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4. Omowienie osiggnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdzn. zm.).
Omowienie to winno dotyczy¢é merytorycznego ujecia przedmiotowych osiggniec, jak
i W sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wktad w ich powstanie, w przypadku, gdy
dane osiggniecie jest dzietem wspdtautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania
dorobku z okresu catej kariery zawodowe;j.

Osiggniecie naukowe zostato udokumentowane w formie cyklu pieciu powigzanych
tematycznie artykutow (oznaczonych jako H1 - H5) opublikowanych w recenzowanych
czasopismach w latach 2013-2021. tgczna warto$¢ wspotczynnika Impact Factor (IF) tych prac
wynosi 26,397 oraz 385 punktéw ministerialnych (Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,
MNiSW). Cztery artykuty stanowig prace badawcze dotyczgce poszukiwania podtoza
molekularnego choréb tytoniozaleznych oraz wptywu hipoksji na wtasciwosci komodrek




nowotworowych. Jedna publikacja stanowi prace przeglagdowg w ktdrej zebratam dostepne
w piSmiennictwie dane na temat modeli badawczych wykorzystywanych do analizy
mikrosrodowiska rakow ptuc, zwtaszcza w kontekscie niedotlenienia. W kazdej z prac,
wchodzgcych w skfad osiggniecia habilitacyjnego, jestem pierwszym i korespondujgcym
autorem.
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Tytut osiggniecia: ,,Poszukiwanie podtoza molekularnego chordb tytoniozaleznych”

Wstep

Choroby ptuc i nowotwory etiologicznie zwigzane z paleniem tytoniu stanowig jedng
z gtownych przyczyn zgondw i stanowig powazny problem epidemiologiczny. Przedmiotem
mojej pracy badawczej jest podtoze molekularne choréb tytoniozaleznych, obejmujacych
przewlektg obturacyjng chorobe ptuc oraz nowotwory lite takie jak rak ptuc, krtani, mnogie
nowotwory pierwotne krtani oraz regionu gtowy i szyi.

Przewlekta obturacyjna choroba ptuc (POChP) charakteryzuje sie stabo odwracalnym
ograniczeniem przeptywu powietrza w drogach oddechowych, ktore zazwyczaj ma charakter
postepujacy. POChP spowodowana jest gtownie paleniem tytoniu (srednio 80-90% chorych),
ktore wytwarzajgc reaktywne formy tlenu, wywotuje przewlekty stan zapalny w ptucach.
5-letnie przezycia chorych na POChP wynoszg od 56% do 92% w zaleznosci od ciezkosci
choroby. W Polsce POChP odpowiada za okoto 15 tys$. zgondw rocznie, a objawy kliniczne
POChP obserwuje sie u okoto 10% populacji [1]. Wedtug raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO), opublikowanego w 2020 roku, POChP i rak ptuca sg jedng z gtdwnych przyczyn zgonow
na Swiecie, zajmujgc odpowiednio trzecie i szoste miejsce.

Rak ptuc stanowi najczesciej diagnozowany nowotwdr u mezczyzn i jest przyczyng
najwiekszej liczby zgonow w grupie nowotwordw (1,8 min zgondéw w 2020 r.). Wedtug
szacunkéw Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem, prowadzonych w ramach programu
GLOBOCAN, rak ptuc zdiagnozowano u 2,2 miliona chorych [2]. Gruczolakorak jest
histologicznym podtypem niedrobnokomaérkowego raka ptuc (ang. Non-small cell lung cancer -
NSCLC), najczesciej diagnozowanym zarowno u mezczyzn jak i u kobiet. Pomimo stosowania
nowatorskich rozwigzan terapeutycznych, 5-letnie przezycia chorych z NSCLC wynoszg zaledwie
5-15% [3]. Niski wskaznik przezycia jest zwigzany z pdznym wykryciem choroby, bedacej
zazwyczaj w zaawansowanym stadium w momencie rozpoznania.

Kolejng jednostkg chorobowa zaliczang do nowotworow tytoniozaleznych jest rak krtani
(ang. Larynx cancer - LC). Wedtug szacunkow uzyskanych w ramach programu GLOBOCAN,
w 2020 roku na $wiecie, rozpoznano okoto 185 tys. nowych przypadkow [2]. W Polsce, dane
statystyczne wskazujg na spadek liczby zachorowan, jednakze wskazniki przezywalnosci nie
ulegaja poprawie [4]. U 99,6% polskich chorych, stwierdza sie raki pfaskonabtonkowe. Jedng
z gtéwnych przyczyn niepowodzed w leczeniu nowotwordw regionu gtowy i szyi jest
wystepowanie drugiego lub kolejnego nowotworu pierwotnego (ang. Multiple Primary Tumors
- MPT). Czesto$¢ wystepowania drugich nowotwordéw pierwotnych regionu gtowy i szyi
szacowana jest na 9-36%. Drugie ognisko nowotworowe jest przyczyng zgonu w 71%
przypadkoéw, podczas gdy pierwsze ognisko w 15% [5].

W etiologii chordéb tytoniozaleznych gtéwnym czynnikiem sprawczym jest dym
tytoniowy, ktory stanowi mieszanine substancji chemicznych, w tym wielu reaktywnych form
tlenu i azotu (ang. reactive nitrogen and oxygen species — RNOS). RNOS uszkadzajg komorki
poprzez szereg mechanizmoéw, powodujgc uszkodzenie DNA, peroksydacje lipidéw, utlenianie
aminokwasow i utlenianie kofaktoréw enzymoéw. Coraz wiecej dowoddw potwierdza kluczowg
role stresu oksydacyjnego, generowanego paleniem, w procesach zapalnych i karcynogenezie
[6]. Warto zaznaczyé, ze dym tytoniowy skfada sie z ogromnej liczby substancji rakotwdérczych
(arsen, chrom, nikiel, szereg weglowodordéw aromatycznych) z ktérych wiele dziata poprzez
mechanizmy niepowodujgce uszkodzen oksydacyjnych [7].




Uwaza sie, ze w etiologii chordob tytoniozaleznych duze znaczenie ma czynnik
genetyczny, regulacja epigenetyczna i zmieniona ekspresja mikroRNA (miRNA), ktére ksztattujg
indywidualne ryzyko rozwoju choroby. Do cech predysponujgcych do wystgpienia chordb
tytoniozaleznych zalicza sie m.in. podwyzszong wrazliwos¢ na mutageny, obnizong wydajnos¢
naprawy DNA, deregulacje transkrypcji istotnych funkcjonalnie gendw oraz zaburzenia
elementdw regulatorowych [7]. Identyfikacja i charakterystyka tych czynnikow pozwoli wyjasnic¢
rozng podatnos$é osobniczg na procesy patologiczne zwigzane z paleniem tytoniu.

Jednym z nurtow badawczych bedgcych moim udziatem byta analiza wariantéw
molekularnych gendéw kompleksu MRE11/RAD50/NBN (MRN) jako czynnikéw ryzyka rozwoju
nowotwordw. Geny MRE11, RAD50 i NBN kodujg biatka, ktére tworzg kompleks MRN
uczestniczgcy w naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA (ang. double strand breaks - DSBs),
rekombinacji DNA, mejozie i stabilizacji telomerdw [8]. Kluczowym biatkiem tego kompleksu
jest nibryna, ktora jest produktem biatkowym genu NBN. Bialleliczne mutacje genu NBN sg
odpowiedzialne za wystepowanie zespotu niestabilnosci chromosomowe] Nijmegen
(ang. Nijmegen breakage syndrome - NBS). Potwierdzono wyzszg czestos¢ heterozygotycznej
mutacji c.657-661del genu NBN u chorych z ostrg biataczkg limfoblastyczng (ang. acute
lymphoblastic leukemia - ALL), chtoniakiem nieziarniczym (ang. non-Hodgkin lymphoma — NHL),
czerniakiem, rakiem prostaty, piersi i jajnika [8]. W badaniach prowadzonych w Zaktadzie
Patologii Molekularnej, w ktérym pracuje, wykazano wysoka czestos¢ heterozygotycznej
substytucji p.l1171V genu NBN u dzieci z ALL [9] oraz chorych z rakiem krtani, mnogimi
nowotworami pierwotnymi gtowy i szyi [10], rakiem piersi [11], jelita grubego [11] oraz rakiem
ptuc [12]. Oszacowano takze czestosci polimorfizmow i haplotypow wsrod badanych grup
chorych i zaobserwowano asocjacje z podwyzszonym ryzykiem wystgpienia ALL [13] oraz
nowotwordw gtowy i szyi [14].

W innym nurcie badan, ktorych bytam inicjatorka, skupiono sie na poznaniu funkgcji
genodw IREB2 i FAM13A w dwdch chorobach tytoniozaleznych: POChP oraz raku ptuc. FAM13A
(MIM 613299) jest genem stosunkowo stabo poznanym. Produkt biatkowy tego genu
przypuszczalnie petni role w transdukcji sygnatow i aktywuje biatka modulujace adhezje
komodrkowa. Uwaza sie, iz najwazniejszg sktadowag biatka FAM13A jest zlokalizowana na koncu
aminowym, domena aktywujgcg biatko Rho, zalezna od GTP (ang. RhoGAP domain) [15].
Podwyzszona aktywnos¢ tej domeny jest zwigzana z stresem oksydacyjnym oraz modulacjg
apoptozy, zwigzanych z powstawaniem chordb nowotworowych i zapalnych ptuc. Przypuszcza
sie, ze warianty polimorficzne genu FAM13A mogg m. in. zaburzac¢ funkcjonowanie domeny
aktywujacej RhoGAP, ktdra petni istotng role w procesach przeciwdziatajgcych nowotworzeniu
[16]. Liczne badania asocjacyjne catego genomu (ang. Genome-wide Association Studies -
GWAS) wykazaty, ze gen FAMI3A moze mieé zwigzek z prawidtowym funkcjonowaniem
komdrek w ptucach oraz wystepowaniem chordb ptuc, zwtaszcza POChP [15, 17].

Rownolegle prowadzono badania ktérych celem byto okreslenie udziatu genu IREB2
w wystepowaniu raka ptuc u polskich chorych. Zaburzenia funkcjonowania genu /IREB2 (MIM
147582), regulatora homeostazy zelazowej w komodrce, mogg prowadzi¢ do uszkodzen
oksydacyjnych, istotnych w rozwoju rozedmy i raka ptuc. Wykazano asocjacje polimorfizmodw
genu /REB2 z POChP. Dodatkowo, zwiekszong ekspresje IREB2 stwierdzono w tkance ptucnej
pozyskanej od chorych z tg samg jednostkg chorobowg [18]. Potencjalna rola genu /REB2
w procesach towarzyszgcych nowotworzeniu nie jest poznana, dlatego zdecydowano sie zajgc
tg tematyka badawcza.

Przeprowadzone analizy asocjacyjne pozwolity na okreslenie znaczenia wariantow
polimorficznych genow FAMI3A i IREB2 w wystepowaniu POChP i raka ptuc. W kolejnych




badaniach skupiono sie nad przestankg w pismiennictwie sugerujgcg, ze ekspresja obu genow
moze by¢ modulowana obnizonym stezeniem tlenu [18, 19]. Niedotlenienie (hipoksja) jest
zjawiskiem czesto obserwowanym w guzach litych i jest ztym czynnikiem prognostycznym, gdyz
moze promowac bardziej agresywny fenotyp nowotworu, zdolno$¢ do przerzutowania oraz
opornos$¢ na leczenie. Hipoksja powoduje zmiany w ekspresji gendw, a nastepnie zmiany
proteomiczne, ktdre majg wiele istotnych skutkéw dla rdéznych funkcji komdérkowych
i fizjologicznych oraz prowadzg do opornosci na terapie. Celem prowadzonych badan byto
ustalenie czy chroniczna hipoksja wptywa na ekspresje genow FAMI13A i IREB2 w rakach ptuc.
Kontynuacjg badan byfa ocena efektu wytaczenia genu FAM13A na witasciwosci komorek raka
ptuc.

Cel naukowy cyklu prac

Gtéwnym celem prowadzonych przez mnie badan byto poszukiwanie podtoza molekularnego
chordb tytoniozaleznych. Cel ten zostat osiggniety poprzez realizacje nastepujgcych celow
szczegbtowych:
e okreslenie znaczenia mutacji gendw MREI11 i RAD50 w wystepowaniu raka krtani
i mnogich nowotwordéw pierwotnych zlokalizowanych w krtani oraz w regionie gtowy
i szvi,
e okreslenie udziatu genow [REB2 i FAMI3A w wystepowaniu POChP i raka ptuc za
pomocga analiz asocjacyjnych,
e ocene wyptywu hipoksji na ekspresje genow IREB2 i FAM13A w niedrobnokomadrkowym
raku ptuc,
e badanie efektu wytgczenia genu FAMI13A w komodrkach raka ptuc oraz jego roli
w odpowiedzi na hipoksje.

Omdéwienie prac wchodzacych w sktad cyklu

H1. Zidtkowska-Suchanek |, Mosor M, Wierzbicka MG, Rydzanicz MG, Baranowska M, Nowak J.
The MRN protein complex genes: MRE11 and RAD50 and susceptibility to head and neck
cancers.

Mol Cancer. 2013; 12(1): 113.

Jednym z nurtdw badawczych w ktorym uczestniczytam byta analiza wariantéw
molekularnych genéw kompleksu MRE11/RAD50/NBN (MRN) jako czynnikow ryzyka rozwoju
nowotwordw tytoniozaleznych. Prowadzone prace badawcze miaty na celu potwierdzenie roli
gendw kompleksu MRN w nowotworzeniu. Cel badan byt realizowany poprzez okreslenie
czestosci mutacji, wariantow molekularnych oraz polimorfizméw gendw MRE11, RAD50 i NBN.
We weczesniejszych badaniach, bedacych przedmiotem mojej rozprawy doktorskiej,
potwierdzitam znacznie wyzszg czestos¢ substytucji p.1171V genu NBN w grupie chorych
z rakiem krtani i mnogimi nowotworami pierwotnymi krtani w poréownaniu do grupy kontrolnej
[10]. Uzyskane wyniki sktonity mnie do poszukiwania wariantéw molekularnych w pozostatych
genach kompleksu MRN: MRE11 i RAD50, ktdére potencjalnie mogg by¢ czynnikiem
predysponujgcym do rozwoju nowotwordw regionu gtowy i szyi. Podjeta tematyka badawcza
byta nowatorska, poniewaz nie byto zadnych doniesien w piSmiennictwie na temat roli
wybranych podjednostek kompleksu MRN, w wystepowaniu nowotwordw gtowy i szyi.




Oznaczono czestosci wystepowania mutacji i polimorfizmdéw w wybranych fragmentach
gendw MRE11 i RAD50 w grupie chorych z pojedynczym rakiem krtani (RK, n=175), mnogimi
nowotworami  pierwotnymi z pierwszym lub drugim ogniskiem nowotworowym
zlokalizowanym w krtani (MNP-RK, n=115), mnogimi nowotworami pierwotnymi (n=68) gtowy
i szyi (MNP) oraz grupie zdrowych dawcéw (GK, n=506). Wybrane fragmenty obu genéw zostaty
wczesniej opisane w pismiennictwie jako mogace mie¢ zwigzek z wystepowaniem
nowotworow. Metoda wielotemperaturowego jednoniciowego polimorfizmu
konformacyjnego (ang. multitemperature single-strand conformation polymorphism - MSSCP)
zostata wykorzystana do analizy sekwencji kodujgcych i granic ekson-intron eksonéw 3, 4, 5, 7,
2125 genu RAD50 oraz eksondw 5, 8,9, 10, 14, 15, 171 19 genu MRE11.

Nie stwierdzono najczestszych mutacji gendéw MRE11 i RAD50 w badanych grupach
chorych i w grupie kontrolnej. Nie zidentyfikowano zadnego wariantu sekwencji w genie
MRE11, poza intronowym c.1783-86delAG wykrytego u chorych z RK (39/175), w grupie
MNP-RK (18/115), MNP (20/68) oraz w GK (61/279). Nie stwierdzono mutacji c.687delT genu
RADS50 wsréd 358 pacjentow z rakiem i 506 kontroli. W sekwencji genu RAD50 zidentyfikowano
wariant p.V1271(2/175 RK, 2/506 GK; OR = 2,91; 95% CI 0,41 - 20,85) i wariant p.V315L (2/115
MNP-RK, 1/506 GK; OR = 8,96; 95%Cl 0,81-99,68). Oba warianty byty zmianami typu missense.
Analizy SIFT i PolyPhen przewidujgce wptyw danej zmiany molekularnej na funkcjonalnosc
biatka wykazaty, ze oba warianty s3g tolerowane. W intronie 4 genu RAD50 zidentyfikowano
jeden polimorfizm ¢.551+19G>A (rs17166050), ktorego genotyp GA byt istotnie czestszy
w grupie kontrolnej niz w grupie MNP (P = 0,0205), co moze wskazywac na efekt ochronny tego
wariantu.

Nie stwierdzono istotnych rdéznic w czestosci wykrytych wariantow molekularnych
pomiedzy grupg chorych z nowotworami gtowy i szyi w porownaniu do grupy kontrolnej.
Uzyskane wyniki sugerujg, ze warianty sekwencji nukleotydowej genow MRE11 i RAD50 nie
stanowig czynnika ryzyka rakéw krtani i mnogich nowotwordw pierwotnych w populacji
polskiej. Wykazano, po raz pierwszy, ze w przeciwienstwie do innych nowotwordow, badane
geny prawdopodobnie nie petnig istotnej roli w etiopatogenezie nowotwordéw
tytoniozaleznych.

H2. Ziétkowska-Suchanek I, Mosor M, Gabryel P, Grabicki M, Zurawek M, Fichna M, Strauss E,
Batura-Gabryel H, Dyszkiewicz W, Nowak J.

Susceptibility loci in lung cancer and COPD: association of IREB2 and FAM13A with pulmonary
diseases.

Sci Rep. 2015; 5 : 13502.

W kolejnym nurcie badan, ktérego bytam inicjatorkg, skupiono sie na poznaniu funkgc;ji
genodw [REB2 i FAM13A w dwdch chorobach tytoniozaleznych: POChP oraz raku ptuc.
W etiopatogenezie POChP i raka ptuc uczestniczy wiele gendw, jednak podtoze molekularne
tych chordéb nadal nie jest w petni poznane. Geny FAMI13A i IREB2 nie byty dotychczas
analizowane u polskich chorych. Badania realizowane byty w ramach projektu ,Badania
asocjacji i ekspresji gendw [IREB2 i FAMI13A jako czynnikédw ryzyka rozwoju przewlekte]
obturacyjnej choroby ptuc i raka ptuc” (grant NCN SONATA 1 ktérego bytam kierownikiem).
Celem prowadzonych badan byto okreslenie udziatu gendw [REB2 i FAM13A w wystepowaniu
POChP i raka ptuc u polskich chorych. Cel badan byt realizowany poprzez okreslenie czestosci
polimorfizméw genu FAMI3A (rs1903003, rs7671167, rs2869967) i IREB2 (rs2568494,
rs2656069, rs10851906, rs13180) w grupie 1141 osdb (468 z rakiem ptuc, 149 z POChP oraz




524 o0sob zdrowych). Analiza genotypowania wybranych miejsc polimorficznych genow IREB2
i FAM13A zostata przeprowadzona w oparciu o reakcje PCR w czasie rzeczywistym (ang. Real-
Time PCR) z wykorzystaniem sond TagMan®. Poréwnano czestosci genotypdw i alleli uzyskane
w grupach chorych i w grupie kontrolnej, wykonano analize haplotypdw oraz ocene ryzyka
w zaleznosci od liczby alleli ryzyka (ang. Cumulative Genetic Risk Score analysis - CGRS).

Stwierdzono asocjacje polimorfizmu rs2869967 genu FAM13A z ryzkiem wystepowania
POChP (genotyp CC: P = 0,0007, OR = 2,414). Dla polimorfizmdw rs1903003 i rs7671167 genu
FAM13A, zaobserwowano obnizone ryzyko POChP (P < 0,002, OR < 0,405). Czesto$¢ genotypu
AA rs2568494 genu IREB2, byta wyzsza w grupie chorych z RP (P =0,0081, OR = 1,682).

Wyniki genotypowania umozliwity konstrukcje blokéw haplotypowych genéw FAM13A
i IREB2 oraz okreslnie ich czestosci. Wykazano obecnos$¢ 6 hapoltypdw genu FAMI3A
i 7 haplotypdow genu /IREB2 w badanych grupach chorych i zdrowych oséb. W sumie analiza
objeta 8 najczesciej wystepujgcych haplotypéw (po 4 dla kazdego genu). Wykazano
podwyzszone ryzyko raka ptuc dla haplotypu AAAT genu IREB2 (P = 0,0021, OR = 1,513) oraz
POChP w przypadku obecnosci haplotypu TTC genu FAM13A (P =0,0013, OR = 1,822).

Dokonano takze oceny ryzyka wystgpienia choroby w zaleznosci od liczby alleli ryzyka.
Dwa polimorfizmy (rs2568494, rs13180) genu /REB2 w grupie chorych z rakiem ptuc nie
wykazaty znaczgcego wzrostu wartosci OR: dla nosicieli > 3 alleli ryzyka OR = 1,5957 (1,1717 -
2,1730). Dla genu FAM13A allele ryzyka zostaty okreslone jako T dla polimorfizmdéw rs13180,
rs7671167 oraz A dla rs2568494. Srednia warto$¢ wskaznika ryzyka wyniosta (3,54 + 1,97)
w grupie chorych z POChP i byta znaczgco wyzsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej (P < 0,001).
Analiza CGRS wykazata, ze ryzyko rozwoju POChP wzrasta wraz z liczbg alleli ryzyka genu
FAM13A, gdyz dla nosicieli > 5 alleli w grupie chorych z POChP wskaznik ryzyka (OR) wynidst
2,998 w poréwnaniu do osdb zdrowych.

Wykazano, ze polimorfizmy genu IREB2 zwiekszajg ryzyko rozwoju raka ptuc, natomiast
warianty polimorficzne genu FAMI13A mogg predysponowaé do rozwoju POChP. Badaniami
objeto dwie jednostki chorobowe co pozwolito na obserwacje, ze geny te nie stanowig
wspolnego, genetycznego czynnika ryzyka dla POChP i raka ptuc. Uzyskane wyniki w przysztosci
moga stanowi¢ punkt odniesienia do oceny ryzyka zaburzen funkcjonowania ptuc i wystgpienia
raka ptuc w przypadku obecnosci wariantow gendw [REB2 i FAMI13A, co pozwoli na
zastosowanie dziatan prewencyjnych i opracowanie programu monitorowania chorych.

H3. Zidétkowska-Suchanek |, Mosor M, Podralska M, lzykowska K, Gabryel P, Dyszkiewicz W,
Stomski R, Nowak J.

FAM13A as a Novel Hypoxia-Induced Gene in Non-Small Cell Lung Cancer.

J Cancer. 2017; 8 (19): 3933-3938.

Wyniki przedstawione w poprzedniej pracy oraz jedno doniesienie w pismiennictwie
byty podstawg do podjecia badan majgcych na celu ocene wyptywu hipoksji na ekspresje gendw
IREB2 i FAM13A w niedrobnokomorkowym raku ptuc. Cel badan byt realizowany poprzez
porownanie poziomu ekspresji, na poziomie mRNA, gendw FAM13A i IREB2 w liniach NSCLC
i prawidtowych komodrek ptuc oraz wycinkéw guzéw ptuc, hodowanych w warunkach
atmosferycznego stezenia tlenu i hipoksji. Dodatkowo, okreslono wptyw hipoksji na ilosé
produktu biatkowego badanych gendw.

Materiat do badan stanowity trzy linie komorkowe: A549 (NSCLC), CORL-105 (NSCLC)
oraz HL (fibroblasty pozyskane z ptuc od zdrowego dawcy), pozyskane z bazy ECACC
(ang. The European Collection of Cell Cultures). Wycinki guzéw ptuc pozyskano od dziewieciu




chorych z NSCLC. W sumie przebadano 37 fragmentéw guzow (17 hodowano w hipoksji, 20
w warunkach atmosferycznego stezenia tlenu). Komarki linii oraz wycinki hodowano przez trzy
dniw 37°Cw atmosferze 21% i 1% stezenia tlenu. Minimum 3 niezalezne doswiadczenia zostaty
przeprowadzone dla kazdej z linii. Oceny ekspresji gendow FAM13A, IREB2, HIF1a i GUSB (gen
referencyjny) dokonano w oparciu o reakcje PCR w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem sond
TagMan. Gen HIF1a zostat wtgczony do badan jako marker hipoksji. Dodatkowo, przy uzyciu
metody Western Blot okreslono ilos¢ biatka FAM13A i IREB2.

Zaobserwowano znaczgce podwyzszenie poziomu mRNA genu FAM13A w liniach NSCLC
(A549, CORL-105; P < 0,001) oraz linii prawidtowych fibroblastéw (HL; P < 0,001). Wartos¢
wskaznika zmiany ekspresji (ang. expression fold change value - FCh) wyznaczono na podstawie
metody FCh = 2%5¢ gdzie warto$¢ byta skorygowana wzgledem genu referencyjnego
w stosunku do normoksji. Wartosci FCh > 2, byty definiowane jako nadekspresja, podczas gdy
< 0,5 obnizenie ekspresji.

Wartos¢ wskaznika zmiany ekspresji dla genu FAM13A byta wyzsza w przypadku linii
nowotworowych, gdyz wyniosta 3,1 dla linii A549 oraz 54,8 dla linii CORL-105, a w linii
prawidtowych fibroblastéw ptuc HL wyniosta 2,3. Nadekspresje biatka FAM13A potwierdzono
w dwodch liniach NSCLC oraz w linii HL po hipoksji. Znaczacy wzrost ekspresji FAM13A na
poziomie MRNA stwierdzono takze w wycinkach guzdéw ptuc po ekspozycji na hipoksje
(P=0,0004; 6/9 probek guzow). Analiza ekspresji mRNA genu IREB2 wykazata istotne obnizenie
po ekspozycji na hipoksje w linii A549 (FCh = 0,36; P < 0,0001). Spadek ekspresji
zaobserwowano takze na poziomie biatka w analizie Western Blot linii A549 w dwodch
niezaleznych eksperymentach. W analizie wycinkdw guzow nie stwierdzono znaczacych roznic.

Analiza ekspresji genu HIF1a nie wyzkazata znaczgcych roznic po hipoksji, w przypadku
linii komorkowych oraz wycinkéw guzow, co wskazuje, ze ten gen nie jest wtasciwym markerem
chronicznej hipoks;ji.

W naszych badaniach, po raz pierwszy dokonano oceny wyptywu hipoksji na ekspresje
gendw IREB2 i FAM13A w NSCLC, zarowno w badaniach in vitro jak i wycinkach guzéw ptuc,
hodowanych ex vivo. Wykazano, ze hipoksja indukuje nadekspresje genu FAM13A, zwtaszcza
w komoarkach niedrobnokomorkowego raka ptuc i fragmentach pozyskanych z guzéw ptuc.
Uzyskane wyniki wskazujg, ze gen FAM13A moze by¢ markerem hipoksji, czesto obserwowanej
w guzach litych, bedgacej ztym czynnikiem prognostycznym.

H4. Ziétkowska-Suchanek |, Podralska M, Zurawek M, taczmanska J, Izykowska K, Dzikiewicz-
Krawczyk A, Rozwadowska N.

Hypoxia-Induced FAM13A Regulates the Proliferation and Metastasis of Non-Small Cell Lung
Cancer Cells.

Int J Mol Sci. 2021 Apr 21;22(9):4302.

Kolejna praca wtaczona do cyklu dotyczy efektu wytgczenia genu FAMI13A na komorki
rakowe. Wyniki uzyskane w poprzednich badaniach dotyczace indukcji ekspresji genu FAM13A
przez hipoksje, byty podstawg do kontynuowania tej tematyki badawczej. Funkcja genu
FAMI13A oraz jego udziat w rozwoju raka ptuc nie byt wczesniej badany w kontekscie
niedotlenienia. Badania realizowane byty w ramach projektu , Efekt wytgczenia genu FAM13A
w komorkach raka ptuc” (grant NCN SONATA 11 ktérego bytam kierownikiem).

Kontynuowane w ramach niniejszego projektu prace badawcze skupity sie ocenie efektu
wytgczenia genu FAMI13A w komdrkach NSCLC oraz jego roli w hipoksji. W tym celu
przeprowadzono szereg testéw funkcjonalnych, ktérych zadaniem byto okreslenie m.in.




proliferacji, migracji oraz inwazyjnosci komorek NSCLC z wytgczonym genem FAMI3A.
Wyciszenia ekspresji genu dokonano przy pomocy interferencji RNA z uzyciem dwoch shRNA
(ang. short-hairpins RNA) (FAM13Ash1, FAM13Ash2). Do wyprowadzenia dwdch linii raka ptuc
(A549, CORL-105), z stabilnym wyciszeniem genu FAM13A, wykorzystano lentiwirusowy system
lll generacji. Kontrole stanowity komdarki obu linii transdukowane wektorami z insertami
kontrolnymi (Kontrola 1: NT2 i kontrola 2: SCR). Wektory lentiwirusowe zawieraty marker biatka
zielonej fluorescencji (ang. Green Fluorescence Protein - GFP), co umozliwito ocene wydajnosci
transdukcji przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego oraz cytomertii przeptywowej.
Wyciszenie badanego genu w komdrkach NSCLC potwierdzono na poziomie mRNA (analiza
ekspresji) oraz biatka (Western blot). Komérki linii raka ptuc hodowano w warunkach
atmosferycznego stezenia tlenu i hipoksji (1% Oz przez 72 godziny) a nastepnie oceniano zmiany
ich witasciwosci (proliferacja, cykl komdérkowy, migracja, inwazyjnos$¢, ocena apoptozy
i cytoszkieletu komdrkowego).

Analize proliferacji komérek i cyklu komorkowego wykonano przy pomocy barwienia
znacznikiem fluorescencyjnym VPD450 (ang. Violet proliferation dye 450) z uzyciem cytometru
przeptywowego oraz testu MTS (reakcja konwersji soli tetrazolowej). Wyniki testu VPD
wykazaty znaczace obnizenie indeksu proliferacji (ang. proliferation index - Pl) komdrek A549
FAM13Ash1l (Pl = 3,05 + 0,16) i FAM13Ash2 (Pl = 3,73 + 0,4) w porownaniu z kontrolami
(Kontrolal PI=4,02 +0,71; Kontrola2 Pl = 4,41 + 0,42), w warunkach niedotlenienia (P < 0,05).
Wyciszenie FAMI13A znaczaco zmniejszyto proliferacje komorek A549 rowniez przy
atmosferycznym stezeniu tlenu. W komorkach CORL-105 wyciszenie FAM13A znaczaco
zmniejszyto proliferacje komodrek (FAM13Ash1: Pl = 2,4 + 0,04; FAM13Ash2: Pl = 2,54 + 0,09;
Kontrolal Pl = 3,13 + 0,15; Kontrola2 Pl = 2,95 + 0,02) po 96 godzinach hodowli w warunkach
hipoksji. Tendencje do obnizenia tempa proliferacji w komadrkach rakowych z inhibowanym
genem FAM13A obserwowano rowniez w tescie MTS zaréwno w komadrkach A549, jak i CORL-
105.

Oznaczenia cyklu komorkowego dokonano przy pomocy testu inkorporacji
bromodeoksyurydyny (BrdU) w potgczeniu z znakowaniem komodrek barwinkiem
7-aminoaktynomycyng D (7-AAD) i cytometrii przeptywowej. Komorki z inhibowanym FAM13A
wykazywaty niewielki spadek odsetka populacji komdrek w fazie S w normoksji w poréwnaniu
z komdrkami kontrolnymi. Natomiast po hipoksji, odsetek populacji komdérek A549
FAM13Ash1/sh2 w fazie S byt znacznie nizszy niz obserwowany dla komérek kontrolnych
(8,4% dla FAM13Ash1/2 w porownaniu z 12,21% dla kontroli; P <0,05). Wyniki te potwierdzity,
ze inhibicja FAM13A powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie S w komaérkach raka
ptuc w hipoksji. Podsumowujac, przy pomocy trzech testéw wykazano, ze wyciszenie genu
FAM13A moduluje wzrost komodrek raka ptuc w warunkach niedotlenienia.

Dodatkowo oceniono procent komdrek apoptotycznych w badanych wariantach.
Analiza cytometryczna z uzyciem barwienia aneksyng V skoniugowang z APC oraz 7-AAD
wykazata, ze wyciszenie genu FAM13A nie miato wptywu na indukcje apoptozy w komadrkach
A549 i CORL-105 w obu warunkach tlenowych.

W kolejnym etapie badan oceniono migracje komdrek raka ptuc z inhibowanym
FAM13A. Oznaczenia tempa migracji komérek dokonano przy pomocy tzw. testu gojenia rany
(ang. wound healing assay). Monitorowano migracje komoérek do wolnej przestrzeni
i rownolegle sprawdzano poziom konfluencji. Wykazano, ze hipoksja powoduje spowolnienie
migracji komoérek w porownaniu do normalnych warunkéw tlenowych w obu liniach
komorkowych (P < 0,05). Migracja komadrek A549 FAM13Ash1/sh2 byta znaczgco spowolniona
w obu warunkach tlenowych (P < 0,001 w normoksji, P < 0,01 w hipoksji). Silniejszy wptyw na
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hamowanie migracji komodrek obserwowano w przypadku komorek CORL-105, zubozonych
w FAM13A, w warunkach atmosferycznego stezenia tlenu. Podsumowujgc wykazano, ze
komérki obu linii NSCLC z wyciszonym genem FAMI3A migrowaty znacznie wolniej
w porownaniu do komaorek kontrolnych w warunkach normoksji a efekt ten ulegat wzmocnieniu
w hipoksji.

Migracja komérek w znacznej mierze zalezy od cytoszkieletu aktynowego, dlatego
oceniono fenotyp cytoszkieletu komérek z wyciszonym genem FAMI3A. Fluorescencyjne
znakowanie F-aktyny falloidyng umozliwito wykrycie licznych zmian m.in. w ksztatcie komorek,
utarcie kontaktow komodrka-komoérka, licznie obecnych po hodowli w warunkach hipoks;ji.
Zaburzenia cytoszkieletu aktynowego byty widoczne w postaci wtékien stresowych F-aktyny,
duzych agregatow i licznych ziarnistosci F-aktyny. Zmiany cytoszkieletu obserwowano
w wiekszej liczbie w komadrkach z wytgczonym genem FAMI13A w poréwnaniu do kontroli.
Po ekspozycji na hipoksje fenotyp cytoszkieletu ulegat zmianie réwniez w komadrkach
kontrolnych, jednakze skala zmian byta znacznie wieksza w przypadku komdrek NSCLC
z inhibowanym FAM13A.

Oceny inwazyjnosci komodrek dokonano przy uzyciu testu opartego na komorze
Boydena, w ktorym komorki migrujg przez btone podstawng. Wskazniki inwazyjnosci byty
znaczgco obnizone dla komodrek A549 z inhibowanym FAM13A w porownaniu do komodrek
kontrolnych, w warunkach normoksji i hipoksji. Najbardziej znaczacy spadek wskaznika inwazji
(%) zaobserwowano dla komodrek FAM13Ash2 A549 wzgledem Kontrolil (M = 73,93 + 8,1)
w normoksji oraz FAM13Ash1 A549 wzgledem Kontrolil (M = 54,2 + 2,0) i Kontroli2 (M = 49,2
+ 2.5) w warunkach hipoksji. To samo doswiadczenie przeprowadzono na komorkach
CORL-105, jednak nie zaobserwowano zadnego istotnego wptywu wyciszenia genu FAM13A na
inwazyjny fenotyp komoarek tej linii. Uzyskane wyniki sugerujg, ze inhibicja FAM13A hamuje
inwazje raka ptuc w sposob specyficzny dla danego typu komaérek.

Rezultaty przedstawionych badan wykazaty, ze inhibicja genu FAMI13A w liniach
niedrobnokomaérkowego raka ptuc, hodowanych w warunkach atmosferycznego stezenia tlenu
i hipoksji, powoduje ograniczenie proliferacji, spowolnienie tempa migracji oraz zmniejszenie
inwazyjnosci. Dodatkowo, zidentyfikowano mechanizmy powodujgce zmiany wtasciwosci
komorek rakowych z wytgczonym FAM13A. Wykazano, ze zaburzenia cyklu komdrkowego
powodujg obnizong proliferacje komodrek rakowych, natomiast zmiany w cytoszkielecie
komdérkowym prowadzg do spowolnienia migracji komarek.

Podsumowujgc, po raz pierwszy wykazano, ze gen FAMI13A moduluje potencjat
przerzutowy komorek raka ptuc, co moze by¢ wykorzystane w opracowaniu nowych terapii
leczenia chorych z nowotworami metastatycznymi.

H5. lwona Ziétkowska-Suchanek.
Mimicking Tumor Hypoxia in Non-Small Cell Lung Cancer Employing Three-Dimensional In Vitro
Models. Cells. 2021 Jan 12;10(1):141.

Do cyklu wtgczona zostata takze praca przeglagdowa, stanowigca obszerne omodwienie
udziatu hipoksji jako gtéwnej cechy mikrosrodowiska guza i jej wptywu na progresje, potencjat
metastatyczny komadrek nowotworowych. W pracy tej, dokonatam przegladu aktualnej wiedzy
z zakresu roli hipoksji w NSCLC, obejmujacej biologie, biomarkery, badania in vitro i in vivo,
a takze obrazowanie i wykrywanie stanu niedotlenienia. Wykonatam rowniez porownanie
klasycznych dwuwymiarowych (2D) modeli in vitro z trojwymiarowymi (3D). Liczne doniesienia
w pismiennictwie wskazujg, ze modele 2D wykazujg pewne cechy zalezne od hipoksji, jednakze
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modele oparte na hodowlach 3D doktadniej odwzorowujg mikrosrodowiska guza zwigzane
z niedotlenieniem. W pracy przegladowej przedstawitam systematyczny przeglad aktualnych
modeli 3D NSCLC, ktére zostaty wykorzystane do badan hipoksji takich jak: wielokomorkowe
sferoidy nowotworowe, organoidy, rusztowania pochodzenia naturalnego i syntetycznego,
urzadzenia mikroprzeptywowe oraz biodrukarki 3D. Opisatam nie tylko wady i zalety kazdego
modelu badawczego ale takze ich potencjat do badania réznych parametréw biologicznych oraz
testowania nowych lekéw zawtaszcza w aspekcie medycyny spersonalizowanej.

W trakcie przygotowania tej pracy znaczgco poszerzytam swojg wiedze w zakresie
badania zjawiska hipoksji na modelach 2D i 3D w rakach ptuc co umozliwito wdrozenie
niektérych technik w praktyke laboratoryjng. Opracowano m. in. sposéb generowania
sferoidow z komodrek NSCLC, ktory bedzie wykorzystany jako model badawczy w kilku
projektach.

Podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ wynikajacych z przeprowadzonych badan

Do najwazniejszych osiggnie¢ prac badawczych opisanych w publikacjach wchodzgcych w skfad
osiggniecia naukowego naleza:

1. Wykazano, po raz pierwszy, ze warianty sekwencji gendw MRE11 i RAD50 nie stanowig
czynnika ryzyka rakéw krtani i mnogich nowotworow pierwotnych gtowy i szyi.

2. Okreslono udziat genow IREB2 i FAM13A w wystepowaniu przewlektej obturacyjnej choroby
ptuc (POChP) i raka ptuc u polskich chorych:

e Wykazano, ze polimorfizmy genu IREB2 zwiekszajg ryzyko rozwoju raka ptuc, natomiast
warianty polimorficzne genu FAM13A mogg predysponowac do rozwoju POChP.

e Wykazano podwyzszone ryzyko raka ptuc dla haplotypu AAAT genu /IREB2 oraz POChP
dla haplotypu TTC genu FAM13A.

e (Oszacowano, ze ryzyko wystgpienia POChP wzrasta wraz z liczbg alleli ryzyka genu
FAM13A.

3. Po raz pierwszy dokonano oceny wyptywu hipoksji na ekspresje genéw IREB2 i FAM13A
w niedrobnokomdérkowym raku ptuc, zaréwno w badaniach in vitro, na liniach komérkowych,
jak i wycinkach guzéw ptuc, hodowanych ex vivo:

e Wykazano, ze hipoksja znacznie zwieksza ekspresje genu FAMI13A w dwdch liniach
niedrobnokomérkowego raka ptuc oraz linii prawidtowych fibroblastow ptuc oraz
wiekszosci wycinkdw guzow ptuc.

e Zaobserwowano istotne obnizenie ekspresji genu [REB2 w jednej linii
niedrobnokomaérkowego raka ptuc.

4. Wykazano, ze gen FAM13A moduluje potencjat przerzutowy komorek raka ptuc gdyz jego
inhibicja w liniach niedrobnokomdrkowego raka ptuc, hodowanych w warunkach
atmosferycznego stezenia tlenu i w hipoksji, powodowata ograniczenie proliferacji,
spowolnienie tempa migracji oraz zmniejszenie inwazyjnosci komorek.
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5. Potwierdzono udziat FAM13A w odpowiedzi na hipoksje, gdyz komorki raka ptuc
z inhibowanym genem FAMI13A poddane niedotlenieniu charakteryzowaty sie znaczgco
mniejszg inwazyjnoscia w porownaniu do komodrek hodowanych w warunkach
atmosferycznego stezenia tlenu.

6. Wskazano mechanizmy za pomoca ktérych inhibicja genu FAM13A wptywa na komorki raka
ptuc (zaburzenia cyklu i cytoszkieletu komérkowego).

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowa albo artystyczng realizowana
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegdblnosci zagranicznej. Omowienie pozostatych kierunkdw badan.

Opis kierunkéw badawczych realizowanych w okresie przed uzyskaniem stopnia doktora:

Ocena mutacji i wariantéw molekularnych genu NBN w réznych nowotworach

Od poczatku mojej pracy w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN uczestniczytam
w pracach badawczych dotyczgcych analizy wariantéw molekularnych genéw kompleksu MRN
jako czynnikow ryzyka rozwoju nowotwordw. W pismiennictwie potwierdzono wyzszg czestosé
heterozygotycznej mutacji c.657-661del genu NBN u chorych z ALL, NHL, czerniakiem, rakiem
prostaty, piersi i jajnika [20]. Czestosci wariantdéw molekularnych badanych gendw nie byty
wczesniej badane w populacji polskiej dlatego podjecie tej tematyki badawczej byto niezwykle
interesujgce. Oceniono czestosci mutacji w 16 eksonach genu NBN oraz polimorfizmow
i haplotypdow w wybranych nowotworach hematologicznych oraz guzach litych (rak krtani,
drugie pierwotne nowotwory gtowy i szyi, rak piersi, jelita grubego, ptuc).

Badania wariantéw molekularnych genu NBN przeprowadzono u dzieci z ostrg biataczka
limfoblastyczng (n= 191, ang. acute lymphoblastic leukemia - ALL), ostrg biataczkg szpikowg
(n=32, ang. acute myeloid leukemia - AML), przewlektg biataczka szpikowa (n=9, ang. chronic
myeloid leukemia - CML), guzami centralnego uktadu nerwowego (n=39) oraz nerwiakiem
zarodkowym (n=53, ang. neuroblastoma). Zmiany w eksonach genu NBN identyfikowano
badaniem polimorfizmu konformacji jednoniciowego DNA (ang. Single Strand Conformation
Polymorphism - SSCP) lub polimorfizmu dtugosci fragmentdw restrykcyjnych (ang. Restriction
Fragments Length Polymorphism — RFLP) i potwierdzano bezposrednim sekwencjonowaniem.
Zidentyfikowano osmiu nosicieli heterozygotycznej mutacji p.1171V w genie NBN w biataczkach
wieku dzieciecego (5/191 chorych z ALL, 2/32 z AML, 1/9 z CML) a w grupie kontrolnej 12/2400.
Tranzycja c.511A>G (p.1171V), jest zlokalizowana w domenie BRCT nibryny, powoduje zamiane
aminokwasu leucyny w waline. Analiza DNA pozyskanego z komdrek nabtonka chorych,
potwierdzita germinalny charakter tej mutacji we wszystkich przypadkach. Analiza statystyczna
potwierdzita zwiekszone ryzyko rozwoju biataczki u heterozygotycznych nosicieli p.1171V
(P <0,0001). Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono, iz substytucja p.1171V moze by¢
czynnikiem predysponujgcym do rozwoju ALL a wyniki opublikowano w pracy: Mosor M,
Ziolkowska |, Pernak-Schwarz M, Januszkiewicz-Lewandowska D, Nowak J. Association of the
heterozygous germline 1171V mutation of the NBS1 gene with childhood acute lymphoblastic
leukemia. Leukemia. 2006;20(8):1454-6.

W kolejnych badaniach zwigzanych z nowotworami wieku dzieciecego przeprowadzono
analizy asocjacyjne w oparciu o sze$¢ miejsc polimorficznych genu NBN: ¢.102G>A, ¢.553G>C,
€.1124+18C>T, ¢.1197T>C, ¢.2016A>G ¢.2071-30A>T [9, 13, 21]. W grupie dzieci z ALL (n=157)
stwierdzono wyzszg czestos$¢ genotypu TT polimorfizmu ¢.2071-30A>T w pordwnaniu do grupy
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kontrolnej (n=275). W przypadku dwodch haplotypdéw zaobserwowano asocjacje
z podwyzszonym ryzykiem wystgpienia ALL. Wyniki opublikowano w pracy: Mosor M,
Ziolkowska |, Januszkiewicz-Lewandowska D, Nowak J. Polymorphisms and haplotypes of the
NBS1 gene in childhood acute leukaemia. Eur J Cancer. 2008,;44(15):2226-32.

Poszukiwania wariantow molekularnych genu NBN kontynuowano w guzach litych.
Zidentyfikowano dziesieciu heterozygotycznych nosicieli mutacji p.1171V: czterech w grupie
175 chorych z rakiem krtani (2,3%), pieciu wsréd 104 chorych z mnogimi nowotworami
pierwotnymi krtani (4,8%) i jednego wsréd mnogich nowotwordw pierwotnych gtowy i szyi
(1,7%). W grupie kontrolnej liczacej 1174 probek wykryto o$miu nosicieli mutacji p.1171V
(0,68%). Czestos¢ substytucji p.1171V w grupie chorych z rakiem krtani i mnogimi nowotworami
pierwotnymi krtani byta znacznie wyzsza w porédwnaniu do grupy kontrolnej. Wyniki badan
opublikowano w pracy: Ziolkowska I, Mosor M, Wierzbicka M, Rydzanicz M, Pernak-Schwarz M,
Nowak J. Increased risk of larynx cancer in heterozygous carriers of the 1171V mutation of the
NBS1 gene. Cancer Sci. 2007,98(11):1701-5. Powyzsze badania staty sie rowniez przedmiotem
mojej rozprawy doktorskiej pt. ,Mutacje i polimorfizmy w genie NBS1 u chorych z mnogimi
nowotworami pierwotnymi”. Praca doktorska uzyskata wyrdznienie Rady Naukowej Instytutu
Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu. Wyniki badan zostaty takze zaprezentowane na 5th
European Workshop on Basic Biology of Head & Neck Cancer, (16-18 listopada 2006 r., Poznan)
podczas ktorego otrzymatam pierwsza nagrode za plakat pt.: “Frequency of Heterozygous
1171V Mutation in the NBS1 Gene in Multiple Primary Tumors and Larynx Cancer”.

Rezultaty uzyskane w poprzednich badaniach sktonity mnie do kontynuowania tematyki
nowotwordw tytoniozaleznych. Czes¢ z nich wykonatam po uzyskaniu stopnia doktora. Analiza
asocjacji wybranych polimorfizmow genu NBN nie wykazata istotnego zwigzku
z wystepowaniem nowotwordow gtowy i szyi. Wykazano natomiast, ze haplotypy GGTTAA
(P<0,0001) i ACCCGT (P=0,002) wystepowaty czesciej w raku krtani a GGCCAA (P<0,0001)
i GCCCGT (P=0,0386) u chorych z mnogimi nowotworami pierwotnymi. W pracy:
Ziotkowska-Suchanek |, Mosor M, Wierzbicka M, Fichna M, Rydzanicz M, Nowak J. Association
of polymorphisms and haplotypes of the NBN gene with laryngeal cancer and multiple primary
tumors of the head and neck. Head Neck. 2012 Mar;34(3):376-83 wykazano, ze niektore
haplotypy genu NBN mogg by¢ zwigzane z wystepowaniem nowotwordw gtowy i szyi.

W kolejnych badaniach skupiono sie na identyfikacji nosicieli mutacji p. 1171V genu NBN
w réznych grupach chorych z guzami litymi. Czesto$¢ mutacji p.I171V oszacowano w grupie
kobiet z nieselekcjonowanym rakiem piersi (5/270), u chorych z rakiem jelita grubego (3/131)
oraz NSCLC (17/453). Podsumowujgc, potwierdzono wysokg czestos¢ heterozygotycznej
substytucji p.1171V w badanych grupach chorych co wskazuje, ze mutacja ta moze by¢
czynnikiem predysponujagcym do rozwoju badanych nowotwordw. Wyniki opublikowano
w kolejnych dwéch pracach (zawarto w wykazie, zatgcznik nr 4A).

Opis kierunkéw badawczych realizowanych w okresie po uzyskaniu stopnia doktora:

Ocena mutacji i wariantéw molekularnych genéw RAD50 i MRE11 w réznych nowotworach.
Poszukiwania gendw ryzyka nowotworzenia kontynuowatam po uzyskaniu stopnia
doktora, poszerzajgc zakres badan o pozostate sktadowe kompleksu MRN: geny RAD50
i MRE11. Wydaje sie, ze réwniez u heterozygotycznych nosicieli mutacji w tych genach
mechanizm naprawy DNA moze by¢ uszkodzony. Przeanalizowano mutacje i polimorfizmy
gendw MRE11 i RAD50 w opisanych wczesniej grupach chorych z nowotworami
hematologicznymi oraz guzami litymi. W zadnej z grup nie zidentyfikowano mutacji w badanych
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sekwencjach genow. Oszacowano takze czestosci genotypow i alleli polimorfizmu ¢.551+19G>A
w genie RAD50. Genotyp GG wystepowat znamiennie statystycznie czesciej w ALL w odniesieniu
do grupy kontrolnej (OR =0,2407; Cl: 0,1162 - 0,4988; P < 0,0001) wskazujgc mozliwie charakter
ochronny genotypu AA. Analizy genu MRE11 nie wykazaty istotnych zmian sekwencji tego genu
w badanych grupach chorych i w grupie kontrolnej. Wyniki opublikowano m.in. w pracy: Mosor
M, Ziolkowska-Suchanek |, Nowicka K, Dzikiewicz-Krawczyk A, Januszkiewicz-Lewandowska D,
Nowak J. Germline variants in MRE11/RAD50/NBN complex genes in childhood leukemia. BMC
Cancer. 2013;13:457 oraz Mosor M, Ziolkowska-Suchanek |, Roznowski K, Baranowska M,
Januszkiewicz-Lewandowska D, Nowak J. RAD50 gene mutations are not likely a risk factor for
breast cancer in Poland. Breast Cancer Res Treat. 2010;123(2):607-9 (praca wyrdzniona
Nagrodg Dyrektora Instytutu Genetyki Cztowieka PAN). Praca dotyczgca nowotwordéw gtowy
i szyi zostata wtgczona do cyklu habilitacyjnego.

Podsumowujgc, w badaniach gendw kompleksu MRN wykazano, ze heterozygotyczna
mutacja p.l1171V w genie NBN moze by¢ czynnikiem predysponujgcym do rozwoju ALL, raka
krtani, mnogich nowotwordw pierwotnych gtowy i szyi, raka piersi, jelita grubego oraz raka ptuc.
Mutacje gendéw MRE11 i RAD50 prawdopodobnie nie majg istotnego znaczenia
w wystepowaniu badanych nowotwordéw hematologicznych i guzéw litych.

Znaczenie polimorfizméw genéw PPARy-2 i ADR-63 w chorobach tkanki tacznej oraz
zaburzeniach lipidowych.

Jednym z kierunkéw badawczych w jakich uczestniczytam byto poszukiwanie
molekularnego podtoza chordb tkanki tagcznej oraz zaburzen lipidowych. Realizacja tych badan
byta mozliwa dzieki wspdtpracy z dr hab. n. med. Bogng Grygiel-Gdrniak z Katedry i Kliniki
Reumatologii i Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego.
W badaniach skupiono sie na analizie polimorfizmoéw (ang. single nucleotide polymorphisms —
SNP) genu receptoréw aktywowanych przez proliferatory peroksysomow - PPARy-2 i genu
receptoréw B-3-adrenergicznych - ADR-63. Nowatorstwo naszych badan polegato na ocenie roli
obu gendw w kontekscie terapii statynami oraz modulowaniu ci$nienia krwi u pacjentéw
z chorobami tkanki tgcznej (ang. connective tissue disease — CTD). Grupe badang stanowito 104
pacjentow z CTD oraz 103 osoby zdrowe, dopasowanych pod wzgledem ptci, wieku oraz
leczenia statynami. Do genotypowania wykorzystano sondy TagMan® oraz metode
polimorfizmu dtugosci fragmentdw restrykcyjnych (ang. polymerase chain restriction fragment
length polymorphism - PCR-RFLP). Analizie poddano 3 miejsca polimorficzne: rs1801282
(p.Prol12Ala) i rs3856806 (c.C1431T) genu PPARy-2 oraz rs4994 (p.Trp64Arg) genu ADR-63.
Rutynowymi metodami oceniono pomiary antropometryczne i biochemiczne pacjentow.
Nie zaobserwowano istotnych rdéznic miedzy czestoscig wystepowania alleli i genotypow
miedzy CTD a grupg kontrolng, jednakze zauwazono interesujgce powigzania lipidowo-genowe.
U chorych z CTD stwierdzono wyzszy poziom trojgliceryddéw (TAG) i stosunku TAG/lipoproteina
o wysokiej gestosci (HDL) w porownaniu do grupy kontrolnej. Podobne réznice odnotowano
w grupie CTD i grupie kontrolnej bez statynoterapii. Ponadto genotypy Prol12Pro, C1431C,
Trp64Trp wykazywaty asocjacje z wyzszymi stosunkami TAG i TAG/HDL u pacjentéw z CTD.
Najwyzsze wartosci TAG zaobserwowano w obecnosci genotypu Trp64Trp. Na podstawie
uzyskanych wynikdow wykazano, ze zaburzenia lipidowe wystepowaty w obu grupach
niezaleznie od leczenia statynami. Obecnos¢ genotypdw Prol2Pro, C1431C i Trp64Trp jest
zwigzana z wyzszym poziomem TAG w CTD, z ktérych SNP Trp64Trp moze by¢ traktowany jako
czynnik predykcyjny hipertriglicerydemii. Wyniki opublikowano w pracy: Grygiel-Gorniak B,
Ziotkowska-Suchanek |, Kaczmarek E, Mosor M, Nowak J, Puszczewicz M. PPARgamma-2 and
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ADRB3 polymorphisms in connective tissue diseases and lipid disorders. Clin Interv Aging. 2018
Mar 22;13:463-472.

W kolejnej pracy: Grygiel-Gdrniak B, Ziétkowska-Suchanek I, Kaczmarek E, Puszczewicz
M, Rozwadowska N. Genetic Background of Hypertension in Connective Tissue Diseases. J
Immunol Res. 2020 Feb 3;2020:7509608, skupiono sie na analizie asocjacji badanych SNP
z nadci$nieniem u chorych z CTD. Rola gendw PPARy-2 i ADR-83 jako czynnikéw ryzyka
nadcisnienia tetniczego zostata wczesniej opisana w pisSmiennictwie [22, 23], jednak nie byto
danych obejmujgcych chorych z CTD. Oszacowane w naszych badaniach czestosci genotypow
i alleli byty poréwnywalne miedzy pacjentami z CTD i grupg kontrolng, a takze osobami
z nadci$nieniem i bez nadcisnienia. Wykazano, ze chorzy z CTD majg nizszy poziom tkanki
ttuszczowej, wiekszg ilos¢ wody w organizmie, a takze wyzszy poziom glukozy i TAG w surowicy.
Analiza wieloczynnikowa wykazata, ze osoby z nadcisnieniem tetniczym z polimorfizmem
Alal2/X lub Trp64Trp majg wyzszg mase ciata w pordwnaniu z osobami z prawidtowym
ci$nieniem. Polimorfizm Trp64Trp charakteryzowat sie réwniez wyzszym poziomem TAG,
podczas gdy osoby z genotypem T1431/X miaty wiekszy obwdd w talii. Obecnos¢ CTD, rozktad
trzewnej tkanki ttuszczowej oraz podeszty wiek sg czynnikami ryzyka rozwoju nadcisnienia
tetniczego. W naszych badaniach potwierdzono, ze pacjenci z nadcisnieniem u ktérych
zidentyfikowano genotyp Trp64Trp genu ADR-63 majg zwiekszone ryzyko rozwoju otytosci
trzewnej i powiktan metabolicznych, co z kolei wptywa na wartos¢ cisnienia tetniczego.
Dodatkowo wykazano, ze obecnos$¢ genotypdw Alal2/X i T1431/X genu PPARy-2 moduluje
rozktad trzewnej tkanki ttuszczowej u 0séb z nadcisnieniem.

Poszukiwanie czynnikéw genetycznych i epigenetycznych zwigzanych z nieswoistg odpowiedzig
immunologiczng w cukrzycy typu 1.

Cukrzyca typu 1 (ang. type 1 diabetes - T1D) jest chorobg autoimmunologiczng w ktérej
limfocyty T doprowadzajg do selektywnego uszkodzenia komodrek B wysp trzustkowych,
produkujgcych insuline. T1D jest konsekwencjg ztozonych proceséw, na ktére majg wptyw
czynniki genetyczne, epigenetyczne i Srodowiskowe. W naszych badaniach, prowadzonych
we wspotpracy z dr hab. n. med. Martg Fichng z Katedry i Klinika Endokrynologii, Przemiany
Materii i Chorob Wewnetrznych, Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego oraz
dr hab. n. med. Magdaleng Zurawek z Instytutu Genetyki Cztowieka PAN, skupiono sie na
poszukiwaniu czynnikdw genetycznych i epigenetycznych zwigzanych z nieswoistg odpowiedzig
immunologiczng w T1D. Wczesniejsze badania wykazaty, ze warianty polimorficzne w locus
interleukiny-2 (IL-2) mogg by¢ czynnikami ryzyka choréb autoimmunologicznych [24].
W naszych badaniach przeprowadzono analize asocjacji czterech polimorfizmow [L-2
(rs6822844, rs6534349, rs2069762 i rs3136534) z T1D w polskiej populacji oraz korelacje
uzyskanych wynikow z stezeniem IL-2 w surowicy. Do badania witgczono 543
niespokrewnionych pacjentéw z T1D oraz 706 zdrowych oséb wtgczonych do grupy kontrolne;.
Wykazano, ze czestos¢ allelu T rs6822844 byta znacznie nizsza w T1D w pordwnaniu z grupg
kontrolng (P = 0,002; OR 0,71; 95% Cl 0,571 - 0,880). Podobnie czestos¢ wystepowania
genotypu TT byta rzadsza w grupie chorych (P = 0,007). Ponadto, przeprowadzona stratyfikacja
w grupie kontrolnej wedtug genotypu rs6822844 ujawnita istotne rdznice w stezeniach IL-2
w surowicy (P = 0,037), z najwyzszymi poziomami w przypadku obecnosci genotypdéw
ochronnych TT. Dla trzech pozostatych SNP nie wykazano rdznic znamiennych statystycznie
w czestosciach alleli i genotypow.

Podsumowujgc, wykazano, ze polimorfizm rs6822844 genu /L-2 jest zwigzany z T1D
a uzyskane wyniki opublikowano w pracy: Fichna M, Zurawek M, Fichna P, Ziétkowska-Suchanek
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I, Januszkiewicz D, Nowak J. Polymorphic variant at the IL2 region is associated with type 1
diabetes and may affect serum levels of interleukin-2. Mol Biol Rep. 2013;40(12):6957-63.

Badania obejmujgce tematyke T1C rozszerzono o analize epigenetycznych czynnikéw
T1D czyli wybranych mikroRNA. MikroRNA (miRNA) to mate niekodujgce RNA regulujgce
ekspresje gendw na poziomie potranskrypcyjnym. Udziat miRNA jako regulatoréw osrodkowe;j
i obwodowej tolerancji immunologicznej zostat potwierdzony w pismiennictwie [25], dlatego
waznym zagadnieniem jest badanie czgsteczek RNA w kontekscie patogenezy T1D.

W pracy Zurawek M, Dzikiewicz-Krawczyk A, lzykowska K, Ziétkowska-Suchanek |,
Skowronska B, Czainska M, Podralska M, Fichna P, Przybylski G, Fichna M, Nowak J. miR-487a-
3p upregulated in type 1 diabetes targets CTLA4 and FOXO3. Diabetes Res Clin Pract.
2018;142:146-153 opisano wyniki profilowania miRNA u chorych z T1D. Do badan globalnej
ekspresji miRNA wykorzystano analize mikromacierzowa (Affymetrix GeneChip miRNA 4.0),
ktora umozliwita wskazanie 24 miRNA o podwyzszonej ekspresji oraz 67 miRNA o obnizonej
ekspresji u chorych z T1D w pordéwnaniu do oséb zdrowych. Walidacja wynikéw potwierdzita
nadekspresje miR-487a-3p, ktéra wczesniej nie byta opisywana w kontekscie cukrzycy, dlatego
zdecydowano o wigczeniu tego miRNA do dalszych analiz. Co wiecej zaobserwowano, ze
pacjenci z ciezkim poczatkiem klinicznym, manifestowanym kwasicg ketonowg, prezentowali
wyzszy poziom ekspresji miR-487a-3p w pordéwnaniu z grupg o tagodnym przebiegu poczatku
choroby. Analiza in silico umozliwita wskazania genow docelowych dla miR-487a-3p
o potencjalnej roli w autoimmunizacji: CTLA4, FOX0O3, MARCH5 i PTPN2. Nastepnie oceniono in
vitro oddziatywanie miR-487a-3p z sekwencjami 3'UTR wybranych gendéw docelowych
w komoarkach linii Jurkat, z wykorzystaniem uktadu reporterowego lucyferazy. Reasumujac,
w naszych badaniach po raz pierwszy wykazano funkcjonalny charakter miR-487a-3p jako
regulatora ekspresji kluczowych genéw odpowiedzi immunologicznej: CTLA4 i FOXO3, poprzez
wigzanie sie do ich sekwencji 3'UTR.

Wyniki uzyskane w ramach poprzednich badan byly podstawg do kontynuowania
poszukiwan miRNA o istotnym znaczeniu w T1D. Celem kolejnych badan byto zbadanie poziomu
ekspresji miR-652-5p na poczatku rozpoznania T1D oraz wptywu jego ekspresji na potencjalne
geny docelowe: ADAR i MARCH5. Ekspresje miR-652-5p zbadano w jednojadrzastych
komorkach krwi obwodowej nowo zdiagnozowanych pacjentéw pediatrycznych z T1D (n = 28)
i 0s6b zdrowych w podobnym wieku (n = 28). Wykazano statystycznie istotne podwyzszenie
ekspresji miR-652-5p w grupie chorych T1D w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p < 0,05). Test
reporterowy lucyferazy nie potwierdzit interakcji miR-652-5p z genami ADAR i MARCHS5. Nasze
badania wykazaty, ze miR-652-5p moze by¢ wykorzystany jako marker T1D. Wyniki
opublikowano w pracy: Zurawek M, Dzikiewicz-Krawczyk A, Izykowska K, Ziotkowska-Suchanek
I, Skowronska B, Czainska M, Kazimierska M, Podralska M, Fichna M, Przybylski GP, Nowak J,
Fichna M, Rozwadowska N. Overexpression of miR-652-5p in new onset type 1 diabetes. Clinical
Diabetology. 2018,;7(4):189-195.

Ocena mutacji i wariantow molekularnych genu ATM u polskich chorych z zespotem
ataksji-teleangiektazji oraz z nowotworami.

W efekcie wieloletniej wspdtpracy z dr n. med. Martg Podralskg zainteresowatam sie
tematykg zespotu ataksji-teleangiektazji (AT, MIM#208900) ktory jest chorobg
neurodegeneracyjng i wigze sie z defektami naprawy DNA. Za rozwdj AT odpowiedzialne sg
bialleliczne mutacje genu ATM, ktory petni istotng role w monitorowaniu i utrzymywaniu
integralnosci genomu. ATM koordynuje progresje cyklu komérkowego i odpowiedz komodrkowa
na powstate dwuniciowe pekniecia DNA poprzez fosforylacje kilku substratow taki jak p53,
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BRCA1, CHEK2 i nibryna. Pacjenci z AT majg silng predyspozycje do nowotwordéw ztosliwych,
zwiaszcza biataczek i chtoniakéw (zaréwno z komarek B jak i T). U chorych z dtuzszym czasem
przezycia wystepujg rowniez inne typy nowotwordw, takie jak rak jajnika i piersi, rak zotgdka,
czerniak, miesniaki gtadkie i miesaki [26]. Ponadto wykazano, ze rowniez nosiciele mutacji
monoallelicznych w genie ATM mogg miec¢ zwiekszone ryzyko zachorowania na rdzne typy
nowotworow [27].

Przedmiotem naszych badan byto okreslenie spektrum mutacji genu ATM, u polskich
chorych z AT, celem uaktualnienia panelu zmian molekularnych dotychczas opisanych
w pismiennictwie. Badania przesiewowe genu ATM objety 24 polskie rodziny z AT i ujawnity 38
zmian sekwencji DNA. Wskaznik zmian DNA w badanej grupie wynosit okoto 80% (38 wykrytych
wariantéw/48 oczekiwanych mutacji). Zidentyfikowano rdéine rodzaje mutacji: 21
nonsensownych (55,3%), 12 splicingowych (31,6%), 3 duze delecje genomowe (7,9%) oraz
zmiany typu missense (5,3%). Wiekszo$¢ wariantéw byta w uktadzie heterozygotycznym,
mieszanym. Zastosowanie metody MLPA (ang. Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) umozliwito wykrycie duzej delecji eksonéw 62 i 63 genu ATM. Dziesie¢ wykrytych
wariantow  byto  nowych: c¢.8441delC, c¢.6145T>G, «c.434T>G, c.6754 6754delA,
c.4007_4008insA, c.7606G>A, ¢.3402+30 3402+32delATC, delecja eksonow 19 - 20, delecja
eksonu 63, delecja eksonéw 62 i 63. Dodatkowo, dla nowo wykrytych zmian ATM
przeprowadzono analize in silico oraz analize funkcjonalng w celu oceny wptywu
zidentyfikowanych wariantéw intronowych: ¢.3402+30_3402+32delATC. Wyniki opublikowano
w pracy Podralska MJ, Stembalska A, Slezak R, Lewandowicz-Uszyriska A, Pietrucha B, Kottan S,
Wigowska-Sowirska J, Pilch J, Mosor M, Ziétkowska-Suchanek I, Dzikiewicz-Krawczyk A, Stomski
R. Ten new ATM alterations in Polish patients with ataxia-telangiectasia. Molecular Genetics &
Genomic Medicine, 2014 Nov; 2 (6): 504-11.

Kontynuacje badan zwigzanych z genem ATM, oparto na zatozeniu, ze zaburzenia
naprawy DNA mogg prowadzi¢ do nowotworzenia. W pracy Podralska M, Ziétkowska-Suchanek
I, Zurawek M, Dzikiewicz-Krawczyk A, Stomski R, Nowak J, Stembalska A, Pesz K, Mosor M.
Genetic variants in ATM, H2AFX and MRE11 genes and susceptibility to breast cancer in the
polish population. BMC Cancer. 2018 Apr 20;18(1):452, oceniono role wariantow
molekularnych badanych gendéw jako czynnikéow predysponujgcych do rozwoju raka piersi.
Przenalizowano 3 mutacje genu ATM (c.5932G>T, c.6095G>A i ¢.7630-2A>C), polimorfizmy
genu H2AFX (rs643788, rs8551, rs7759 i rs2509049) oraz MRE11 (rs1061956 oraz rs2155209)
w grupie 315 kobiet z rakiem piersi i 515 oséb zdrowych. Wykazano, ze polimorfizmy genu
H2AFX mogg by¢ czynnikiem predysponujgcym do rozwoju raka piersi.

Powyzsze badania, dotyczgce wariantéw molekularnych genu ATM, przeprowadzono
takze u pacjentéw z chorobami tytoniozaleznymi: 468 z rakiem ptuca (NSCLC), 153
z pojedynczym rakiem krtani, 86 z mnogimi guzami pierwotnymi zlokalizowanymi w krtani i 76
mnogimi guzami pierwotnymi zlokalizowanymi w obrebie gtowy lub szyi. Grupa kontrolna
sktadata sie z 464 zdrowych oséb z populacji polskiej. W grupie chorych wykryto tylko jedng
mutacje ¢.7630-2A>C. Nie stwierdzono nosicieli mutacji ¢.5932G>T, ¢c.6095G>A. Uzyskane
wyniki wskazujg, ze badane warianty genu ATM nie wydajg sie by¢ zwigzane z nowotworami
tytoniozaleznymi w Polsce i zostaty opublikowane w pracy: Podralska M, Dzikiewicz-Krawczyk
A, Mosor M, Zurawek M, Izykowska K, Stomski R, Rydzanicz M, Gabryel P, Dyszkiewicz W,
Ziotkowska-Suchanek . The most frequent Polish ATM mutations are not susceptibility factors
for tobacco-related cancers. Arch Med Sci, 2021, 17 (5): 1158-1163.
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Poszukiwanie podtoza molekularnego Zespotu Sezary’ego.

Zespot Sezary'ego (ang. Sezary Syndrome - SS) to agresywna postac skornego chtoniaka
T-komérkowego, charakteryzujgca sie wieloma ztozonymi zmianami w genomie,
transkryptomie oraz zmianami metylacji DNA. W badaniach prowadzonych we wspdtpracy z dr
n. med. Katarzyng lzykowska wykazano, ze ekspresja genu TMEMZ244, kodujgcego biatko
transbtonowe, u pacjentéw z SS oraz liniach komadrkowych SS jest ujemnie skorelowana
z poziomem metylacji jego promotora. Ponadto potwierdzono, ze ekspresja TMEM244 moze
by¢ aktywowana in vitro przez swoistg demetylacje regionu promotora TMEMZ244, indukowang
przez CRISPR-dCas9. Wyniki opublikowano w pracy: lzykowska K, Rassek MS, Zurawek M,
Nowicka K, Paczkowska J, Ziétkowska-Suchanek I, Podralska M, Dzikiewicz-Krawczyk A, Joks M,
Olek-Hrab K, Giefing M, Przybylski GK. Hypomethylation of the promoter region drives ectopic
expression of TMEMZ244 in Sézary cells. J Cell Mol Med, 2020, 24 (18): 10970-10977.

Inne kierunki badawcze.

W ostatnich latach, uczestniczytam w realizacji projektu pod kierownictwem dr hab. n.
med. Agnieszki Dzikiewicz-Krawczyk, dotyczgcego identyfikacji funkcjonalnych miejsc wigzania
MYC oraz odpowiadajgcych im genow docelowych. Zidentyfikowano kilka znanych i nowych
celdw MYC, istotnych dla wzrostu komorek przewlekte]j biataczki szpikowej K562. Wyniki zostaty
opisane w manuskrypcie: Kazimierska M, Podralska M, Zurawek M, Wozniak T, Kasprzyk ME,
Sura W, Losiewski W, Ziolkowska-Suchanek [, Kluiver JL, van den Berg A, Rozwadowska N,
Dzikiewicz-Krawczyk A. CRISPR/Cas9 screen for functional MYC binding sites reveals MYC-
dependent vulnerabilities in K562 cells (doi: https://doi.org/10.1101/2021.08.02.454734), ktory
zostat zdeponowany w repozytorium bioRxiv i jest w trakcie procesu publikacyjnego.

Aktualnie uczestnicze w realizacji trzech projektéw badawczych. Badania prowadzone
we wspotpracy z dr Jackiem Kolanowskim (kierownik projektu NCN SONATA 13) majg na celu
opracowanie sond bioluminescencyjnych do obrazowania i oceny rodzaju guza
nowotworowego na podstawie wybranych cech jego mikrosrodowiska takich jak hipoksja oraz
poziom zelaza.

W kolejnym projekcie (NCN OPUS 14), we wspotpracy z dr hab. n. med. Agnieszka
Dzikiewicz-Krawczyk oraz dr n. med. Martg Podralskg, prowadzone badania majg na celu
identyfikacje dtugich niekodujgcych RNA (ang. long non-coding RNA — IncRNA) indukowanych
przez napromieniowanie i oddziatujgcych z ATM oraz funkcjonalna charakterystyka wybranych
IncRNA w kontekscie odpowiedzi na uszkodzenia DNA.

W ramach projektu NCN SONATA 15, we wspdtpracy z dr n. med. Katarzyng Izykowska,
zaplanowano ocene wptywu deacetylaz histonowych klasy Il: HDAC9 i HDAC10 na
funkcjonowanie komdérek nowotworowych chtoniakow skdrnych z limfocytéw T, zwtaszcza
komorek SS.

Plany

Aktualnie pracuje nad nowym modelem badawczym, ktéory umozliwia znakowanie
komérek raka ptuc po ekspozycji na niedotlenienie. W badaniach wykorzystywany jest
lentiwirusowy system dwuwektorowy do znakowania komaorek hipoksyjnych ktéory umozliwia
trwate oznaczanie komodrek niedotlenionych poprzez wyzwolenie fluorescencyjnego
przetgczenia z DsRed na GFP. Znakowanie komdérek umozliwi ocene czy ekspozycja na
przewlektg hipoksje umozliwi komdrkom rakowym uzyskanie fenotypu opornosci na stres
oksydacyjny, co sprzyja ich przezyciu po reoksygenacji, zwiekszajac prawdopodobienstwo
wystgpienia przerzutu. Réwnolegle bede aplikowaé¢ do NCN o finasowanie powyzszych badan
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w ramach konkursu OPUS 22. W projekcie zaplanowano analize sekwencjonowania
pojedynczych komodrek (ang. single-cell RNA-sequencing), uzyskanych z sferoidéw oraz guzow
pozyskanych z ortotopowych modeli mysich. Analiza bedzie wykonana w ramach wspotpracy
z dr Michatem Kolafem, w Laboratorium Genomiki i Bioinformatyki, Instytutu Genetyki
Molekularnej Czeskiej Akademii Nauk. W przypadku uzyskania finasowania planuje odby¢ staz
naukowy w powyzszej placéwce celem zapoznania sie z technikami przygotowania materiatu
badawczego do sekwencjonowania pojedynczych komodrek oraz przygotowania bibliotek
sekwencyjnych.

Pismiennictwo:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Makowska, M., et al., [Genetics risk factors in chronic obstructive pulmonary disease]. Pol
Merkur Lekarski, 2010. 28(166): p. 302-6.

Sung, H., et al.,, Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and
Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA Cancer J Clin, 2021. 71(3): p. 209-
249.

Molina, J.R., et al., Non-small cell lung cancer: epidemiology, risk factors, treatment, and
survivorship. Mayo Clin Proc, 2008. 83(5): p. 584-94.

Rzepakowska, A., M. Zurek, and K. Niemczyk, Review of recent treatment trends of
laryngeal cancer in Poland: a population-based study. BMJ Open, 2021. 11(4): p. e045308.
Leon, X., et al., Second primary tumors in head and neck cancer patients. Acta Otolaryngol,
2002. 122(7): p. 765-78.

Szalontai, K., et al., Chronic Obstructive Pulmonary Disease: Epidemiology, Biomarkers, and
Paving the Way to Lung Cancer. ) Clin Med, 2021. 10(13).

Caliri, A\W., S. Tommasi, and A. Besaratinia, Relationships among smoking, oxidative stress,
inflammation, macromolecular damage, and cancer. Mutat Res, 2021. 787: p. 108365.
Dzikiewicz-Krawczyk, A., The importance of making ends meet: mutations in genes and
altered expression of proteins of the MRN complex and cancer. Mutat Res, 2008. 659(3): p.
262-73.

Mosor, M., et al., Association of the heterozygous germline 1171V mutation of the NBS1
gene with childhood acute lymphoblastic leukemia. Leukemia, 2006. 20(8): p. 1454-6.
Ziolkowska, 1., et al., Increased risk of larynx cancer in heterozygous carriers of the 1171V
mutation of the NBS1 gene. Cancer Sci, 2007. 98(11): p. 1701-5.

Nowak, J., et al., Heterozygous carriers of the 1171V mutation of the NBS1 gene have
a significantly increased risk of solid malignant tumours. Eur J Cancer, 2008. 44(4): p. 627-
30.

Kaluzna, E.M., et al., Heterozygous p.l171V mutation of the NBN gene as a risk factor for
lung cancer development. Oncol Lett, 2015. 10(5): p. 3300-3304.

Mosor, M., et al., Polymorphisms and haplotypes of the NBS1 gene in childhood acute
leukaemia. Eur J Cancer, 2008. 44(15): p. 2226-32.

Ziolkowska-Suchanek, 1., et al., Association of polymorphisms and haplotypes of the NBN
gene with laryngeal cancer and multiple primary tumors of the head and neck. Head Neck,
2012. 34(3): p. 376-83.

Cho, M.H., et al., Variants in FAM13A are associated with chronic obstructive pulmonary
disease. Nat Genet, 2010. 42(3): p. 200-2.

Jiang, Z., et al., A Chronic Obstructive Pulmonary Disease Susceptibility Gene, FAM13A,
Regulates Protein Stability of beta-Catenin. Am J Respir Crit Care Med, 2016. 194(2): p. 185-
97.

20



17. Young, R.P., et al., FAM13A locus in COPD is independently associated with lung cancer -
evidence of a molecular genetic link between COPD and lung cancer. Appl Clin Genet, 2011.
4:p. 1-10.

18. DeMeo, D.L,, et al., Integration of genomic and genetic approaches implicates IREB2 as a
COPD susceptibility gene. Am J Hum Genet, 2009. 85(4): p. 493-502.

19. Chi, J.T., et al., Gene expression programs in response to hypoxia: cell type specificity and
prognostic significance in human cancers. PLoS Med, 2006. 3(3): p. e47.

20. Steffen, J., et al., Increased cancer risk of heterozygotes with NBS1 germline mutations in
Poland. Int J Cancer, 2004. 111(1): p. 67-71.

21. Mosor, M., et al., Germline variants in MRE11/RAD50/NBN complex genes in childhood
leukemia. BMC Cancer, 2013. 13: p. 457.

22. Ostgren, C.J., et al, Peroxisome proliferator-activated receptor-gammaProl2Ala
polymorphism and the association with blood pressure in type 2 diabetes: skaraborg
hypertension and diabetes project. J Hypertens, 2003. 21(9): p. 1657-62.

23. Ringel, J., et al., The Trp64Arg polymorphism of the beta3-adrenergic receptor gene is
associated with hypertension in men with type 2 diabetes mellitus. Am J Hypertens, 2000.
13(9): p. 1027-31.

24. Malek, T.R. and |. Castro, Interleukin-2 receptor signaling: at the interface between
tolerance and immunity. Immunity, 2010. 33(2): p. 153-65.

25. Simpson, LJ. and K.M. Ansel, MicroRNA regulation of lymphocyte tolerance and
autoimmunity. J Clin Invest, 2015. 125(6): p. 2242-9.

26. Reiman, A,, et al., Lymphoid tumours and breast cancer in ataxia telangiectasia,; substantial
protective effect of residual ATM kinase activity against childhood tumours. Br J Cancer,
2011. 105(4): p. 586-91.

27. Thompson, D., et al., Cancer risks and mortality in heterozygous ATM mutation carriers. )
Natl Cancer Inst, 2005.97(11): p. 813-22.

Podsumowanie wspétpracy naukowe;j:

W trakcie mojej pracy naukowej wspotpracowatam lub wspodtpracuje z nastepujgcymi
osrodkami naukowymi:

¢ Klinika Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu

Wieloletnia wspdtpraca z prof. dr hab. n. med. Matgorzatg Wierzbickg zaowocowata
opublikowaniem pieciu prac obejmujgcych analize wariantow molekularnych gendéw
kompleksu MRE11/RAD50/NBN jako czynnikdw ryzyka rozwoju nowotwordw gtowy i szyi.
Tematyka ta byta rowniez przedmiotem mojej rozprawy doktorskie;j.

¢ Katedra i Klinika Endokrynologii, Przemiany Materii i Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

Wspdtpraca z dr hab. n. med. Marta Fichng, obejmujgca poszukiwanie czynnikow
genetycznych i epigenetycznych zwigzanych z nieswoistg odpowiedzig immunologiczng
w cukrzycy typu 1, umozliwita opublikowanie dwoch prac.

¢ Wielkopolskie Centrum Pulmonologii i Torakochirurgii im. Eugenii i Janusza Zeylandow,
Oddziat Torakochirurgii, Poznan
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Wieloletnia wspotpraca z dr n. med. Piotrem Gabryelem i prof. dr hab. Wojciechem
Dyszkiewiczem w zakresie udziatu genow IREB2 i FAM13A w wystepowaniu raka ptuc u polskich
chorych. Badania zostaty sfinansowane w ramach projektu NCN SONATA 1 (pod moim
kierownictwem) oraz zostaty opublikowane w trzech pracach.

¢ Klinika Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego, Poznan

Wspdtpraca z dr n. med. Marcinem Grabickim oraz prof. dr hab. n. med. Haling
Baturg-Gabryel dotyczyta udziatu genow IREB2 i FAM13A w wystepowaniu POChP u polskich
chorych. Badania zostaty sfinansowane w ramach projektu NCN SONATA 1 oraz zostaty
opublikowane w jednej pracy.

e Katedra i Klinika Reumatologii i Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego, Poznan

Wspdtpraca z dr hab. n. med. Bogng Grygiel-Gérniak obejmowata poszukiwanie
genetycznego podtoza chordb tkanki tgcznej oraz zaburzen lipidowych. W ramach wspétpracy
opublikowano dwie prace.

e Zaktad Sond Molekularnych i Prolekéw, Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk, Poznan

Obecnie wspdtpracuje z dr Jackiem Kolanowskim nad opracowaniem sond
bioluminescencyjnych, dzieki ktéorym mozliwe bedzie monitorowanie parametrow
biochemicznych guzéw nowotworowych.

* Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, Uniwersytet Przyrodniczy, Poznan

Obecnie nawigzatam wspotprace z dr hab. inz. Wojciechem Juzwag dzieki ktérej mozliwe
jest sortowanie komorek znakowanych fluorescencyjnie po hipoksji. Otrzymanie homogennej
populacji komédrek jest niezbedne do przeprowadzenia badan funkcjonalnych oraz analizy
profilu ekspresji gendow.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych nauke
lub sztuke.

Osiggniecia dydaktyczne:

Podczas mojej pracy petnitam funkcje promotora jednej pracy inzynierskiej, trzech prac
magisterskich oraz sprawowatam opieke nad siedmioma praktykantami lub stazystami.

e Pracainzynierska:
Joanna taczmanska
»Inhibicja genu FAM13A w komdrkach raka ptuc”
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, kierunek:
Biotechnologia. Poznan 2018 r.

e Prace magisterskie:
Marlena Marek
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,Ocena czestosci wystepowania mutacji: ¢.5932G>T, ¢.6095G>A, ¢.7630-2A>C w genie
ATM u polskich chorych z rakiem ptuc”

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, kierunek:
Biotechnologia. Poznan 2015 .

Marianna Pewinska

,Przygotowanie i walidacja linii komdérkowych raka ptuc z konstytutywng ekspresjg
lucyferaz do badania nowych substratow bioluminogennych”

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu; Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, kierunek:
Biotechnologia. Poznan 2019 .

inz. Joanna taczmanska

,Efekt wyciszenia genu FAM13A w komorkach raka ptuc”

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, kierunek:
Biotechnologia, Poznan 2019 .

Opieka nad praktykantem, stazystg, magistrantem:

Marlena Marek (styczen-czerwiec, 2015, praca magisterska)
Joanna taczmanska (styczen-czerwiec, 2018, praca inzynierska)
Marianna Pewinska (styczen-czerwiec 2019, praca magisterska)
Joanna taczmanska (styczen-czerwiec 2019, praca magisterska)
Wiktoria Nitka (kwiecien-czerwiec 2019, praktyka studenckie)
Michalina Krakowiak (lipiec 2019, praktyka studencka)

Karolina tadziak (listopad-grudzien 2019, praktyka studencka)

Dziatalno$¢ organizacyjna:

W trakcie mojej pracy naukowej petnitam funkcje kierownika dwodch projektow

badawczych, realizowanych w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN:

Narodowe Centrum Nauki SONATA 1, nr 2011/01/D/NZ5/02841

»,Badania asocjacji i ekspresji gendéw IREB2 i FAM13A jako czynnikdéw ryzyka rozwoju
przewlektej obturacyjnej choroby ptuc i raka ptuc”

Czas trwania: 1.12.2011-29.02.2016 .

Narodowe Centrum Nauki, SONATA 11, nr 2016/21/D/NZ5/00072
,Efekt wytgczenia genu FAM13A w komodrkach raka ptuc”
Czas trwania: 8.02.2017-7.02.2021 r.

Prowadzenie zaje¢-wyktadow o charakterze popularnonaukowym:

Od poczatku mojej pracy naukowej jestem zaangazowana w dziatalnos¢ stowarzyszenia

Gen-i-juz, dziatajgcego przy Instytucie Genetyki Cztowieka PAN, ktorego celem jest
popularyzacja nauki wsrdd dzieci przedszkolnych i wezesnoszkolnych. W ramach tej dziatalnosci
prowadzitam i nadal prowadze cykl wyktadéw potgczonych z warsztatami badawczymi
organizowanymi stacjonarnie w IGCz PAN oraz na zajeciach wyjazdowych w ramach Mobilnej
Akademii Nauki.
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Wybrane wyktady popularyzujgce nauke:
e Lekcja genetyki: "DNA, komérki i nowotwory", Instytut Genetyki Cztowieka PAN,
29.09.2018 r.
o Cykl wyktaddw: "Komorki i DNA czyli po nitce do ktebka"; Instytut Genetyki Cztowieka
PAN. 2017-obecnie.

Wyktady popularyzujgce nauke na warsztatach wyjazdowych:
e "DNA, komérki i przedszkolaki", Przedszkole Piraciki, Suchy Las, 5.02.2018 r.
e "Komorki i DNA czyli po nitce do ktebka", Szkota Podstawowa nr 12 im. Wielkopolskiej
Brygady Kawalerii, 21.11.2019 r.

Ponadto czynnie uczestniczytam w organizacji innych wydarzen popularyzatorskich takich jak
Noc Biologdéw (2021 r.) oraz Poznanskim Festiwalu Nauki i Sztuki (2021 r.).

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.

Otrzymane nagrody i wyrdznienia:

e Pierwsza nagroda za prezentacje plakatowg pt.: “Frequency of Heterozygous 1171V
Mutation in the NBS1 Gene in Multiple Primary Tumors and Larynx Cancer”. 5th
European Workshop on Basic Biology of Head & Neck Cancer, Poznan, 16-18.11.2006 r.

e Nagroda Dyrektora Instytutu Genetyki Cztowieka PAN za wyrdzniong prace doktorska,
2008 .

e Nagroda Dyrektora Instytutu Genetyki Cztowieka PAN za artykut oryginalny pt. ,RAD50
gene mutations are not likely a risk factor for breast cancer in Poland”, Mosor M,
Ziolkowska-Suchanek |, Roznowski K, Baranowska M, Januszkiewicz-Lewandowska D,
Nowak J. Breast Cancer Res Treat. 2010;123(2):607-9.

e Stypendium START dla wybitnych mtodych naukowcdw przyznane przez Fundacje na
rzecz Nauki Polskiej, 2014 .

e Nagroda "Aegean Conference Travel Award" za wygtoszony wyktad pt. “Hypoxia-
induced FAM13A modulates lung cancer cells growth, metastatic potential and actin
cytoskeleton organization” na konferencji 7th International Conference on Tumor
Microenvironment and Cellular Stress: Signaling, Metabolism, Imaging and Therapeutic
Targets, Kos, Grecja, 18-25.09.2021 r.
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Odbyte kursy i szkolenia:

Kurs hodowli komérkowych pod patronatem Amerykanskiej Kolekcji Hodowli
Komodrkowych (ang. American Type Culture Collection - ATCC), Poznanski Park
Naukowo-Technologiczny, 2015 r.

Szkolenie dla oséb uczestniczgcych w procedurach na zwierzetach, Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu, 8 - 21.06.2018 r.

Zarzadzanie zespotem miedzynarodowym — trening miedzykulturowy, Instytut Genetyki
Cztowieka PAN, 24-25.02.2021 r.

taczone szkolenie ,PolLasa” dla osob odpowiedzialnych za planowanie, wykonywanie
procedur i doswiadczen oraz usSmiercajgcych zwierzeta, pod patronatem Krajowej
Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach, Warszawa, 1 —28.07.2020 r.

Szkolenie w ramach projektu Next Level pt. ,Experiments with the use of laboratory
animals —is it so difficult? Practical, ethical and legal aspects of working with laboratory
animals”, Instytut Genetyki Cztowieka PAN, 20.04.2021 r.

Przerwy w pracy haukowej:

Podczas swojej pracy miatam dwie dtuzsze przerwy zwigzane z urlopami macierzynskimi:

01.05.2009 - 17.09.2009 (140 dni)
03.05.2012 - 17.10.2012 (168 dni)

Podsumowanie dorobku naukowego:

Jestem autorkg 24 prac naukowych (w tym 21 prace posiadajg IF).
W o$miu pracach jestem pierwszym i jednoczes$nie korespondujgcym autorem.
W dziewieciu pracach jestem autorem wiodacym, w jednej senioralnym.

Dane bibliometryczne (z dnia 5.11.2021):

Sumaryczny IF (wedtug IF czasopisma w roku ukazania sie publikacji): 82,788
Sumaryczna liczba punktéw ministerialnych (MNiSzW): 1083

Indeks Hirscha (wg Web of Science): 8

Liczba cytowan (wg Web of Science): 133

Ponadto:

Jestem wspdtautorkg 26 doniesien zjazdowych.

Sprawowatam opieke naukowg nad czterema stazystami .

Bytam promotorem jednej pracy inzynierskiej oraz trzech prac magisterskich.
Bytam stypendystkg Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (START 2014).
Prowadze dziatalnos¢ popularyzujgcg nauke.
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Bytam cztonkiem Zespotu Ekspertéw Narodowego Centrum Nauki w dwéch edycjach konkursu
PRELUDIUM oraz jednej edycji MINIATURY.

Bratam/biore udziat w realizacji dziesieciu projektéow badawczych, w tym w dwédch jako
kierownik.

Szczegdtowy opis wszystkich osiggnie¢ naukowych znajduje sie w Zatgczniku nr 4A.

(podpis wnioskodawcy)

f’q.i, o ] V¢ A A
YOlnan , &J 11 . oV, Ao

26




