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I. Dane wnioskodawcy

Agnieszka Dzikiewicz-Krawczyk
Instytut Genetyki Czlowieka PAN
ul. Strzeszynska 32, 60-479 Poznan

I1. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe z podaniem miejsca i roku ich uzyskania wraz

z tytutem rozprawy doktorskiej

Tytul magistra socjologii, 2005

Wydziat Nauk Spotecznych Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Tytul pracy magisterskiej: ,,Genetyka a okreslanie tozsamos$ci. Rozwo6j genetyki w spoteczne;j
swiadomosci”

Promotor: Prof. dr hab. Marek Zi6tkowski

Tytul licencjata biotechnologii, 2005

Wydziatl Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Tytul pracy licencjackiej: ,,Zastosowanie markeréw mitochondrialnego DNA do diagnostyki
nowotworow”

Promotor: Dr hab. Mirostawa Dabert

Tytul magistra biotechnologii, 2007

Wydziat Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu

Tytul pracy magisterskiej: ,,Mechanizm NMD (ang. nonsense-mediated decay) w mutantach
Arabidopsis thaliana o obnizonej ekspresji gen6w ATCBP20 1 ATCBPS80”

Promotor: Prof. dr hab. Artur Jarmotowski

Stopien doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna, 2012

Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Badania funkcjonalne heterozygotycznych mutacji genu NBN”
Promotor: Prof. dr hab. Jerzy Nowak

Rozprawa doktorska wyr6zniona przez Rade Naukowa Instytutu Genetyki Cztowieka PAN



II1. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2008-2013 Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu
Stanowisko: biolog
20013-obecnie Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu

Stanowisko: adiunkt

W latach 2015-2016 przebywatam na dwuletnim stazu podoktorskim w University Medical

Center Groningen, Groningen, Holandia.

IV. Dorobek naukowy

Jestem autorkg 21 prac naukowych, w sktad ktérych wchodzi:
* 15 prac oryginalnych (12 posiada Impact Factor)
* 5 prac przegladowych (4 posiada Impact Factor)

* 1 pracy metodycznej (nie posiada Impact Factor)

Dane bibliometryczne (z dnia 18.12.2018):
* Sumaryczny Impact Factor, zgodnie z rokiem opublikowania prac: 67,651
* Indeks Hirscha (wg Web of Science): 7

* Liczba cytowan (wg Web of Science): 106 (96 bez autocytowan)

Jestem takze autorka 6 doniesien zjazdowych ustnych i 4 doniesien zjazdowych plakatowych,
prezentowanych na kongresach polskich i mi¢dzynarodowych. W trakcie swojej pracy
naukowej uczestniczytam lub uczestnicze w realizacji 10 projektow naukowych (w tym 5
jako kierownik). Szczegdétowy opis osiggnie¢ naukowych znajduje si¢ w zataczniku nr 4
»Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o osiggnigciach dydaktycznych,

wspotpracy naukowej oraz popularyzacji nauki”.



V. CyKkl prac stanowiacych szczegdlne osiagniecie naukowe (wedlug art. 16 ust. 2 ustawy
z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i

tytule w zakresie sztuki; Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

Tytul osiggnigcia naukowego:

,sRola mikroRNA w patogenezie nowotworow hematologicznych”

Laczny Impact Factor prac wchodzacych w sktad szczegdlnego osiggnig¢cia naukowego:

29,216; liczba punktéw MNiSW: 185.

1. Dzikiewicz-Krawczyk A, Diepstra A, Rutgers B, Kortman G, de Jong D, Koerts J,
Bulthuis M, van der Sluis T, Seitz A, Visser L, Kok K, Kluiver J, van den Berg A.
Argonaute 2 RNA Immunoprecipitation Reveals Distinct miRNA Targetomes of Primary
Burkitt Lymphoma Tumors and Normal B Cells.

Am J Pathol. 2018; 188(5):1289-1299.
IF 4,069; MNiSW 40

Mo6j udzial procentowy szacuje na 60%

2. Yuan Y, Niu F, Nolte IM, Koerts J, de Jong D, Rutgers B, Osinga J, Azkanaz M, Terpstra
M, Bystrykh L, Diepstra A, Visser L, Dzikiewicz-Krawczyk A, Kok K, Kluiver J, van den
Berg A. MicroRNA High Throughput Loss-of-Function Screening Reveals an Oncogenic
Role for miR-21-5p in Hodgkin Lymphoma.

Cell Physiol Biochem. 2018; 49(1):144-159.
IF 5,500; MNiSW 30

Mo6j udzial procentowy szacuje na 15%

3. Dzikiewicz-Krawczyk A, Kok K, Slezak-Prochazka I, Robertus JL, Bruining J, Tayari
MM, Rutgers B, de Jong D, Koerts J, Seitz A, Li J, Tillema B, Guikema JE, Nolte IM,
Diepstra A, Visser L, Kluiver J, van den Berg A. ZDHHC11 and ZDHHC11B are critical
novel components of the oncogenic MYC-miR-150-MYB network in Burkitt lymphoma.
Leukemia. 2017; 31(6):1470-1473.

IF 10,023; MNiSW 45

Mo6j udzial procentowy szacuje na 60%



4. Dzikiewicz-Krawczyk A*, Macieja A, Maly E, Januszkiewicz-Lewandowska D, Mosor
M, Fichna M, Strauss E, Nowak J. Polymorphisms in microRNA target sites modulate risk
of lymphoblastic and myeloid leukemias and affect microRNA binding.

J Hematol Oncol. 2014; 7:43.
IF 4,812; MNiSW 35
* autor korespondencyjny

Mo6j udzial procentowy szacuje na 80%

5. Dzikiewicz-Krawczyk A. MicroRNA-binding site polymorphisms in hematological
malignancies.
J Hematol Oncol. 2014; 7:83.
IF 4,812; MNiSW 35

Mo6j udzial procentowy szacuje na 100%

VI. Oméwienie prac stanowigcych szczegélne osiagniecie naukowe

Nowotwory hematologiczne to choroby charakteryzujagce si¢ niekontrolowanym
namnazaniem komoérek krwi, szpiku kostnego, weztéw chtonnych i uktadu chtonnego.
Stanowig one do 10% wszystkich zachorowan na nowotwory i majg zréznicowane rokowanie:
od bardzo ztego do ponad 90% przezywalnosci, w zaleznosci od typu i stopnia
zaawansowania choroby. Na podstawie linii hematopoetycznej, z ktorej si¢ wywodza,
nowotwory hematologiczne mozna podzieli¢ na dwie gléwne grupy: 1) nowotwory
mieloidalne, do ktérych zalicza si¢ m. in. nowotwory mielodysplastyczne i
mieloproliferacyjne oraz biataczki szpikowe; 2) nowotwory limfoidalne, obejmujace biataczki
limfoblastyczne i chtoniaki z komoérek B 1 T [1, 2]. Wykazano, ze szereg mutacji i aberracji
genomowych zaangazowanych jest w patogeneze nowotworéw hematologicznych. Dla
niektérych z nich, np. fuzji BCR-ABL opracowano skuteczne terapie celowane, jednak dla
innych, np. translokacji obejmujacych onkogen MYC wciaz brak mozliwosci terapeutycznych.
Naukowcy nie ustajg wiec w poszukiwaniu nowych czynnikOw zaangazowanych w
patogeneze nowotworOw hematologicznych, ktére pozwolityby lepiej zrozumie¢ mechanizmy
choroby oraz wskaza¢ nowe cele terapeutyczne. Oprocz gendw kodujacych biatka, u podstaw
wielu chorob leza tez zaburzenia ekspresji niekodujacych RNA, takich jak mikroRNA czy
dtugie niekodujace RNA.



MikroRNA (miRNA) to male (ok. 22-nukleotydowe) regulatorowe czasteczki RNA,
konieczne dla prawidlowego rozwoju 1 funkcjonowania organizméw. Mechanizm ich
dziatania u zwierzat polega na niewymagajacym catkowitej komplementarno$ci wigzaniu si¢
miRNA do regionu 3’ nieulegajacego translacji (ang. 3’ untranslated region, 3’UTR)
docelowego mRNA, przez co blokowana jest synteza biatka [3]. miRNA kodowane sg
zarbwno przez geny zlokalizowane w intronach genéw kodujacych biatka, jak 1 przez
niezalezne geny. W procesie biogenezy pierwotny diugi transkrypt ulega obrdbce przez
szereg enzymoOw, by da¢ dojrzalg posta¢ 18-24 nt miRNA zwigzanego z indukowanym przez
RNA kompleksem wyciszajacym (ang. RNA-induced silencing complex, RISC) [4]. Jak dotad
zidentyfikowano ponad 2500 ludzkich miRNA, jednak szczegdétowo scharakteryzowano pod
wzgledem funkcji i docelowych transkryptow zaledwie utamek [5]. Zaklocenia w regulacji
ekspresji gendw przez miRNA moga przyczynia¢ si¢ do nieprawidtowosci w funkcjonowaniu
organizméw 1 powodowac szereg choréb, w tym choréb nowotworowych. Zaburzenia moga
wystepowa¢ na poziomie miRNA lub ich docelowych genéw, w efekcie prowadzac do
zmiany poziomu bialek regulowanych przez miRNA. Amplifikacje, insercje lub delecje
gendw miRNA, jak i deregulacja czynnikoéw kontrolujacych ekspresj¢ i dojrzewanie miRNA
mogg przetozy¢ si¢ na zmieniony poziom dojrzatych miRNA. Polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphisms, SNP) w genach miRNA moga wplywac
na biogenez¢ miRNA oraz ich wigzanie do docelowych transkryptow. Z kolei SNP w 3'UTR
docelowych gendéw moga eliminowa¢ miejsca wigzania miRNA lub tworzy¢ nowe,
wplywajac na poziom biatek regulowanych przez miRNA [6].

W ostatnich latach badania wykazaty, ze szereg miRNA zaangazowanych jest we
wszystkie kluczowe etapy prawidtowej hematopoezy, kierujac przebiegiem rdéznicowania i
dojrzewania w poszczeg6lnych liniach komérek hematopoetycznych [7, 8]. Natomiast zmiany
w ekspresji miRNA powoduja zaburzenia w procesie hematopoezy, prowadzac w
konsekwencji do szeregu choréb, w tym nowotworéw hematologicznych. Wykazano
przyktadowo, ze miR-15, miR-16, miR-200, miR-150 1 miR-34 to supresorowe miRNA,
ktorych ekspresja czesto jest obnizona w nowotworach hematologicznych. Z kolei miR-155,
miR-21 i klaster miR-17~92 majg charakter onkogenny i cz¢sto wykazujg podwyzszony
poziom w nowotworach hematologicznych [9, 10]. Zr6Zznicowane profile ekspresji miRNA
pozwalaja na rozréznienie typOw nowotwordw, czesto tez skojarzone sa z dobrym lub ztym
rokowaniem [11, 12]. Nadzieje¢ budzi tez wykorzystanie miRNA lub ich genéw docelowych

jako nowych celéw terapeutycznych. Aby takie podejscie mogto by¢ skuteczne, konieczne



jest wczesniejsze poznanie roli i mechanizmdéw dziatania miRNA i regulowanych przez nie
gen6w w nowotworach hematologicznych.

W powyzszy nurt badan wpisuja si¢ prace, wchodzace w sklad przedstawianego
osiggniecia naukowego. Celem badan byla identyfikacja i funkcjonalna charakterystyka
zaburzen w oddzialywaniach miRNA z genami docelowymi i ich znaczenia w
patogenezie nowotworéw hematologicznych. Prowadzone przeze mnie badania byly
wykonane zaréwno w Instytucie Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu, gdzie obecnie
pracuje, jak i w University Medical Center Groningen w Holandii, gdzie spgdzitam w ramach
stazu podoktroskiego dwa lata w grupie prof. Anke van den Berg.

Pierwszym zastosowanym przeze mnie podejsciem byta identyfikacja polimorfizmow
w miejscach wigzania miRNA zwigzanych z ryzykiem biataczki, w ramach kierowanego
przeze mnie projektu MNiSW N N401 570740 ,,Analiza polimorfizméw miejsc wigzania
microRNA (miRSNP) w 3’UTR genéw zwigzanych z biataczkami oraz ich wptywu na
ekspresj¢ biatek”. miRSNP w 3’UTR genéw docelowych moga zaburza¢ mechanizm
regulatorowy miRNA poprzez ostabienie lub wzmocnienie oddzialywan miRNA-mRNA, co
prowadzi do zmian w poziomie biatek w komoérce [13]. Szczegdlnie wazne s3 miRSNP w
onkogenach i genach supresorowych, gdyz moga przyczynia¢ si¢ do procesu nowotworzenia.
W pierwszym etapie projektu przeprowadzono analiz¢ in silico w celu wytypowania
potencjalnych SNP wptywajacych na wigzanie miRNA. Za pomoca dost¢pnych algorytméw
(miRanda, PITA, Patrocles, PolymiRTS) przeanalizowano SNP zlokalizowane w rejonie
3’UTR genéw o znanym powigzaniu z bialaczkami. Sposréd 111 zidentyfikowanych
potencjalnych ~ miRSNP, do  dalszych badan  wybrano  10:  ABLI_rs7457,
ARHGAP26_rs187729, ATM 15227091, ETV6_rs1573613, IRF4_rs1877176,
IRF8 _rs10514611, NBN_rs2735383, PML_rs9479, TLXI1_rs1051723, TLXI_rs2742038.
Kryterium wyboru stanowily: 1) zgodno$¢ przynajmniej dwoch zastosowanych algorytmoéw
oraz 2) ekspresja przewidywanego miRNA w krwi, szpiku kostnym lub biataczkach i
chloniakach.

Rozktad genotypéw wybranych polimorfizméw zostat okreslony w grupach chorych z
ostrg biataczkg szpikowa (AML, n=87), przewlekla biataczka szpikowg (CML, n=140), dzieci
z ostrg biataczkg limfoblastyczng (ALL, n=101) i zdrowych os6b (n=471) przy zastosowaniu
sond TagMan lub reakcji PCR-RFLP. Wykazano powiazanie polimorfizméw
TLX1 _1rs2742038 1 ETV6_rs1573613 ze zwickszonym ryzykiem ALL, podczas gdy
PML_1s9479 powiazany byl z obnizonym ryzykiem ALL. Dla biataczek szpikowych u

dorostych zaobserwowano istotny zwigzek pomig¢dzy polimorfizmem PML_rs9479 i
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obnizonym ryzykiem AML oraz pomiedzy polimorfizmami ARHGAP26_rs187729 i
IRF8 rs10514611 a zwickszonym ryzykiem CML. Dodatkowo stwierdzono istotny
statystycznie trend dla rosngcego ryzyka ALL i CML wraz ze zwigkszajaca si¢ liczba
wspotwystepujacych genotypéw ryzyka. Iloraz szans (OR) dla nosicieli 3 lub 4 genotypow
ryzyka dla ALL i 2 genotypéw ryzyka dla CML znacznie przewyzszato sum¢ OR dla
poszczegbdlnych genotypow analizowanych osobno.

Dla miRSNP istotnie powigzanych z ryzykiem biataczek sprawdzono nastgpnie przy
pomocy systemu reporterowego z lucyferazg ich wplyw na wigzanie miRNA
przewidywanych w analizie in silico. Badanie to wykazalo, ze allel C ARHGAP26_rs187729
powoduje powstanie nowego miejsca wigzania dla miR-18a-3p, podczas gdy allel A
PML_1rs9479 wzmacnia wigzanie miR-510-5p, a allel C ETV6_rs1573613 ostabia site
wigzania miR-34c-5p i miR-449b-5p. Stanowi to potwierdzenie, ze polimorfizmy miejsc
wigzania miRNA moga wptywac na ekspresje kodowanych biatek.

Wyniki uzyskane w ramach realizacji projektu wskazuja na znaczenie polimorfizmow
miejsc wigzania miRNA jako czynnikOw ryzyka w biataczkach. Szczegélnie zaobserwowany
addytywny efekt miRSNP w przypadku ryzyka ostrej biataczki limfoblastycznej i przewleklej
biataczki szpikowej sugeruje, ze polimorfizmy te moglyby by¢ wykorzystane w praktyce
klinicznej jako markery ryzyka. Uzyskane wyniki podkreslaja znaczenie zmiennosci
genetycznej w regionie 3’ nieulegajagcym translacji w rozwoju biataczek i stanowig przestanke
do prowadzenia dalszych badan w tym kierunku. Uzyskane wyniki zostaly opublikowane w
pracy: Dzikiewicz-Krawczyk A, Macieja A, Maly E, Januszkiewicz-Lewandowska D,
Mosor M, Fichna M, Strauss E, Nowak J. Polymorphisms in microRNA target sites
modulate risk of lymphoblastic and myeloid leukemias and affect microRNA binding. J
Hematol Oncol. 2014; 7:43.

W czasie, gdy praca ta zostala opublikowana, jedynie dla kilku miRSNP wykazano
powigzanie z ryzykiem badZz prognozowanym czasem przezycia w nowotworach
hematologicznych, takich jak szpiczak mnogi, chtoniak Hodgkina, chtoniaki nieziarnicze i
ostra biataczka szpikowa. Wszystkie dotychczasowe badania opublikowane w tej tematyce
zebralam 1 usystematyzowatlam w pracy przegladowej: Dzikiewicz-Krawczyk A.
MicroRNA-binding site polymorphisms in hematological malignancies. J Hematol
Oncol. 2014; 7:83. Analiza literatury wskazata, ze miRSNP maja duzy potencjat jako
narzedzia diagnostyczne i prognostyczne oraz mogg tez przyczynic si¢ do glgbszego poznania
ztozonych sieci oddziatywan miRNA w nowotworach hematologicznych. W pracy tej

zaproponowatam tez schemat kompleksowego podej$cia do identyfikacji i charakterystyki
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miRSNP o znaczeniu w nowotworach lub innych jednostkach chorobowych, poczawszy od
wyboru potencjalnych miRSNP do badan w oparciu o dostepng wiedz¢ i analize
bioinformatyczng, poprzez okreslenie czgstosci genotypéw w grupie badanej i kontrolnej, po
potwierdzenie wptywu miRSNP na wigzanie miRNA i ekspresje biatka oraz charakterystyke
funkcjonalnych konsekwencji wybranych miRSNP, ktére moglyby wyjasni¢ obserwowany
zwigzek z ryzykiem choroby lub wartoscig prognostyczng. Tak jak przewidywatam w
omawianej pracy, badania nad miRSNP w nowotworach hematologicznych 1 innych
chorobach wcigz si¢ rozwijajg, dostarczajac nowych informacji na temat mechanizméw
patogenezy.

Zmieniony patologiczny poziom miRNA w nowotworach hematologicznych moze
wystepowa¢ na skutek deregulacji czynnikow transkrypcyjnych kontrolujacych ekspresje
miRNA. Podczas mojego stazu podoktorskiego w grupie prof. Anke van den Berg w
University Medical Center Groningen w Holandii podjetam si¢ funkcjonalnej charakterystyki
miR-150 w chioniaku Burkitta. Cechg charakterystyczng chtoniaka Burkitta jest
konstytutywna nadekspresja onkogenu MYC, wynikajagca z translokacji genu MYC z
regionem enhancerowym genu kodujacego tancuch cigzki immunoglobulin (/IGH) [14]. MYC
jako czynnik transkrypcyjny reguluje ekspresje wielu genéw, w tym rowniez miRNA [15].
Wykazalismy, ze ekspresja miR-150 jest hamowana przez MYC w chloniaku Burkitta, a
ektopowa nadekspresja miR-150 silnie spowalniata wzrost komoérek chloniaka Burkitta. W
celu  identyfikacji  genéw  docelowych  miR-150  zastosowaliSmy  procedurg
immunoprecypitacji RNA przy uzyciu przeciwciala anty-AGO2 (AGO2-RIP) w komoérkach
chioniaka Burkitta z nadekspresja miR-150. Technika ta pozwala na uzyskanie frakcji RNA
oddziatujacych z miRNA zwigzanymi z biatkiem AGO2, kluczowym komponentem
kompleksu  wyciszajacego.  Nastepnie  dzigki  analizie  mikromacierzowej  lub
sekwencjonowaniu nowej generacji identyfikowane sg transkrypty oddziatujagce z miRNA.
Zidentyfikowalismy m. in. MYB, znany gen regulowany przez miR-150 [16], oraz dwa nowe
geny — ZDHHCII 1 ZDHHCIIB. Te wysoce homologiczne geny ulegaja transkrypcji
zarowno na mRNA kodujace biatko, jak i dlugie niekodujagce RNA (ang. long non-coding
RNA, IncRNA). ZDHHCI11 i ZDHHCI11B maja znacznie podwyzszong ekspresjec w
chtoniakach z komérek B i zawierajg niespotykanie wysoka liczb¢ miejsc wigzania miR-150,
odpowiednio 18 1 62. Wsrod niekodujacych transkryptow zidentyfikowaliSmy kolisty RNA
ZDHHCI11, kt6ry najsilniej oddzialuje z miR-150, co sugeruje jego potencjalng rol¢ jako
»Zabka” lub kompetytywny RNA (ang. competing endogenous RNA, ceRNA), odciagajacy
miR-150 od innych jego genéw docelowych. Aby stwierdzi¢, czy ZDHHCI11 i ZDHHCI11B
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sg istotne dla wzrostu komoérek nowotworowych wyciszyliSmy ich ekspresje w dwdch liniach
chloniaka Burkitta. Spowodowalo to znaczace zahamowanie wzrostu komorek, a przy tym
zaobserwowaliSmy obnizony poziom MYB. Wyciszenie MYB skutkowalo jeszcze
silniejszym zahamowaniem wzrostu komoérek, porownywalnym z efektem obserwowanym po
wyciszeniu MYC lub nadekspresji miR-150, potwierdzajac ze jest on niezbedny dla
proliferacji komoérek chioniaka Burkitta. Badania te zostaty opisane w pracy: Dzikiewicz-
Krawczyk A, Kok K, Slezak-Prochazka I, Robertus JL, Bruining J, Tayari MM,
Rutgers B, de Jong D, Koerts J, Seitz A, Li J, Tillema B, Guikema JE, Nolte IM,
Diepstra A, Visser L, Kluiver J, van den Berg A. ZDHHC11 and ZDHHC11B are
critical novel components of the oncogenic MYC-miR-150-MYB network in Burkitt
lymphoma. Leukemia. 2017; 31(6):1470-1473.

Uzyskane wyniki wskazuja na nowa onkogenng sie¢ promujacg proliferacje komoérek
chtoniaka Burkitta, obejmujaca MYC, miR-150, ZDHHCI11, ZDHHCI1B i MYB.
Wykazalismy, ze MYC zapewnia podwyzszony poziom MYB niezbedny dla wysokiej
proliferacji poprzez dwa mechanizmy. Po pierwsze, MYC hamuje ekspresje¢ miR-150, co
uwalnia MYB spod kontroli przez miR-150. Po drugie, MYC indukuje ekspresj¢ ZDHHC11 i
ZDHHCI11B, co dalej zapewnia utrzymanie wysokiego poziomu MYB, prawdopodobnie
poprzez niedopuszczenie do oddziatywania pozostalych czasteczek miR-150 z mRNA MYB.
Podsumowujac, nasze wyniki wskazujg na kluczowa role ZDHHCI11 i ZDHHCI11B w
utrzymaniu onkogennej osi MYC-miR-150-MYB w chtoniaku Burkitta. ZidentyfikowaliSmy
nowy, wczesniej nieopisany onkogenny mechanizm w chtoniaku Burkitta. Jego potencjat
terapeutyczny jest dalej badany w ramach grantu przyznanego dr. Joost Kluiver przez
fundacje Lymph & Co, w ktérym biore¢ udziat jako wykonawca.

Zastosowana w powyzszej pracy technika immunoprecypitacji RNA przy uzyciu
przeciwciala anty-AGO2 (AGO2-RIP) jest powszechnie stosowana w celu identyfikacji
gendw docelowych oddziatujacych z miRNA [17]. Ze wzgledu na wymagania tej techniki,
dotyczace chociazby duzej liczby komorek, jest ona stosowana na liniach komoérkowych.
Wiadomo jednak, ze nowotworowe linie komérkowe moga znaczaco r6zni¢ si¢ od materiatu
pierwotnego pochodzacego od pacjentéw. Dlatego w kolejnym projekcie realizowanym w
laboratorium prof. van den Berg podjeliSmy probe globalnej charakterystyki genéw
docelowych miRNA w pierwotnym materiale od dwoch chorych z chioniakiem Burkitta oraz
w prawidtowych komoérkach B wyizolowanych z migdatkow trzech oséb poddajacych si¢
tonsillektomii. AGO2-RIP, a nast¢gpnie analiza mikromacierzowa wykazaty znaczne réznice

w genach oddziatujacych z miRNA w materiale od chorych z chloniakiem Burkitta i
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prawidtowych komoérkach B. W przeciwienstwie do prawidlowych komérek B, w chioniaku
Burkitta znaczna czg$¢ genéw docelowych miRNA byta regulowana przez onkogenny klaster
miR-17~92 1 byty one gléwnie zaangazowane w cykl komérkowy i apoptoze. Barwienie
immunohistochemiczne na materiale od chorych z chtoniakiem Burkitta i tkance z migdatkow
potwierdzito zmieniony poziom biatek kodowanych przez dwa z sze$ciu wybranych genéw
docelowych miRNA — NEDD9Y i KAT7 — zgodnie z réznicami obserwowanymi w AGO2-
RIP. Por6wnalisSmy tez geny oddzialujace z miRNA zidentyfikowane w pierwotnym materiale
i w liniach komérkowych chtoniaka Burkitta, co wskazato znaczgce rdéznice pomig¢dzy
materiatem pierwotnym a liniami komérkowymi. Wyniki te zostaty opublikowane w pracy:
Dzikiewicz-Krawczyk A, Diepstra A, Rutgers B, Kortman G, de Jong D, Koerts J,
Bulthuis M, van der Sluis T, Seitz A, Visser L, Kok K, Kluiver J, van den Berg A.
Argonaute 2 RNA Immunoprecipitation Reveals Distinct miRNA Targetomes of
Primary Burkitt Lymphoma Tumors and Normal B Cells. Am J Pathol. 2018;
188(5):1289-1299.

W pracy tej po raz pierwszy wykazaliSmy mozliwo$¢ wykonania procedury AGO2-
RIP na mrozonych probkach tkanek guza, co wskazuje na nowe perspektywy badania genéw
regulowanych przez miRNA w materiale pierwotnym. W §wietle znaczacych réznic w
porOwnaniu z liniami komoérkowymi, nasze wyniki wskazuja, ze badanie oddziatywan
miRNA z genami docelowymi w pierwotnym materiale od chorych jest wysoce wskazane i
technicznie mozliwe.

Szereg badan wskazalo na zmienione profile ekspresji miRNA w nowotworach
hematologicznych [18]. Wciaz jednak nie poznano w pelni, ktore sposr6d miRNA o
zaburzonej ekspresji sa istotne dla wzrostu i1 przetrwania komorek nowotworowych. Aby to
oceni¢, mozna sprawdzi¢ wptyw nadekspresji lub inhibicji miRNA na wybrane cechy
komoérek nowotworowych, takie jak proliferacja, apoptoza czy inwazyjnos¢. W przypadku,
gdy chcemy przebadac¢ kilkanascie lub kilkadziesigt miRNA, wymagaloby to duzo czasu.
Alternatywnie, mozna zastosowa¢ wysokoprzepustowe badanie przesiewowe, gdzie komorki
transdukowane sg bibliotekg lentiwirusowych wektoréw do inhibicji lub nadekspresji RNA, a
nastepnie przy pomocy sekwnecjonowania nowej generacji okreslane sg zmiany w liczbie
komoérek zawierajacych dany konstrukt w trakcie hodowli [19]. Umozliwia to szybsze
wylonienie  miRNA wplywajacych na wzrost komoérek nowotworowych, a zatem
interesujacych kandydatéw do dalszych badan funkcjonalnych. W pracy: Yuan Y, Niu F,
Nolte IM, Koerts J, de Jong D, Rutgers B, Osinga J, Azkanaz M, Terpstra M, Bystrykh
L, Diepstra A, Visser L, Dzikiewicz-Krawczyk A, Kok K, Kluiver J, van den Berg A.
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MicroRNA High Throughput Loss-of-Function Screening Reveals an Oncogenic Role
for miR-21-5p in Hodgkin Lymphoma. Cell Physiol Biochem. 2018; 49(1):144-159,
zastosowaliSmy takie wysokoprzepustowe podejscie do identyfikacji onkogennych miRNA w
chtoniaku Hodgkina. W pierwszym etapie skonstruowaliémy bibliotek¢ lentiwirusowa
zawierajacg konstrukty do inhibicji 63 miRNA i 5 kontrolnych konstruktéw. Biblioteka ta
zostala uzyta do transdukcji trzech linii chtoniaka Hodgkina w duplikacie.
Zidentyfikowalismy cztery inhibitory miRNA, ktorych liczebno$¢ w puli komorek zmiejszyta
si¢ w kazdej linii komérkowej w przynajmniej jednej transdukcji: miRZIP-449a-5p, miRZIP-
625-5p, miRZIP-let-7f-2-3p i miRZIP-21-5p. Opierajac si¢ na wczesniej opublikowanych
wlasnych wynikach sekwencjonowania nowej generacji miRNA [20], stwierdziliSmy ze
sposrdd powyzszych miRNA, miR-21-5p ma najwyzsza ekspresj¢ w komorkach chioniaka
Hodgkina, istotnie wyzszg niz w prawidlowych komoérkach B. Wptyw inhibicji miR-21-5p na
wzrost komoérek chtoniaka Hodgkina potwierdziliSmy testem kompetycyjnego wzrostu we
wszystkich trzech liniach komérkowych uzytych w badaniu przesiewowym. Dalsza analiza
wykazatla, ze inhibicja miR-21-5p zwigksza odsetek komorek ulegajacych apoptozie, nie ma
natomiast wptywu na cykl komérkowy. Postugujac si¢ wezesniej opublikowanymi wlasnymi
wynikami AGO2-RIP w liniach komérkowych chioniaka Hodgkina [20], wséréd genow
oddziatujacych z miRNA zidentyfikowalismy 26 gendéw bedacych potwierdzonymi genami
docelowymi miR-21-5p oraz 13 przewidywanych. Analiza Gene Ontology wykazata, ze 1/3
tych genéw zaangazowana jest w proliferacj¢ lub apoptoze. Sposréd nich, PELII i BTG2
wykazywaly najwyzsza ekspresj¢ w prawidtowych komérkach B i znacznie obnizony poziom
w komorkach chioniaka Hodgkina. Dla obu genéw potwierdzilismy ich interakcje z miR-21-
Sp za pomoca systemu reporterowego lucyferazy. Dodatkowo, zaobserwowaliSmy znacznie
wyzszy poziom biatka PELI1 w dwdch liniach chtoniaka Hodgkina po inhibicji miR-21-5p.
Podsumowujac, zastosowane przez nas podejscie wysokoprzepustowego badania
przesiewowego pozwolito na identyfikacje czterech miRNA o onkogennej funkcji w
chtoniaku Hodgkina. Dalsze eksperymenty wskazaty miR-21-5p jako czynnik chronigcy
komorki chtoniaka Hodgkina przed apoptozg. Rola miR-21-5p nie byla wczes$niej opisana w
chtoniaku Hodgkina. Uzyskane wyniki wykazaty wysoka przydatno$¢ wysokoprzepustowych
badan przesiewowych do identyfikacji miRNA o funkcjonalnym znaczeniu w nowotworach

hematologicznych.
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Najwazniejsze wyniki uzyskane podczas opisanych badan oraz ich mozliwe zastosowanie:

1.

Zidentyfikowalismy pig¢ polimorfizméw w miejsach wigzania miRNA powigzanych z
ryzykiem biataczek. Dla trzech z nich potwierdziliSmy ich wplyw na wiazanie
miRNA. Opisane polimorfizmy majg potencjal zastosowania w praktyce klinicznej
jako markery ryzyka rozwoju biataczki.

ZidentyfikowaliSmy nowy, wczesniej nieopisany onkogenny mechanizm w chtoniaku
Burkitta, w ktérym kluczowa role w utrzymaniu onkogennej osi MYC-miR-150-MYB
petia geny ZDHHCI11 1 ZDHHC1 1B. Potencjat terapeutyczny tego odkrycia jest dalej
badany w ramach grantu przyznanego dr. Joost Kluiver przez fundacj¢ Lymph & Co,
w ktorym biorg udzial jako wykonawca.

Po raz pierwszy wykazaliSmy mozliwos¢ wykonania procedury AGO2-RIP na
mrozonych probkach tkanek guza, co wskazuje na nowe perspektywy badania genéw
regulowanych przez miRNA w materiale pierwotnym. Zwlaszcza w $wietle
znaczacych réznic w poréwnaniu z liniami komoérkowymi, nasze wyniki wskazuja, ze
badanie oddzialywan miRNA z genami docelowymi w pierwotnym materiale od
chorych jest wysoce wskazane i technicznie mozliwe.

Przy uzyciu wysokoprzepustowego badania przesiewowego dla inhibicji miRNA
zidentyfikowalismy cztery miRNA o onkogennej funkcji w chioniaku Hodgkina.
Wykazalismy, ze jeden z nich, miR-21-5p, chroni komorki chtoniaka Hodgkina przed
apoptozg. ZidentyfikowaliSmy dwa regulowane przez miR-21-5p geny, PELII i
BTG2, prawdopodobnie odpowiedzialne za obserwowany efekt inhibicji miR-21-5p na
wzrost komorek. Zaréwno miR-21-5p jak i1 PELI1 1 BTG2 moga stanowi¢ potencjalne

nowe cele terapii w chtoniaku Hodgkina.

VI. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Pozostate kierunki prowadzonych przez mnie badan, poza opisanym osiggnieciem, obejmuja

nastepujace gléwne obszary zainteresowan:

1. Powiazanie mutacii i polimorfizméw w genach zaagnazowanych w naprawe ztaman DNA

Z nowotworami.

Utrzymanie integralnosci genomu jest niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania i

przezycia organizméw. W celu wyeliminowania szkodliwych skutkéw uszkodzen DNA,

komorki rozwinetly szybka i skuteczng odpowiedz. Najniebezpieczniejszym typem uszkodzen
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DNA s3 zlamania dwuniciowego DNA, wywolywane m. in. przez promieniowanie
jonizujace. W rozpoznanie i naprawe ztaman DNA zaangazowanych jest szereg biatek, wsrod
ktérych kluczowa role peilni kompleks MRN (MREI11-RADS50-NBN), kinaza ATM oraz
histon H2AX [21]. Mutacje i polimorfizmy w genach kodujgcych te biatka moga negatywnie
wptywa¢ na ich funkcje, tym samym przyczyniajac si¢ do niestabilno$ci genomowej i
roZWOoju NOWOtworow.

W pracy doktorskiej podjetam si¢ oceny funkcjonalnych konsekwencji
heterozygotycznych wariantow w genie NBN na funkcje kodowanego biatka, nibryny.
Dotychczasowe badania w niejednoznaczny sposéb wskazywaly na powigzanie
heterozygotycznych mutacji c.657-661del, p.I171V and p.R215W z ryzykiem nowotworow.
Nie bylo jednak wiadomo, czy i do jakiego stopnia wplywaja one na funkcje nibryny. W
ramach kierowanego przeze mnie projektu MNiSW N N407 128836 ,,Badania funkcjonalne
heterozygotycznych mutacji genu NBSI u dzieci z ostrg biataczkg limfoblastyczng”
wykonaliSmy szereg badan funkcjonalnych w liniach komoérkowych wyprowadzonych od
chorych z heterozygotycznymi mutacjami w genie NBN. WykazaliSmy, Zze naprawa
dwuniciowych ztaman DNA byla mniej wydajna w komédrkach z heterozygotyczng mutacja
c.657-661del (Dzikiewicz-Krawczyk et al. Mutagenesis. 2012). Uzyskane wyniki
potwierdzity, ze heterozygotyczne mutacje w genie NBN mogg stanowi¢ czynnik niskiego
ryzyka nowotwordw, zwlaszcza w polaczeniu z mutacjami w innych genach lub w
szczegblnych warunkach wysokiego zapotrzebowania na wydajng naprawg DNA w zmianach
przednowotworowych.

Omawiang tematyke badawcza kontynuowatam we wspotpracy z dr Marig Mosor oraz
dr Martg Podralska. Analiza wybranych fragmentow genéw MRE1I, RAD50 1 NBN w grupie
220 dzieci z biataczka i 504 zdrowych dawcéw wykazata istotne powigzanie polimorfizmu
rs17166050 w genie RADS50 z obnizonym ryzykiem ostrej biataczki u dzieci. Mimo iz
rs17166050 zlokalizowany jest w poblizu miejsca splicingu, nie zaobserwowaliSmy wpltywu
polimorficznego allelu na splicing pre-mRNA RAD50. Analiza allelo-specyficznej ekspresji
wykazata istotne roznice pomie¢dzy ekspresja obu alleli mRNA RAD50. Ponadto,
potwierdziliSmy wczesniej opisang wyzsza cz¢sto$¢ heterozygotycznej mutacji p.I171V u
chorych z biataczka (Mosor et al. BMC Cancer. 2013).

Innym kluczowym biatkiem zaangazowanych w naprawe¢ ztaman DNA jest kinaza
ATM. Mutacje na obu allelach genu ATM sa przyczyng zespotu ataksji teleangiektazji (AT)
[22]. Aby oceni¢ spektrum mutacji i wariantow molekularnych w genie ATM wS$rdéd polskich

chorych z AT, przeprowadziliSmy analize¢ molekularng na materiale od 24 pacjentéw z AT.
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WykryliSmy 38 zmian w DNA, z czego wigkszos¢ (76%) stanowily czeste, wezesniej opisane
mutacje ¢.5932G>T, c.6095G>A, ¢.7630-2A>C 1 ¢.7010_7011delGT. 10 wykrytych przez nas
zmian nie bylo wczesniej opisanych. Siedem z nich prowadzilo do zamiany aminokwasu lub
wprowadzato przedwczesny kodon stop. Dodatkowo, u jednego pacjenta wykryliSmy duzg
delecje obejmujaca eksony 62 i 63 (Podralska et al. Mol Genet Genomic Med. 2014).
Celem kolejnej pracy byla ocena powigzania mutacji 1 polimorfizméw w genach
H2AX, ATM i MREI11 z ryzykiem raka piersi. Analiza trzech mutacji w genie ATM, czterech
polimorfizméw w genie H2AX i dwoéch w genie MREI1 w polskiej populacji 315 chorych z
rakiem piersi i 515 zdrowych dawcéw wykazata istotne statystycznie powigzanie trzech
polimorfizméw w genie H2AX (rs7759, rs8551 1 rs2509049) z podwyzszonym ryzykiem raka
piersi. Ryzyko wzrastalo wraz z rosnaca liczba alleli ryzyka powyzszych trzech
polimorfizméw i w przypadku wspdtwystepowanie czterech lub wigcej alleli ryzyka byto 1,7

razy wyzsze od ryzyka populacyjnego (Podralska et al. BMC Cancer. 2018).

2. Genetyczne aspekty chordéb autoimmunologicznych

W ostatnich latach wspdtpracowatam tez z dr Magdalena Zurawek przy badaniach
dotyczacych genetycznego podtoza cukrzycy typu 1 i pierwotnej niedoczynnosci kory
nadnerczy, zwanej tez chorobg Addisona. Sa to choroby wynikajace z zaburzonej odpowiedzi
immunologicznej organizmu, czego konsekwencja jest proces autoimmunizacyjny. Cukrzyca
typu 1 rozwija si¢ w wyniku zniszczenia komdrek beta trzustki przez autoreaktywne komorki
jednojadrzaste, co prowadzi do niedoboru insuliny i wymaga dozywotniej suplementacji tym
hormonem. Przyczyna choroby Addisona jest autoimmunologiczne zniszczenie kory
nadnerczy 1 konieczna jest regularna  substytucja  glukokortykosteroidami 1
mineralokortykosteroidami. W etiologii obu choréb role odgrywaja zaréwno czynniki
srodowiskowe, jak 1 genetyczne; najsilniejszy zwigzek w przypadku obu chordb
zaobserwowano z haplotypami gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej [23, 24]. Podjete
badania mialy na celu identyfikacje nowych czynnikéw ryzyka dla cukrzycy typu 1 i choroby
Addisona w konteks$cie nieswoistej odpowiedzi immunologiczne;j.

Cytoplazmatyczna helikaza IFIH1 aktywuje szlak sygnatowy interferonu 1 w
odpowiedzi na infekcje wirusowa. Niewlasciwa aktywacja IFIH1 sprzyja rozwojowi
srodowisk zapalnego i posrednio moze przyczynia¢ si¢ do autoagresji immunologiczne;j.
Poniewaz patogeneza cukrzycy typu 1 jest silnie zwigzana z czynnikami wirusowymi,
sprawdziliSmy czy warianty polimorficzne genu IFIHI zwiazane s3 z ryzykiem cukrzycy typu

1. Analiza czgstosci czterech SNP: rs3747517, rs1990760, rs2111485 i1 rs13422767 w grupie
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514 chorych z cukrzycg i 713 zdrowych dawcéw wykazala asocjacje wszystkich badanych
polimorfizmoéw z ryzykiem rozwoju cukrzycy typu 1. Ponadto, wykazaliSmy addytywny efekt
wariantdw polimorficznych genu IFIHI: podczasy gdy iloraz szans (OR) wystgpienia
cukrzycy dla pojedynczych alleli ryzyka wynosit od 1,336 do 1,799, u nosicieli >6 alleli
ryzyka wzrastal do 3,13 (Zurawek et al. Diabetes Res Clin Pract. 2015).

W aktywacji szlaku syngalowego interferonu I, helikaza IFIH1 oddziatuje z
przezbtonowym biatkiem mitochondrialnym MAVS. Wykazano, ze zaburzenia ekspresji lub
struktury biatka MAVS mogg prowadzi¢ do autoagresji uktadu immunologicznego [25]. W
kolejnej pracy postanowiliSmy wigc zbada¢ zwigzek czterech polimorfizméw: rs17857295,
157262903, rs45437096 1 157269320 w genie MAVS z cukrzycg typu 1 1 chorobg Addisona.
Zaden z badanych polimorfizméw nie wykazywat istotnej statystycznie asocjacji z ryzykiem
rozwoju cukrzycy typu 1 ani choroby Addisona (Zurawek et al. Arch Immunol Ther Exp
(Warsz). 2017).

Innym czynnikiem, ktéry moze odgrywa¢ role w procesie autoimmunizacji, sa
miRNA. Celem kolejnej pracy byla identyfikacja miRNA o zmienionej ekspresji w cukrzycy
typu 1. Globalna mikromacierzowa analiza ekspresji miRNA w komorkach jednojadrzastych
krwi obwodowej pacjentow pediatrycznych z cukrzycg typu 1 (n=15) w poréwnaniu ze
zdrowymi dzie¢mi (n=3) wykazata 24 miRNA o podwyzszonej i 67 miRNA o obnizonej
ekspresji, z czego dla 8 miRNA rdéznice byly przynajmniej dwukrotne. Sposrod nich tylko
miR-487a-3p wykazywal podwyzszong ekspresj¢, co zostalo potwierdzone przy pomocy
ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym na rozszerzonej grupie pacjentow (n=28) i
zdrowych dawcow (n=28). Aby zidentyfikowac potencjalnie regulowane przez miR-487a-3p
geny zaagnazowane w nieswoista odpowiedz immunologiczng, przeprowadziliSmy analize
miejsc wigzania miR-487a-3p in silico przy uzyciu algorytméw TargetScan, miRWALK 2.0 i
PITA. Geny CTLA4, FOXO3, MARCHS i PTPN2 zostaly wskazane jako przewidywane geny
docelowe miR-487a-3p. Aby zweryfikowa¢ wigzanie miR-487a-3p do 3’UTR tych genéw,
przeprowadziliSmy test reporterowy lucyferazy, ktory potwierdzit oddziatywanie miR-487a-
3p z mRNA CTLA4 i FOXO3. Oba geny sg istotne dla tolerancji immunologicznej, a ich
represja przez miR-487a-3p moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju autoimmunizacji (Zurawek et
al. Diabetes Res Clin Pract. 2018). Analiza wynikéw mikromacierzy wsréd chorych z
cukrzycg z ciezkim przebiegiem, manifestowanym kwasicg ketonowa, w poréwnaniu z
chorymi o fagodnym przebiegu choroby, wykazata podwyzszong ekspresje miR-652-5p w
pierwszej grupie. Obserwacja ta zostata potwierdzona przy pomocy ilosciowego PCR na

rozszerzonej grupie chorych. Analiza in silico wskazata ADAR i MARCHS jako geny
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potencjalnie regulowane przez miR-652-5p, jednak test reporterowy lucyferazy nie
potwierdzit oddziatywania miR-652-5p z 3’UTR tych gendéw. Wskazane jest dalsze
poszukiwanie gendéw regulowanych przez miR-652-5p, o znaczeniu w procesach

autoimmunologicznych (Zurawek et al. Clin Diabetol. 2018).

3. Rola niekodujacych sekwencji genomu w patogenezie nowotwordw oraz podstawowych

procesach komérkowych.

Aktualnie moje zainteresowania badawcze skupiajg si¢ wokdét poznawania roli
niekodujacych sekwencji genomu (miRNA, IncRNA, eRNA, wzmacniacze transkrypcji,
promotory 1 miejsca wigzania czynnikOw transkrypcyjnych) w patogenezie nowotwordw oraz
podstawowych procesach komérkowych. Podczas dwuletniego stazu podoktorskiego w
University Medical Center Groningen w Holandii bylam gléwnym wykonawca grantu
,Identification of MYC-regulated IncRNAs that are critically involved in the pathogenesis of
Burkitt lymphoma using a high throughput loss of function screen”. MYC jako czynnik
transkrypcyjny reguluje ekspresje wielu gendéw, w tym takze miRNA i dtugich niekodujacych
RNA (ang. long non-coding RNA, IncRNA). Dodatkowo, niekodujace RNA moga réwniez
wptywac na ekspresj¢ i funkcje MYC. Te¢ skomplikowang sie¢ wzajemnych powigzan o
fundamentalnym znaczeniu dla wielu nowotworéw opisaliSmy w pracy przegladowej (Swier,
Dzikiewicz-Krawczyk et al. Mol Oncol. 2018). Mimo coraz wigkszej wiedzy o IncRNA
regulowanych przez MYC, w chtoniaku Burkitta jak dotad opisano tylko role jednego
IncRNA [26], stad konieczno$¢ dalszych badan w tym kierunku. Na potrzeby projektu
skonstruowatam lentiwirusowa biblioteke zawierajaca 48 short-hairpin RNA (shRNA) do
wyciszenia 16 IncRNA aktywowanych przez MYC, wybranych na podstawie wczesniejszych
analiz. Przy pomocy tej biblioteki zidentyfikowali§my w trzech liniach komérkowych
chtoniaka Burkitta 8 transkryptéw IncRNA istotnych dla wzrostu komérek. Obecnie jestem
ko-promotorem pracy doktorskiej wykonywanej w grupie prof. van den Berg przez Fubiao
Niu, w ktérej kontynuowane sg badania funkcjonalne dla trzech IncRNA o najsilniejszym
wplywie na wzrost komoérek chioniaka Burkitta. Uzyskane dotad wyniki wyraznie wskazujg
na kluczowa role IncRNA aktywowanych przez MYC w patogenezie chtoniaka Burkitta.

Zagadnienie roli MYC i regulowanych przez niego gendw w nowotworach kontynuuj¢
po powrocie do Polski. Mimo kluczowej roli MYC w szeregu nowotwordw 1 wielu lat badan,
wcigz nie opracowano skutecznej terapii nakierowanej na MYC. Brak tez wszechstronne]
analizy gendéw bezposrednio regulowanych przez MYC o kluczowym znaczeniu dla r6znych

nowotworéw. Celem kierowanego przeze mnie projektu realizowanego w ramach programu
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SONATA NCN (2017-2020), jest kompleksowa identyfikacja funkcjonalnych miejsc
wigzania MYC i docelowych genoéw niezbednych dla wzrostu komoérek nowotworowych przy
uzyciu innowacyjnego wysokoprzepustowego badania przesiewowego CRISPR/Cas9.
Skonstruowali$my lentiwirusowg biblioteke naprowadzajacych RNA (ang. single guide RNA,
sgRNA) majacag na celu uszkodzenie sekwencji E-box rozpoznawanych przez MYC w
czterech liniach komérkowych reprezentujacych rézne typy nowotworéw zaleznych od MYC.
Analiza NGS zmian w czg¢stosci wystgpowania konstruktéow sgRNA w trakcie hodowli
wskaze miejsca wigzania MYC niezbedne dla wzrostu komoérek nowotworowych. Dla
wybranych sekwencji E-box i1 genéw docelowych w niezaleznych eksperymentach
potwierdzimy ich funkcjonalne znaczenie w komoérkach nowotworowych. Uzyskane wyniki
umozliwig pelniejsze zrozumienie mechanizméw determinujacych zaleznos¢ komorek
nowotworowych od MYC i mogg wskaza¢ nowe kierunki potencjalnych terapii celowanych.

W kolejnym kierowanym przeze mnie projekcie ,Identyfikacja i funkcjonalna
charakterystyka dtugich niekodujacych RNA zaangazowanych w zalezng od ATM odpowiedz
na uszkodzenia DNA” w ramach programu OPUS NCN (2018-2021) potaczytam moje
zainteresowania odpowiedzig komorek na uszkodzenia DNA z tematykg IncRNA. Pomimo
duzej wiedzy na temat proceséw naprawy DNA, szczeg6ty mechanizméw rozpoznawania i
sygnalizowania uszkodzen DNA wciaz nie s3 w pelni poznane. W niniejszym projekcie
chcemy zweryfikowa¢ hipotezg, ze dlugie niekodujace RNA zalezne od kinazy ATM sa
waznym czynnikiem zaangazowanym w proces rozpoznawania i naprawy uszkodzen DNA.
Zostaty postawione trzy cele: identyfikacja IncRNA indukowanych przez napromieniowanie,
identyfikacja IncRNA oddziatujacych z ATM oraz funkcjonalna charakterystyka wybranych
IncRNA w kontekscie odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Uzyskane wyniki przyczynig si¢ do
poszerzenia wiedzy w zakresie IncRNA zaangazowanych w proces rozpoznawania i naprawy
uszkodzen DNA, a co za tym idzie, do lepszego zrozumienia mechanizméw odpowiedzi
komoérki na uszkodzenia DNA. Ponadto, wyniki badan funkcjonalnych uzyskane w projekcie
moga tez wskaza¢ IncRNA jako nowy czynnik modulujacy wrazliwos¢ komorek na
radioterapi¢, co moze stanowi¢ wstep do dalszych zastosowan aplikacyjnych.

W kolejnym, wiasnie rozpoczynajacym si¢ projekcie pt. ,,Funkcjonalna analiza
regionu regulatorowego genu IGH w chioniakach nieziarniczych z komoérek B”,
realizowanym w ramach programu FIRST TEAM Fundacji na rzecz Nauki Polskiej
(2019-2022), planuje zidentyfikowa¢ kluczowe elementy w regionie regulatorowym genu
IGH, odpowiadajace za nadekspresj¢ onkogendéw w chioniakach z komoérek B. Cechg

charakterystyczng chtoniakdw nieziarniczych z komérek B sg translokacje onkogenéw (np.
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MYC, BCL2) z regionem regulatorowym genu kodujacego tancuch cigzki immunoglobuliny
(IGH). Proliferacja wielu chioniakéw zalezna jest od ekspresji powyzszych onkogendéw i
Sciezek sygnatowych receptora komorek B (BCR), ktory ulega ekspresji z drugiego,
funkcjonalnego allelu /GH. Elementy regulatorowe w genie /GH byly badane w rozwoju
prawidtowych komoérek B, ale ich rola w komoérkach nowotworowych nie zostata okreslona.
Celem projektu jest identyfikacja i charakterystyka funkcjonalnych elementéw w regionie
regulatorowym /GH oraz enhancerowych RNA (¢eRNA) niezbednych do wzrostu komoérek
chtoniakéw B-komoérkowych. W projekcie przeprowadzimy badanie przesiewowe
CRISPR/Cas9, aby ustali¢ kluczowe elementy w regionie regulatorowym /GH. Roéwnoczesnie
zastosujemy sekwencjonowanie GRO-seq w celu identyfikacji eRNA w locus /GH. Uzyskane
wyniki i dalsze badania funkcjonalne pozwola na identyfikacj¢ elementow regulatorowych i
eRNA niezbednych dla wzrostu komorek chtoniaka. Projekt pogtebi naszg wiedze na temat
roli regionow regulatorowych genu IGH w nowotworach i moze wskaza¢ nowe cele
terapeutyczne w chloniakach z komorek B. Projekt jest realizowany we wspolpracy z prof.
Anke van den Berg, dr Joost Kluiver i dr Jeroen Guikema z Holandii oraz prof. lannis
Aifantis z USA.

Opisane powyzej badania w nurcie niekodujgcych sekwencji genomu realizuje jako
kierownik (od listopada 2018) Samodzielnej Grupy Badawczej Funkcji Niekodujgcych Czesei
Genomu w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN.

Podsumowanie

Jestem autorkg 21 prac naukowych oraz 10 doniesien zjazdowych, bralam lub biore udziat w
realizacji 10 projektow badawczych, w tym 5 jako kierownik. Opiekowatam si¢ studentami na
etapie pracy licencjackiej, dyplomowej 1 magisterskiej. Jestem ko-promotorem pracy
doktorskiej wykonywanej w University Medical Center Groningen w Holandii. Obecnie
jestem opiekunem naukowym jednego doktoranta, a od stycznia 2019 r. dwoje kolejnych
doktorantdéw rozpocznie prace naukowa pod mojg opieka. Od listopada 2018 r. jestem
kierownikiem Samodzielnej Grupy Badawczej Funkcji Niekodujgcych Sekwencji Genomu w

Instytucie Genetyki Cztowieka PAN.

Poznan, 18 grudnia 2018
A~ Bhhendlt - w%@,
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