczowe znaczenie w patobiologii guzéw litych, takich jak GBM. Na podstawie naszych danych,
proponujemy model podkreslajacy role ncRNA w anatomicznym zrdéznicowaniu guza w zaleznosci od
mikrosrodowiskowego kontekstu, ktéry stuzy¢ bedzie jako nowa strategia w rozwoju spersonalizowanej
terapii GBM.
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W ostatnich pieciu latach moje wysitki badawcze potaczyly metody eksperymentalne i obliczeniowe w celu
poznania roli ncRNA w komérkowej i poza-komodrkowej (zawartej w zewnatrz komorkowych pecherzykach;
(ang. extracellular vesicle (EVs) wlaczajac w to exosomy) regulacji gendw w procesie nowotworzenia. Misjg
badawczg mojego zespotu byto i nadal jest odkrywanie nowych funkcji ncRNA, i doprowadzenie do
identyfikacji nowych celow w terapii glejaka. Celem krétkoterminowym jest wykorzystanie istniejacych
modeli badawczych i strategii terapeutycznych dla identyfikacji nowych celéw ncRNA w wykrywaniu,
diagnozie i rozszyfrowaniu ich funkcji w nowotworze. Podejscie to, w dalszej perspektywie, powinno rozwina¢
szeroki projekt badawczy nakierowany na ncRNA zaréwno w badaniach podstawowych jak i w rozwoju metod

klinicznych w terapii nowotworowej.

WYNIKI

Aby badac réznorodnos¢ transkryptomu GSC pozyskaliSmy ponad czterdziesci, pochodzacych od pacjentow
z GBM pierwotnych lini komdrkowych hodowanych w warunkach 3D in vitro (ang. patient-derived cultures
- PDC) (REF 1-4). Za pomoca analizy mikromacierzy wybraliSmy dwa najbardziej wyraziste profile
transkryptomu tych komadrek. Nastepnie poréownaliSmy nasze dane z atlasem genomu nowotworowego GBM
(ang. The Cancer Genome Atlas: TCGA). WykazaliSmy ze profile ekspresji genow kodujgcych biatka
zaklasyfikowaty GSCs do réznych podklas. Podklasy te zostaty zgrupowane z dwoma odrebnymi podtypami
GBM (mezenchymalny i proneuronalny). Nastepnie zadaliSmy pytanie: czy odrebne transkryptomy
pokrywajg sie z niszami mikrosrodowiskowymi lub czy mogg ksztattowac fenotypy komérkowe? Najpierw za
pomocg uzyskanych od pacjentow z GBM ksenograftow wewnatrz-czaszkowych (ang patient-derived
intracranial xenograft - PDIX), wykazaliSmy, ze z mezenchymalnych GSC powstaje guz o wyraznych
granicach podczas gdy proneuronalne GSC zapoczatkowujg guzy inwazyjne. Te dane wskazujg, ze GSCs
réznigce sie transkryptomem charakteryzujg sie krancowo odmiennymi fenotypami. Aby model ten miat
zastosowanie w badaniach nad patologig GBM, takie fenotypy GSCs wynikajgce z réznych transkryptomow
powinny by¢ rozpowszechnione w réznych rejonach anatomicznych guza. PoréwnaliSmy wiec nasze
transkryptomy z danymi zebranymi po sekwencjonowaniu RNA izolowanego z GSC z réznych anatomicznych
struktur tkanek nowotworowych pacjentéw z GBM stosujac metode laserowej mikrosekcji guza. Taka
strategia umozliwita badanie specyficznej ekspresji w réznych obszarach guza GBM (dane zebrane w
Projekcie Atasu Glejaka Ivy, ang. Ivy Glioblastoma Atlas Project: IVY GAP datasets). Okazato sie, ze profile
guzéw mezenchymalnych pokrywajg sie ze strefami perinekrotycznymi, podczas gdy profil proneuralny
pokrywat sie z obszarami infiltracji guza. Wyniki te wykazaty, ze wystepowanie wewnatrz-nowotworowej
architektury wynika ze wspétistnienia réoznych komorek w poszczegdlnych nowotworach. W celu wiernego
modelowania opracowaliSmy nowe modele heterogenne - zaréwno in vitro, jak i in vivo. (REF 4,2)

heterogenne, uzyskane od pacjentow z GBM kserografty wewnatrz-czaszkowe (ang. heterogenous patient-
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derived cultures — HPDC; heterogenous, patient-derived intracranial xenograft - HPDIX). W badaniach
wykorzystano mieszaniny odmiennie wyznakowanych komorek mezenchymalnych i komérek proneuralnych.
Ustalono, ze tréjwymiarowe sferoidy poczatkowo stanowigce mozaike obu typow komoérek, po pewnym
czasie uorganizowaty sie w wyraznie odrebng architekture z mezenchymalnymi GSCs tworzgcymi
nieinwazyjny rdzen sferoidu i proneuronalnymi GSCs w strefie peryferyjnej z pojedynczymi komédrkami
naciekajgcymi otaczajacg macierz pozakomorkowga. Co wazne, taki fenotyp otrzymalismy takze w modelach
in vivo (REF 4,2).

Majac do dyspozycji taki model skupiono sie na gtdwnym celu badan, jakim jest poznanie profilu ekspres;ji i

roli niekodujacego RNA w heterogennym modelu glejaka.

Ponad dekade temu wykazano, ze sygnatury gendw kodujacych biatka pozwalajg okresli¢ podtyp GBM
(Verhaak et al, 2010). Jednakze nie wykazano aby ekspresja matych, niekodujagcych RNA mogla by¢ podobne
zastosowana. UzyliSmy wiec analizy wynikéw z bazy danych TCGA GBM dotyczacych mikroRNA GBM i
poréwnaliSmy je z podtypami GBM zdeterminowanymi przez geny kodujace biatko (REF 2). Ekspresja
mikroRNA w TCGA GBM ujawnita wysoce heterogenny obraz, bez wyraznej stratyfikacji. Nastepnie, aby
oceni¢ potencjalne grupowanie mikroRNA postuzyliSmy sie wspdtczynnikiem korelacji grupowania (ang.
cophenetic correlation coefficient analysis) wykazujac, ze chociaz profile mikroRNA nie naktadaty sie
wyraznie na podtypy GBM zdeterminowane przez kodujacy bialka transkryptom - to profile te utworzyty
dwie odrebne klasy. Wsrdd nich wykazano znaczacg przewage profili mezenchymalnych lub

proneuronalnych.

W celu potwierdzenia tych danych, wybrano jedno mikroRNA (miR-128) do eksperymentalnej analizy
funkcjonalnej (REF 1). Wykazano ze miR-128 podlega wysokiej ekspresji w prawidlowym mézgu w
porownaniu do GBM, i ze moze by¢ uzyty do prognozowania zaréwno przezywalnosci chorych z GBM jak i
do identyfikacji podtypow GSC. Uzywajac naszego modelu HPDIX i transdukowanych GSCs
(mezenchymalnych GSC z nadekspresjg miR-128 i proneuronalnych GSC z miR-128 knock-down), okazato
sie, ze zmiana ekspresji miR-128 w jednym typie GSC zmiania wptyw tego mikroRNA w drugim typie
komorek. Sugerowato to, ze miR-128 (lub jego inhibitor) wprowadzone do komdrek, moga by¢ przenoszone
wewnatrz nowotworu przez mikropecherzyki wydzielane przez te komorki (ang. extracellular vesicles EVS).
Dalsze obserwacje wykazaty, ze ekspresja miR-128 zmienita nie tylko fenotyp komorek. Po raz pierwszy
pokazano in vitro, ze molekularna rearanzacja spowodowana przez miR-128 zmienia tozsamos¢ komérek z
mezenchymalnej na klasyczng - taka hybryda byla zidentyfikowana wczesniej u pacjentow (Patel et al,
2014).

Wewnatrz-nowotworowy transfer wielu réoznych czasteczek, w tym mikroRNA, przez EVs nie jest ograniczony

do komédrek nowotworowych, ale rowniez moze wptywacé na komorki w mikrosrodowisku guza. W badaniach
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nad mechanizmem mikroRNA-1 (miR-1) wykazano, Ze nadekspresja miR-1 w komodrkach glejaka
zablokowata wzrost guza, neowaskularyzacje i inwazyjnosc in vivo (REF 5). Powstato wiec pytanie czy te
efekty byty zwigzane z rolg miR-1/EV w komunikacji miedzykomoérkowej w mikrosrodowisku nowotworu. W
badaniach tych wykazano, ze zaréwno funkcjonalne transfery miR-1 jak i deregulacja biatkowego cargo EVs

przez miR-1 sg waznymi modyfikatorami komérek - biorcow.

W odréznieniu od mikroRNA, IncRNAs nie sg zdefiniowane przez pewien wspdlny mechanizm dziatania i mogg
regulowac ekspresje gendw i synteze biatek na wiele sposobdéw. Ponadto wykazano, ze w przeciwienstwie
do mikroRNA, IncRNA moze by¢ stosowany do klasyfikacji GBM (REF 3, (Du et al, 2013)). Taka klasyfikacja
jest obserwowana w ekspresji IncRNA w wybranych populacjach GSCs. Dla celow naszego projektu,
wybraliSmy IncRNA wysoko wyrazane w nowotworze i specyficzne dla mezenchymalnego podtypu GSC:
indukowany przez hipoksje czynnik pierwszy alfa antysensowne RNA 2 (ang. Hypoxia Inducible Factor-1
Alpha Anti-Sense 2 RNA: HIF1A-AS2). Nokaut HIF1A-AS2 spowodowat ostabiong/opo6zniong odpowiedz na
niedotlenienie. W kolejnych badaniach wykazano, ze HIF1A-AS2-zalezny profil ekspresji pokrywa sie z
perinekrotycznymi obszarami guza, a takze z profilami swoistymi dla niedotlenienia i mezenchymalnej
tozsamos$c¢i GSC. Korelacja molekularnych celéw HIF1A-AS2 z gorsza przezywalnoscig chorych podkreslito
znaczenie Kkliniczne tego IncRNA w GBM. Aktywacja ekspresji HIF1A-AS2 przez niedotlenienie w
mezenchymalnych ale nie w proneuronalnych GSCs sugeruje, ze HIF1A-AS2 dziata w sposob zalezny od
anatomicznych obszaréw guza i ze moze kontrolowa¢ adaptacje okreslonego typu komodrek na stres

niedotlenienia.

Dlaczego wiec ekspresja IncRNA, ale nie mikroRNA pokrywa sie z podtypami okreslanymi przez ekspresje
gendéw kodujacych biatko? By¢é moze odpowiedz jest prosta — mikroRNA, w przeciwienstwie do mRNA i
INcRNA sg mate. Z tego wiec powodu licznie wystepujg w EVs (REF 2). Wymiana mikropecherzykéw
zawierajgcych mikroRNA i ich rozprzestrzenianie sie na wzglednie duze odlegtosci od komorki z ktérej
pochodzg sugeruje zaréwno istnienie hybryd molekularnych jak i propagacje réznorodnosci w obrebie guza.
Aby przetestowac te hipoteze przeanalizowano ekspresje mikroRNA w GSC i ich wydzielanie z GSCs przez
EVs. Okazato sie, ze dwie gtdwne podgrupy ekspresji mikroRNA zidentyfikowane w GBM w duzej mierze
pokryly sie z podgrupami GSCs. Nastepnie pokazano, ze profile mikroRNA w dwdch podklasach GSCs grupujg
sie razem ze sobg, ale nie z ich mikroRNA zawartymi w EVs. Ponadto, uzywajac profili EV mikroRNA uzyskano
klasyfikacje na takie same dwie podgrupy jak przy klasyfikacji opartej na mikroRNA komédrkowych, mimo
ze inne zbiory mikroRNA zostaty zidentyfikowane w komodrkach i EVs. Zatem przeprowadzone badania
wyjasniajg istnienie wysoce heterogennych profiléw ekspresji mikroRNA w GBM, ktdére sg ponadto

propagowane przez wewnatrz nowotworowa wymiane mikroRNA za posrednictwem EVs.
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IMPAKT

Nasze dane podkreslajg istotna role ncRNA w regulacji komunikacji miedzykomérkowej w mikrosrodowisku
glejaka. Moze to mie¢ kluczowe znaczenie dla przetrwania i przystosowania sie komérek nowotworowych w
dynamicznie zmieniajgcym sie krajobrazie mikrosrodowiskowym. Wyniki prezentowanych tu badan wydajg
sie istotne zaréwno w kontekscie poznania mechanizméw nowotworzenia jak tez mogg mie¢ znaczenie w
badaniach przedklinicznych. WykazaliSmy po raz pierwszy, ze profile ekspresji mikroRNA ujawniajq
roznorodnos¢ tkanek w okreslonych podtypach GBM. Prace te rozszerzyly koncepcje funkcjonowania
mikroRNA poza granice komodrek nowotworowych poprzez zdefiniowanie ztozonej sieci komunikacji w
mikrosrodowisku guza, ktéra jest niezbedna do jego wzrostu i progresji. Odkryte tu mechanizmy
molekularne wskazaty, ze GSC EVs/mikroRNA dziatajg poprzez mechanizmy komoérkowo - zalezne,
propagacje wewnatrz-nowotworowej roéznorodnosci i w konsekwencji modyfikacje molekularnego
krajobrazu, w zaleznosci od obszarow guza. Wykazano réowniez, ze zarowno mikroRNA, jak i IncRNA mogg
by¢ obiecujgcymi celami terapeutycznymi oraz mogg by¢ cennymi biomarkerami rozwoju glejakow.
Opracowalismy nowatorski model heterogennego glejaka w oparciu o komorki pozyskane od pacjentow,
ktory pogtebia naszg wiedze na temat ztozonej dynamiki subpopulacji w ekosystemie nowotworowym, a
takze umozliwia przedkliniczne badania ukierunkowane na rozwo6j nowych strategii terapeutycznych.

Wykorzystanie EVs dla rozwoju nowatorskich, bezpiecznych i skutecznych metod dostarczania czasteczek
terapeutycznych oraz monitorowania terapii bedzie miato szerokie zastosowanie w terapii nowotworowej,
ale takze w innych chorobach. Obiecujace dziatanie terapii opartej na mikroRNA/EVs w modelach in vivo
daje nadzieje na odkrycie potencjalnie waznych modulatoréw przysztych strategii terapeutycznych glejaka.
Jest prawdopodobne, ze profile EVs mikroRNA specyficzne dla danej choroby beda wykorzystywane do
rozwoju czutych i minimalnie inwazyjnych rozwigzan diagnostycznych, ktére sg pilnie potrzebne do badania
heterogennych guzéw mdzgu. Wiedza taka moze by¢ réwniez wykorzystywana do lepszego poznania sieci
komunikacyjnych pomiedzy komdrkami nowotworowymi, mikrosrodowiskiem guza, i odpowiedzia systemu
immunologicznego (ang. host responce). Wykorzystanie EVs jako nowatorskiego systemu dostarczania
lekéw wydaje sie mie¢ przewage w stosunku do istniejgcych strategii z powodu ich niewielkich rozmiaréw,

stabilnosci i braku toksycznosci.
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