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IV. Dorobek naukowy
Jestem autorkg 37 prac naukowych:

e 10 oryginalnych prac petnotekstowych (w tym 7 prac posiada Impact Factor)

e 3 pracoryginalnych, opublikowanych jako listy do redakcji (wszystkie posiadajg IF)
e 2 opisow przypadku (oba posiadajg IF)

e 5 prac poglagdowych (w tym 3 prace posiadajg IF)

e 17 rozdziatéw w ksigzkach (w tym 9 o zasiegu miedzynarodowym)

W 21 pracach jestem pierwszym i jednoczesnie korespondencyjnym autorem,
w 4 pracach jestem ostatnim korespondencyjnym autorem (senioralnym).

Dane bibliometryczne (z dnia 2019-02-12)

e sumaryczny Impact Factor (wedtug IF czasopisma w roku ukazania sie publikacji): 57,062
e sumaryczna liczba punktéw MNSzW: 505 (610, wg. punktacji zaproponowanej od 2019)
e indeks Hirscha (wg Web of Science): 6

e liczba cytowan (wg Web of Science): 100 (87 bez autocytowan)

Ponadto:
Jestem redaktorkg 2 ksigzek naukowych, w tym jednej o zasiegu miedzynarodowym.
Wygtositam 15 referatéw na konferencjach naukowych, w tym 9 na zaproszenie organizatorow.

Jestem wspotautorka 48 doniesien zjazdowych, w tym 10 opublikowanych w suplementach
czasopism z listy Journal Citation Reports.

Jestem autorka 3 prac popularnonaukowych.
Prowadze dziatalnos$¢ dydaktyczng i popularyzujgca nauke.

Sprawowatam/sprawuje opieke naukowg nad stazystami, magistrantami i doktorantami, w tym
jako promotor pomocniczy; bytam tez promotorem pracy inzynierskiej.

Bratam/biore udziat w realizacji 8 projektéw badawczych, w tym w 2 jako kierownik projektu.

Szczegdtowy opis wszystkich osiggnie¢ naukowych znajduje sie w Zatgczniku nr 4
(Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych,
wspotpracy naukowej i popularyzacji nauki).



. Cykl prac stanowigcych szczegdlne osiggniecie naukowe
(wg. art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki; Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.) zebranych pod zbiorczym tytutem:

Ostra biataczka limfoblastyczna u dzieci w ujeciu badari podstawowych i translacyjnych

Osiggniecie naukowe, ktore przedktadam ubiegajgc sie o uzyskanie stopnia doktora
habilitowanego nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna sktada sie z 6 prac
(5 prac oryginalnych i 1 pracy przeglagdowej), opublikowanych w recenzowanych czasopismach
o zasiegu miedzynarodowym, w latach 2013-2019.

. Dawidowska M*, Jaksik R, Drobna M, Szarzynska-Zawadzka B, Kosmalska M, Sedek t,
Machowska L, Lalik A, Lejman M, Ussowicz M, Katwak K, Kowalczyk JR, Szczepanski T, Witt M.
Comprehensive investigation of miRNome identifies novel candidate miRNA-mRNA interactions
implicated in T-cell acute lymphoblastic leukemia. Neoplasia 2019 March; 21(3): 294-310.
doi.org/10.1016/j.ne0.2019.01.004

IF4,994  MNIiSW 35 (70 punktow, wg. punktacji proponowanej od 2019)

Indywidualny wktad wtasny szacuje na 60%

. Szarzynska-Zawadzka B, Kunz JB, Sedek t, Kosmalska M, Zdon K, Biecek P, Bandapalli OR,
Kraszewska-Hamilton M, Jaksik R, Drobna M, Kowalczyk JR, Szczepanski T, Van Vlierberghe P,
Kulozik AE, Witt M, Dawidowska M*. PTEN abnormalities predict poor outcome in children with
T-cell acute lymphoblastic leukemia treated according to ALL IC-BFM protocols.
Am J Hematol. 2019 Jan 7. doi: 10.1002/ajh.25396.

IF5,303  MNIiSW 35 (100 punktow, wg. punktacji proponowanej od 2019)

Indywidualny wktad wtasny szacuje na 45%

. Drobna M, Szarzynska-Zawadzka B, Daca-Roszak P, Kosmalska M, Jaksik R, Witt M,
Dawidowska M¥*. Identification of Endogenous Control miRNAs for RT-gPCR in T-Cell Acute
Lymphoblastic Leukemia. Int J Mol Sci.2018 Sep 20;19(10). pii: E2858. doi:
10.3390/ijms19102858.

IF3,687 MNiSW 30

Indywidualny wktad wtasny szacuje na 60%

. Drobna M, Szarzynska-Zawadzka B, Dawidowska M*. T-cell acute lymphoblastic leukemia from
miRNA perspective: Basic concepts, experimental approaches, and potential biomarkers.
Blood Rev. 2018 Nov;32(6):457-472. doi: 10.1016/.blre.2018.04.003.

IF 6,6 MNiSW 40

Indywidualny wktad wtasny szacuje na 60%

* autor korespondujgcy



5. Dawidowska M*, Kosmalska M, Sedek t, Szczepankiewicz A, Twardoch M, Sonsala A, Szarzynska-
Zawadzka B, Derwich K, Lejman M, Pawelec K, Obitko-Ptudowska A, Pawinska-Wasikowska K,
Kwiecinska K, Koftan A, Dyla A, Grzeszczak W, Kowalczyk JR, Szczepanski T, Zietkiewicz E, Witt M.
Association of germline genetic variants in RFC, IL15 and VDR genes with minimal residual
disease in pediatric B-cell precursor ALL.

Sci Rep. 2016 Jul 18;6:29427. doi: 10.1038/srep29427.
IF4,259  MNIiSW 40
Indywidualny wkfad wtasny szacuje na 65%

6. Kraszewska MD, Dawidowska M, Kosmalska M, Sedek L, Grzeszczak W, Kowalczyk JR, Szczepanski
T, Witt M; Polish Pediatric Leukemia Lymphoma Study Group (PPLLSG). BCL11B, FLT3, NOTCH1
and FBXW?7 mutation status in T-cell acute lymphoblastic leukemia patients.

Blood Cells Mol Dis. 2013 Jan;50(1):33-8. doi: 10.1016/j.bcmd.2012.09.001. Epub 2012 Oct
IF2,331  MNiSW 20
Indywidualny wkfad wtasny szacuje na 40%

*autor korespondujgcy

taczna punktacja prac wtgczonych do cyklu:

IF 27,177
MNiSW 200 (300, wg. punktacji proponowanej od 2019)

Szczegdtowe omodwienie indywidualnego wktadu wtasnego w powstanie wymienionych prac
przedstawiam w Zafgczniku nr 4 (Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja
0 osiggnieciach dydaktycznych, wspdtpracy naukowej i popularyzacji nauki)



Omodwienie celu naukowego cyklu prac i osiggnietych wynikéw wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Przedmiotem mojej pracy badawcze] jest dziecieca ostra biataczka limfoblastyczna
(acute lymphoblastic leukemia, ALL), heterogenny nowotwdr hematologiczny wywodzacy sie
z prekursorow linii limfoidalnej. Jest to najczestszy typ biataczki wystepujgcej u dzieci
i jednoczesnie najczestszy nowotwor wieku dzieciecego. Rocznie w Polsce ALL rozpoznawana
jest u~250 dzieci. Podtyp T-ALL (T-cell acute lymphoblastic leukemia) wywodzi sie z prekursoréw
limfocytow T (tymocytow) dojrzewajgcych w grasicy, zas$ podtyp BCP-ALL (B-cell precursor ALL)
powstaje z prekursorow limfocytéw B, podlegajgcych roznicowaniu w szpiku kostnym. Czestosé
obu podtypow to odpowiednio ~15% i ~85% wszystkich przypadkéw ALL u dzieci [1]. W swojej
pracy naukowej prowadzitam badania dotyczgce obu podtypow tej biataczki, w ostatnich latach
koncentrujac sie na biataczce T-ALL [2].

Transformacja biataczkowa zachodzi na drodze akumulacji i kooperacji licznych
nieprawidtowosci genetycznych i epigenetycznych. Prowadzi to do zaburzenia proceséw
kluczowych dla rozwoju prawidtowych prekursorow limfocytow, takich jak wewngtrzkomérkowa
transdukcja sygnatow, cykl komodrkowy, apoptoza, rdznicowanie. W efekcie dochodzi
do zablokowania dojrzewania komorek i ich nadmiernej proliferacji. Komorki biataczki ALL (blasty
ALL), zachowujac naturalng dla limfocytéw zdolnos$¢ migracji w obrebie uktadu krwionosnego
i limfatycznego, z pierwotnego miejsca powstania (szpik w BCP-ALL; grasica w T-ALL) dokonujg
ekspansji do innych lokalizacji. Blasty ALL sg zatem obecne we krwi obwodowej oraz w szpiku
kostnym (w T-ALL na drodze wtérnego zajecia szpiku). Intensywny rozplem komodrek
biataczkowych w szpiku prowadzi do uposledzenia jego funkcji hematopoetycznej i niedoboru
prawidtowych komdrek krwi, zaréwno z linii limfoidalnej, jak i mieloidalnej. Wszelkie
konsekwencje tych niedoboréw, jak uposledzenie odpornosci, anemia, zaburzenia hemostazy,
ujawniajg sie w postaci niespecyficznych symptomow biataczki. Bardziej specyficzne objawy ALL
wynikajg z zajecia przez komorki biataczkowe weztéw chtonnych, Sledziony, a u pacjentow pfci
meskiej mozliwe jest tez zajecie jgder. Wystepujgce u czesci pacjentdw zajecie centralnego
uktadu nerwowego prowadzi do wystgpienia symptomdw neurologicznych i jest czynnikiem ztej
prognozy.

Do rozwoju ALL moze dojs¢ na dowolnym etapie ztozonego procesu dojrzewania
prekursoréw limfoidalnych, co stanowi jedng z przyczyn znacznej heterogennosci tej biataczki.
Blok réznicowania prekursoréw limfocytéw (maturation arrest) jest do pewnego stopnia
odzwierciedlony w klasyfikacji immunofenotypowej ALL. Zgodnie z klasyfikacjg European Group
for Immunological Classification of Leukemias (EGIL), w BCP-ALL wyrdznia sie trzy podtypy
immunofenotypowe, a w T-ALL az pie¢ [3]. Podtypy EGIL identyfikowane sg przy pomocy
cytometrii  przeptywowej, na podstawie ekspresji okreslonych antygendw zewnatrz
i wewnatrzkomérkowych. Nalezy podkreslic, ze choc¢ klasyfikacja EGIL jest powszechnie
stosowana, jej wartos¢ prognostyczna jest jak dotad nieustalona. Ponadto profil genetyczny
poszczegdlnych podtypow EGIL nie zostat jak dotad dostatecznie scharakteryzowany. W jednej
z prac witaczonych do cyklu habilitacyjnego podejmuje zagadnienie charakterystyki podtypow



immunofenotypowych T-ALL na poziomie transkryptomu miRNA (1/ Dawidowska et al. Neoplasia
2019).

Procz  heterogennosci immunofenotypowej, ALL charakteryzuje sie znaczng
heterogennos$cig na poziomie genetycznym. Spektrum nieprawidtowosci genetycznych
wystepujgcych w ALL jest stosunkowo dobrze poznane, a szczegdlny postep w tej dziedzinie
dokonat sie dzieki zastosowaniu technik wysokoprzepustowych, w tym sekwencjonowania nowej
generacji. Prace opublikowane w ostatnich latach, wykorzystujgce macierze ekspresyjne [4],
macierze do analizy polimorfizmu pojedynczych nukleotydow (single nucleotide polymorphisms,
SNP) [5], sekwencjonowanie catego eksomu (whole exome sequencing, WES) [6] oraz
sekwencjonowanie transkryptomu (mRNA-sequencing) [7] istotnie uzupetnity obraz
heterogennosci genetycznej ALL. Jak dotad gtéwny obszar zainteresowania grup badawczych
stanowita kodujgca czes¢ genomu, zas niekodujgca cze$¢ genomu, w tym niekodujgce RNA,
to obszar stosunkowo najmniej poznany w przypadku ALL. Identyfikacja transkryptomu miRNA
w biataczce T-ALL jest gtéwnym celem pracy wigczonej do cyklu habilitacyjnego
(1/ Dawidowska et al. Neoplasia 2019).

U wiekszosci pacjentéw z ALL przy rozpoznaniu identyfikowane sg aberracje
chromosomowe (gtownie translokacje, delecje i aneuploidie) oraz liczne zmiany
submikroskopowe (mutacje i zmiany liczby kopii gendw obejmujgce pojedynczy gen, jego czesé
badz kilka gendw). Z badan z udziatem bliznigt monozygotycznych z ALL oraz z badan dotyczacych
ewolucji klonalnej ALL wynika, ze aberracje chromosomowe pojawiajg sie jako pierwsze,
stanowig czynniki inicjujgce leukemogeneze, lecz w wiekszosci przypadkow nie sg wystarczajgce
do rozwoju biataczki (wyjatek stanowig rearanzacje genu MLL w niemowlecej ALL) [8]. Zmiany
submikroskopowe sg wtdrne do aberracji chromosomowych i niezbedne do rozwoju ALL, choé
tylko czes$¢ z nich ma bezposredni wptyw na leukemogeneze (driver mutations), a inne stanowig
efekt niestabilnosci genomu komérek biataczkowych i ewolucji klonalnej (passenger mutations).
Zaréwno aberracje chromosomowe, jak i mutacje i zmiany liczby kopii prowadzg do zaburzenia
funkcji kluczowych elementéw Sciezek odpowiedzialnych za dojrzewanie prekursorow
limfocytow, powodujgc blok réznicowania, oraz do aktywacji onkogenow i zniesienia funkgcji
gendw supresorowych, powodujgc zaburzenia apoptozy, cyklu komérkowego i w efekcie
nadmierng proliferacje. Wérdd aberracji genetycznych obserwowanych w ALL wymieni¢ mozna
zarowno zmiany wystepujgce powszechnie w wielu innych nowotworach (np. inaktywujgce
mutacje i delecje genu TP53 i genu PTEN, aktywujgce mutacje genow Sciezki JAK-STAT),
jak i zmiany specyficzne dla ALL, gtéwnie dotyczace czynnikdw transkrypcyjnych istotnych
dla prawidtowego rdoznicowania prekursoréw linii Bi T.

Do najczestszych zmian genetycznych w BCP-ALL nalezg hiperdiploidia (wystepujaca
u ~20% pacjentow) oraz translokacje chromosomowe t(12;21)/ETV6-RUNXI (~20%),
t(1;19)/TCF3-PBX (~5%), t(9;22)/BCR-ABL1 (<5%) oraz rearanzacje genu MLL w locus 11923 z
réznymi genami partnerskimi (~5%) [9]. Sposréd zmian submikroskopowych wymieni¢ nalezy
przede wszystkim inaktywujgce mutacje i delecje dotyczgce genu IKZF1 kodujgcego czynnik
transkrypcyjny IKAROS, wystepujace u ~15% pacjentéw [10]. Zmiany te sg typowe dla podtypu
ALL wysokiego ryzyka, z obecnoscig BCR-ABLI oraz dla pacjentdw z tzw. grupy BCR-ABLI-like
(brak transkryptu fuzyjnego, ale zblizony profil ekspresji gendw do podtypu z obecnoscig fuzji
i podobnie niekorzystne rokowanie). Wiekszo$¢ z wymienionych zmian genetycznych ma
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w przypadku BCP-ALL znaczenie prognostyczne i jest ujeta w nowoczesnych protokotach
terapeutycznych ALL, jako czynniki stanowigce podstawe do identyfikacji grup ryzyka
i stratyfikacji leczenia.

Podtyp T-ALL, z uwagi na nizszg czestosc niz BCP-ALL i wiekszg heterogennos¢, jest nadal
stabiej poznany i stanowi obiekt intensywnych badan prowadzonych przez kilkanascie grup
badawczych na Swiecie. Do aberracji typowych dla T-ALL nalezg rearanzacje
miedzychromosomowe i wewngtrzchromosomowe prowadzgce do onkogennej aktywacji
gendw kodujgcych czynniki transkrypcyjne specyficzne dla linii limfocytow T, np. TALI, TAL2,
LYL1 oraz do aktywacji gendw kodujgcych biatka tworzace kompleksy w tymi czynnikami
transkrypcyjnymi, LMO1 i LMOZ2 [2]. Nieprawidtowg ekspresje tej grupy gendéw obserwuje sie
u ~60% pacjentow z T-ALL. Ponadto, onkogennej aktywacji wskutek rearanzacji ulegajg geny
kodujgce czynniki transkrypcyjne o szerszym zakresie dziatania niz udziat w rdznicowaniu
limfocytow. Nalezg do nich geny HOX (homeobox) z grupy gendw homeotycznych:
HOXA9, HOXA10, TLX1, TLX2, TLX3 (~25% w dzieciecej T-ALL), a takze gen MYC. Onkogenna
aktywacja tych gendw wynika z ich rearanzacji do loci gendw kodujgcych receptory limfocytow
T (T-cell receptors, TCR: TCRA, TCRD i TCRB) i przeniesienia ich pod kontrole wysoce aktywnych
promotoréw i wzmacniaczy gendéw TCR. Inny mechanizm aktywacji to powstawanie gendw
fuzyjnych o aktywnosci onkogenow (np. MLL-ENL; czesto$¢ ~5%). W T-ALL obserwuje sie rowniez
utrate funkcji czynnikdw transkrypcyjnych o aktywnosci gendw supresorowych, wskutek mutacji
inaktywujgcych i delecji (np. WT1, RUNX1, LEF1; czesto$¢ 10-20%). Na obraz genetyczny T-ALL
sktadaja sie tez zmiany powodujgce onkogenng aktywacje Sciezki NOTCH1, przede wszystkim
aktywujgce mutacje genu NOTCHI1 (czestos¢ >60%) oraz inaktywujgce mutacje genu FBXW7
(~30%). Fizjologicznie Sciezka NOTCH1 jest niezbedna do prawidtowego réznicowania i rozwoju
wczesnych prekursorow limfocytow T: NOTCH1 funkcjonuje jako receptor transbtonowy
i czynnik transkrypcyjny, za$ biatko FBXW7 jest zaangazowane w degradacje
wewnatrzkomérkowe] podjednostki NOTCH1 i funkcjonuje jako negatywny regulator
tej $ciezki. Ponadto, do czestych w T-ALL aberracji genetycznych nalezg delecje locus 9p21,
obejmujgce geny CDKN2A i CDKN2B (>70%), kodujace inhibitory kinaz zalezne od cyklin,
oraz delecje locus 13g14.2, powodujace utrate genu RBI, co skutkuje zaburzeniem kontroli cyklu
komdérkowego. Kolejng grupe nieprawidtowosci genetycznych stanowig mutacje i aberracje
chromosomowe zaburzajgce funkcjonowanie kluczowych S$ciezek wewngtrzkomarkowej
transdukcji  sygnatéw, zaréwno tych o znaczeniu specyficznym dla linii limfoidalnej
(np. aktywujace mutacje genu receptora IL-7, IL7R; ~10%), jak i te o kluczowym znaczeniu dla
wielu typow komorek (np. inaktywujgce mutacje i delecje genu PTEN, ~15%; aktywujgce mutacje
gendw RAS, <5% w T-ALL). Badania ostatnich lat wskazaty dodatkowo na udziat w patogenezie
T-ALL mutacji i delecji dotyczacych gendw kodujgcych biatka zaangazowane w zmiany
konformacji chromatyny (np. PHF6, EZH2; 10-40% w T-ALL) oraz gendw biatek rybosomalnych
i gendw biatek zaangazowanych w proces translacji (np. RPL10, ~5%) [6].

Nalezy podkresli¢, ze w przypadku T-ALL, inaczej niz w BCP-ALL, jak dotad zadne
z czynnikdw genetycznych nie zostaty powszechnie wprowadzone do schematéw stratyfikacji
terapii. Wynika to z nizszej czestosci i wiekszej heterogennosci T-ALL (mniej liczne i bardziej
heterogenne grupy pacjentéw badane do tej pory w skali $wiata). Zagadnienie identyfikacji
genetycznych czynnikdw prognostycznych w T-ALL podjeto w dwodch pracach wigczonych



do cyklu habilitacyjnego: (6/ Kraszewska et al. Blood Cells Mol Dis. 2013), w ktorej jestem drugim
autorem, oraz w pracy stanowigcej kontynuacje tych badan (2/ Szarzyriska-Zawadzka et al. Am J
Hematol. 2019), w ktdrej petnie role autora senioralnego.

Badania ostatnich lat pokazujg, ze istotng role w rozwoju i progresji chordb
nowotworowych, w tym nowotworéw hematologicznych, petnig miRNA [11]. Te krétkie
niekodujgce RNA, zaangazowane w negatywng regulacje ekspresji gendw na etapie
post-translacyjnym, mogg petni¢c funkcje onkogenow lub supresoréw transformacji
nowotworowej. Onkogenne miRNA, ktérych genami docelowymi sg geny supresorowe, ulegajac
podwyzszonej ekspresji w tkance nowotworowej w pordownaniu do tkanki prawidtowej,
powodujg nadmierne wyciszenie ekspresji supresorow. Supresorowe miRNA, ulegajgce
obnizonej ekspresji w tkance nowotworowej, powodujg niedostateczne wyciszenie ekspres;ji
onkogenow, ktére sg ich genami docelowymi. Analiza ekspresji miRNA, potgczona z identyfikacja
ich genéw docelowych in silico, potwierdzona badaniami funkcjonalnymi in vitro, pozwala
identyfikowa¢ nowe mechanizmy patogenezy ALL oraz nowe potencjalne cele terapii. Ponadto,
miRNA ulegajgce specyficznej ekspresji w okreslonych podtypach biataczki mogg potencjalnie
przyczyni¢ sie do poprawy klasyfikacji ALL. Intensywnym obszarem badan jest réwniez
potencjalne wykorzystanie miRNA jako markeréw prognostycznych i markerdw progresji
choroby. Analiza ekspresji miRNA, identyfikacja ich gendw docelowych i ich potencjalnego
zaangazowania w patogeneze biataczki T-ALL stanowig w ostatnich latach gtéwny obszar mojej
pracy badawczej. Do cyklu habilitacyjnego wtgczone zostaty trzy prace podejmujgce ten problem
badawczy: dwie prace oryginalne (1/ Dawidowska et al. Neoplasia 2019), (3/ Drobna et al. Int J
Mol Sci. 2018) oraz praca przeglagdowa (4/ Drobna et al. Blood Rev. 2018); w dwdch ostatnich
pracach petnie role autora senioralnego.

Na tle innych nowotwordw, dziecieca ALL stanowi przyktad spektakularnej poprawy
wynikow leczenia w perspektywie ostatnich kilkudziesieciu lat. Postep ten mozliwy byt dzieki
ciggtej modyfikacji protokotdw terapeutycznych, ale rowniez dzieki coraz bardziej wyrazonej idei
personalizacji leczenia, tj. dostosowaniu intensywnosci i sposobu leczenia do indywidualnego
profilu biologicznego i genetycznego pacjenta. Nalezy przy tym podkreslic, ze w idee
personalizacji leczenia wpisuje sie zaréwno analiza cech komorek biataczkowych pacjenta
(nieprawidtowosci genetyczne, epigenetyczne, immunofenotyp blastéw, wrazliwos¢ blastow
na leczenie), jak rowniez cech prawidtowych komodrek pacjenta (m.in. germinalne warianty
polimorficzne genéw zaangazowanych w odpowiedz na leczenie).

Najbardziej wiarygodng metode oceny odpowiedzi na leczenie ALL stanowi wykrywanie
obecnosci przetrwatych komorek biataczkowych (tzw. minimalnej choroby resztkowej; minimal
residual disease, MRD) i ocena dynamiki redukcji MRD w okres$lonych punktach czasowych
leczenia [12]. Nalezy jednak podkresli¢, ze ocena MRD mozliwa jest dopiero w czasie trwania
leczenia. Dlatego wecigz w ALL poszukuje sie genetycznych czynnikéw prognostycznych,
co wazne, dostepnych analizie juz przy rozpoznaniu choroby, w tym czynnikow, ktoére
skorelowane z oceng MRD podniosg jej wartos¢ prognostyczng. Procz wspomnianych wczesniej
prac dotyczacych poszukiwania mutacji i zmian liczby kopii gendw o potencjalnej wartosci
prognostycznej w T-ALL, do cyklu habilitacyjnego wtgczono prace majaca na celu identyfikacje
potencjalnych czynnikdéw prognostycznych w BCP-ALL (5/ Dawidowska et al. Sci Rep. 2016).



Celem tej pracy byta identyfikacja germinalnych wariantéw polimorficznych gendw,
wykazujgcych asocjacje z obecnoscig MRD w trakcie leczenia.

Przy zastosowaniu obecnych schematow identyfikacji grup ryzyka i protokotéw leczenia,
mozliwe jest uzyskanie trwatej remisji (>5-letniej) w przypadku ~85% dzieci z ALL. Wciaz jednak
U znacznego odsetka dzieci (~15%) leczenie konczy sie niepowodzeniem na skutek agresywnego
postepu biataczki, w wyniku wczesnych powiktan leczenia, bgdz na skutek wystgpienia wznowy
choroby. Wznowa ALL stanowi gtdwng przyczyne Smierci dzieci z chorobg nowotworowa. Nalezy
przy tym podkresli¢, iz wyniki leczenia wznowy ALL sg znacznie gorsze w poréwnaniu do wynikéw
leczenia choroby pierwotnej. Wskutek ewolucji klonalnej, wynikajacej z niestabilnosci
genetycznej intensywnie proliferujgcych komaérek biataczkowych oraz z presji selekcyjnej (m.in.
w postaci zastosowanego dotad leczenia) wznowa powstaje z rozplemu najbardziej opornych
komorek. Leczenie wznowy wymaga zatem zastosowania alternatywnych lekow i form terapii.
Rowniez pod tym wzgledem T-ALL stanowi szczegdlne wyzwanie, gdyz obecne mozliwosci
terapeutyczne wznowy T-ALL sg mniej liczne i mniej skuteczne w poréwnaniu do opcji leczenia
wznowy BCP-ALL. Konieczne jest wiec dalsze poznawanie podtoza molekularnego ALL,
w szczegolnosci podtypu T-ALL, celem poszerzenia wiedzy na temat patomechanizmow tej
choroby oraz identyfikacji nowych czynnikdw prognostycznych i nowych celéw terapeutycznych.

Cel naukowy cyklu prac

We wprowadzeniu zarysowatam obraz dzieciecej ostrej biataczki limfoblastycznej, ktdra wcigz
stanowi wyzwanie dla klinicystow i dla badaczy. Wskazatam obszary, ktérych dotycza
prowadzone przeze mnie badania, a ktorych opublikowane wyniki przedstawiam jako szczegdlne
osiggniecie naukowe w postepowaniu o nadanie stopnia doktora habilitowanego. Prace wybrane
do cyklu dotyczg rdznych aspektéw badan podstawowych i translacyjnych w biataczce ALL,
w szczegoblnosci w podtypie T-ALL.

Nadrzednym celem prezentowanych prac jest poznanie podtoza molekularnego ALL
i przeniesienie tej wiedzy na poziom aplikacyjny, dla realizacja idei personalizacji leczenia ALL.

Gtéwne cele badan podjetych w ramach prac wybranych do cyklu to:

1. Identyfikacja transkryptomu miRNA w biataczce T-ALL, z wykorzystaniem sekwencjonowania
nowej generacji, jako obszar poszukiwania nowych mechanizméw patogenezy T-ALL
i nowych potencjalnych celow terapeutycznych.

2. ldentyfikacja miRNA stanowigcych w T-ALL optymalne endogenne kontrole do analizy
ekspresji miRNA w RT-gPCR, jako podstawa wprowadzenia profilowania miRNA na poziom

badan aplikacyjnych.

3. Identyfikacja mutacji i zmiany liczby kopii gendw istotnych dla patogenezy T-ALL, pod katem
ich potencjalnego wykorzystania jako czynniki prognostyczne.
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4. ldentyfikacja germinalnych wariantéw polimorficznych gendw, wykazujgcych asocjacje
z obecnoscig przetrwatych komorek biataczkowych (MRD), jako potencjalnych czynnikéw
wspomagajgce ocene odpowiedzi na leczenie ALL.

Omowienie prac wtaczonych do cyklu

Dawidowska M?*, Jaksik R, Drobna M, Szarzyniska-Zawadzka B, Kosmalska M, Sedek ¢,
Machowska L, Lalik A, Leiman M, Ussowicz M, Katwak K, Kowalczyk JR, Szczepanski T, Witt M.
Comprehensive investigation of miRNome identifies novel candidate miRNA-mRNA interactions
implicated in T-cell acute lymphoblastic leukemia. Neoplasia 2019 March; 21(3): 294-310.
doi.org/10.1016/j.ne0.2019.01.004.

Identyfikacja i charakterystyka transkryptomu miRNA w dzieciecej T-ALL, w tym
identyfikacja profilu ekspresji miRNA roznicujgcego podtypy T-ALL, ale przede wszystkim
identyfikacja nowych interakcji miRNA-mRNA o znaczeniu w patogenezie tej biataczki jest
przedmiotem badan ktore obecnie prowadze. Badania realizowane sg w ramach projektu
,Sekwencjonowanie nowej generacji transkryptomu miRNA | badania funkcjonalne in vitro
w celu poznania patomechanizmow i heterogennosci dzieciecej ostrej biataczki limfoblastycznej
z limfocytow T (T-ALL)” (grant OPUS, ktérego jestem gtownym wykonawcg). W stosunkowo
licznej grupie pacjentéw z T-ALL (34 przypadki) i w 5 probkach kontrolnych (prawidtowe dojrzate
limfocyty T) przeprowadzilismy sekwencjonowanie wszystkich miRNA ulegajgcych ekspresji
w badanym materiale, wykorzystujgc sekwencjonowanie nowej generacji (miRNA-seq).
Przeprowadzilismy kompleksowg charakterystyke transkryptomu miRNA w T-ALL, identyfikujgc
61 miRNA o rdznicowe] ekspresji w T-ALL w pordéwnaniu do kontroli (23 miRNA ulegajgce
nadekspresjii 38 miRNA ulegajgcych obnizonej ekspresji w poréwnaniu do kontroli). Wérdd tych
miRNA znajdujg sie zarowno miRNA o znanej juz roli onkogennej i supresorowej w T-ALL,
ale tez wiele miRNA, ktérych rola w patogenezie T-ALL nie jest dotad znana.

Ponadto, w probkach T-ALL scharakteryzowalismy ekspresje izomiRéw, czyli izoform
miRNA rdznigcych sie sekwencjg i dtugoscig sekwencji od formy kanonicznej o kilka
nukleotyddw, potencjalnie regulujgcych ekspresje odmiennych mRNA docelowych.
Wykazalismy znaczng heterogennos¢ ekspresji izomiRow w dzieciecej T-ALL: ~80% miRNA
ulegajgcych ekspresji w badanych probkach byto reprezentowane przez znaczng liczbe izoform
(nawet 100 izomiRéw/miRNA). Znaczng heterogennos¢ obserwowalismy takze wtedy, gdy
zawezilismy analize wytgcznie do miRNA ulegajgcych najpowszechniej ekspresji w badanych
probkach T-ALL (przynajmniej 4 odczyty w >60% badanych probek T-ALL): dla blisko 70% miRNA
stwierdzilismy ekspresje nawet do 10 izoform. Kolejnym obszarem charakterystyki
transkryptomu miRNA w dzieciecej T-ALL, byta identyfikacja nowych miRNA, dotad
nieraportowanych w bazach danych miRNA. W badanej grupie pacjentow z T-ALL
zidentyfikowalismy 254 kandydujgce nowe miRNA, z ktérych 10 ulegato rdznicowej ekspresji
miedzy T-ALL a kontrolami (wszystkie ulegaty nadekspresji w T-ALL, stanowigc nowe
potencjalne onkogenne miRNA w tej biataczce).

Jak dotad wiedza na temat transkryptomu miRNA w dzieciecej T-ALL jest znikoma (zaledwie
jedna publikacja dotyczgca miRNA-seq, w grupie 48 pacjentdw z T-ALL) [13]. Stawiajgc sobie za
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cel poszerzenie wiedzy na temat obrazu ekspresji miRNA w tej biataczce, przeprowadzilismy
dodatkowo tgczng analize naszych wynikéw miRNA-seq dla 34 pacjentéw z T-ALL i surowych
danych miRNA-seq dla 48 probek T-ALL, dostepnych w bazie GEO (GSE89978) [13]. W analizie
zastosowalismy ten sam zestaw metod i narzedzi bioinformatycznych, ktorym postuzylismy sie
w pierwotnej analizie naszych danych miRNA-seq. Dla minimalizacji efektéw wynikajacych z
technicznych rdéznic miedzy eksperymentami, tgczng analize obu zestawdw danych
poprzedzilismy korektg tzw. batch effect. taczna analiza tych zbioréw danych pozwolita
na charakterystyke transkryptomu miRNA w grupie 82 pacjentow z T-ALL, najwiekszej grupie
analizowanej do tej pory. Zidentyfikowalismy pule miRNA ulegajgcych najwyzszej ekspresji
w probkach T-ALL (top 10 highly expressed miRNAs): hsa-miR-92a-3p; hsa-miR-181a-5p;
hsa-let-7f-5p; hsa-miR-26a-5p; hsa-let-7a-5p/7¢c-5p; hsa-miR-128-3p; hsa-miR-191-5p;
hsa-miR-148a-3p; hsa-miR-21-5p; hsa-miR-30d-5p. Ta lista miRNA wykazywata znaczng
zbieznos$¢ z analogiczng listg miRNA, ktorg okreslilismy w grupie 34 pacjentow z T-ALL. Ponadto,
w tgcznej analizie obu zbioréw danych zidentyfikowaliSmy miRNA ulegajgce roznicowej
ekspresji w T-ALL w stosunku do kontroli: 103 miRNA (11 miRNA ulegajacych nadekspresji
w T-ALL oraz 92 miRNA o obnizonej ekspresji, znane i potencjalne nowe onkogenne
i supresorowe miRNA). Wskazalismy tez pule miRNA, ktorych nadekspresja i obnizona ekspresja
w T-ALL widoczna byta przynajmniej w dwdch z trzech analizowanych zbiorach danych (nasze
oryginalne wyniki miRNA-seq, dane miRNA-seq opublikowane przez Wallaert et al. [13] oraz
taczna analiza obu zbioréw danych). Do miRNA ulegajgcych nadekspresji w tych zbiorach
danych (potencjalne onkogeny w T-ALL) nalezg: hsa-miR-20b-5p; hsa-miR-153-3p; hsa-miR-
625-5p; hsa-miR-466, hsa-miR-374b-3p; hsa-miR-3913-5p; hsa-miR-181d-5p. Wsrdd kilkunastu
miRNA ulegajacych obnizonej ekspresji w T-ALL (potencjalne genu supresorowe) zwroéciliSmy
szczegdblnie uwage na hsa-miR-3909 i hsa-miR-1275, ktérych profil ekspresji byt zbiezny
we wszystkich trzech zbiorach danych. W ten sposdb wskazalismy na miRNA potencjalnie
istotne dla patogenezy T-ALL.

Celem wytypowania miRNA do dalszych badan funkcjonalnych, opierajgc sie na naszych
wynikach miRNA-seq, przeprowadzilismy kompleksowg analize in silico, wykorzystujac
8 algorytmow do predykcji genow docelowych dla 61 miRNA ulegajacych réznicowej ekspresji
w T-ALL wzgledem kontroli. Sposrod 7609 zidentyfikowanych mRNA docelowych, zawezilismy
analize do 225 mRNA, jednakowo przewidzianych przez 5/8 zastosowanych algorytmow, jako
sekwencje regulowane przez miRNA. Dla tych mRNA wykonaliSmy analize nadreprezentacji
w procesach biologicznych, w oparciu o bazy Gene Ontology (GO) i Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG). Analiza nadreprezentacji wskazata szereg proceséw potencjalnie
istotnych dla patogenezy T-ALL, w ktére zaangazowane s3 mRNA regulowane przez badane
przez nas MiRNA; m.in.: transdukcja sygnatow zalezna od fosforylacji, $Sciezka sygnatowa
interleukiny 6, negatywna regulacja Sciezki mTOR, pozytywna regulacja apoptozy, regulacja
wzrostu komorek i regulacja fosforylacji. W pracy szczegétowo przedyskutowano potencjalne
zaangazowanie badanych miRNA i ich gendw docelowych, w kontekscie najwazniejszych
proceséw wynikajgcych z analizy nadreprezentacji. W tym miejscu warto zwrdcié¢ uwage na dwa
z tych procesow: negatywna regulacja $ciezki mTOR oraz pozytywna regulacja apoptozy.
Wszystkie miRNA (hsa-miR-130a-3p; hsa-miR-363-3p; hsa-miR-18b-5p; hsa-miR-130b-3p),
ktérych docelowe mRNA wytypowane w naszej analizie ulegajg nadreprezentacji w procesie
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negatywne] regulacji sciezki mTOR (FNIP1, HIF1A, PRKAA1, SESN3, SH3BP4, TSC1), ulegajg
nadekspresji w badanych probkach T-ALL. Nadekspresja tych miRNA, a w konsekwencji
obnizona ekspresja ich docelowych mRNA, zaangazowanych w negatywng regulacje sciezki
mTOR, moze przyczyniac sie do nadmiernej aktywnosci tej sciezki, istotnej miedzy innymi dla
wzrostu, proliferacji i przezycia komorek [14]. Nasze wyniki wskazujg takze na potencjalne cele
terapeutyczne w T-ALL, np. inhibicja sSciezki mTOR przez inhibitory takie jak sirolimus
i everolimus, a potencjalnie takze inhibicja miRNA ulegajgcych nadekspresji i prowadzgcych do
aktywacji tej sciezki.

Drugim procesem, ktéry zwrdcit naszg szczegdlng uwage jest pozytywna regulacja apoptozy.
Skupiliémy sie na miRNA potencjalnie regulujgcych apoptoze i ulegajgcych nadekspresji w T-ALL.
Woyciszenie ekspresji ich docelowych mRNA, dla ktérych wykazaliSmy w analizie nadreprezentac;i
potencjalny udziat w pozytywnej regulacji apoptozy, moze skutkowac obnizeniem zdolnosci
komorek do apoptozy. Co wazne, trzy sposrod tych miRNA, hsa-miR-363-3p, hsa-miR-20b-5p
i hsa-miR-18b-5p, nalezg do wspdlnego klastra miRNA, hsa-mir-106a-363, bedgcego paralogiem
prototypicznego onkogennego klastra hsa-mir-17-92, ktorego znaczenie wykazano w wielu
nowotworach [15]. Poniewaz rola klastra hsa-mir-106a-363 w T-ALL nie jest, jak dotad, dobrze
poznana wybraliémy te miRNA do testéw funkcjonalnych. Potwierdzilismy in vitro bezpos$rednie
oddziatywanie tych miRNA z kilkunastoma docelowymi mRNA biorgcymi potencjalnie udziat
w regulacji apoptozy. W pracy ujelismy wyniki testow lucyferazowych dla czterech oddziatywan
MiRNA z 3’'UTR mRNA: hsa-miR-363-3p z LATS2 i z PTEN; hsa-miR-20b-5p z SOSI1 i PTEN.
Oddziatywania te nie byty dotgd potwierdzone eksperymentalnie i/lub nie byty analizowane
w kontekscie znaczenia w patogenezie T-ALL.

Ponadto, w pracy prezentujemy wyniki dotyczgce profilu ekspresji miRNA, ktory rdznicuje
poszczegdlne podtypy immunofenotypowe T-ALL. W analizie ujeliSmy jako kontrole réwniez
tymocyty (prekursory limfocytow T). Wykazalismy, ze prébki T-ALL nalezgce do podtypu EGIL Il
(immature) wykazujg zblizony profil ekspresji miRNA do wczesnych prekursoréw komorek
T (tymocytow CD34+), podczas gdy probki z podtypu EGIL Il (cortical) i EGIL IV (mature) grupuja
sie w analizie nienadzorowanej z bardziej dojrzatymi tymocytami (CD4+CD8+CD3+). Jest
to pierwsze doniesienie w literaturze przedstawiajgce charakterystyke podtypdow
immunofenotypowych T-ALL na poziomie transkryptomu miRNA.

Praca stanowi kompleksowg analize transkryptomu miRNA w T-ALL, a poprzez predykcje
docelowych mRNA i ich udziatu w procesach biologicznych, wskazuje nowe interakcje miRNA-
MRNA, dotad nieopisane w kontekscie potencjalnego znaczenia dla patogenezy T-ALL. Surowe
dane z miRNA-seq zostaty zdeponowane w bazie ArrayExpress (E-MTAB-7446). Publikacja
zawiera tez obszerne materiaty uzupetniajace, m.in. tabele zawierajacg wyniki predykcji gendw
docelowych dla réznicujgcych miRNA i analizy nadreprezentacji w procesach GO i KEGG. Wyniki
zaprezentowane w pracy stanowig obszerne zrédto wiedzy na temat ekspresji miRNA w T-ALL
i punkt wyjscia do analiz funkcjonalnych. Obecnie prowadzimy testy funkcjonalne, oceniajgce
apoptoze, cykl komodrkowy i proliferacje komodrek linii T-ALL po inhibicji i mimikrze miRNA
z klastra hsa-mir-106a-363. Wyniki te bedg jednak przedmiotem przysztych publikacji.
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Drobna M, Szarzyriska-Zawadzka B, Daca-Roszak P, Kosmalska M, Jaksik R, Witt M, Dawidowska
M*, Identification of Endogenous Control miRNAs for RT-gPCR in T-Cell Acute Lymphoblastic
Leukemia. Int J Mol Sci. 2018 Sep 20;19(10). pii: E2858. doi: 10.3390/ijms19102858.

Zagadnienia ekspresji miRNA w TALL dotyczy kolejna praca wigczona do cyklu. Praca
powstata w odpowiedzi na brak danych literaturowych, dotyczgcych miRNA ulegajgcych stabilnej
ekspresji w komorkach linii T, ktére mogtyby stanowi¢ optymalne endogenne kontrole do analizy
ekspresji miRNA metodg RT-qPCR (odwrotnej transkrypcji i reakcji tancuchowej polimerazy
W czasie rzeczywistym). Z problemem tym zetkneliSmy sie przystepujgc do walidacji wynikow
uzyskanych w miRNA-seq. Ze wzgledu na rdznice w dtugosci czgsteczek RNA, wptywajgce
na roznice w wydajnosci izolacji RNA, odwrotnej transkrypcji i amplifikacji, nie jest wtasciwe, aby
do normalizacji ekspresji miRNA stosowac inne rodzaje RNA (mRNA, czy nawet mate jgdrowe
RNA i mate jgderkowe RNA) [16]. Wtasciwym podejsciem jest stosowanie endogennych miRNA,
ulegajacych stabilnej i wzglednie wysokiej ekspresji w badanym materiale. Brak jednak byto
w literaturze danych naten temat dla T-ALL. Przystepujgc do identyfikacji takich miRNA dla celéw
walidacji naszych wynikéw z miRNA-seq, zdecydowatam o rozszerzeniu zakresu analizy, tak, aby
wyniki prezentowane w tej pracy byty przydatne dla badaczy zajmujgcych sie ekspresjg miRNA
w réznych komorkach z linii T. Do analizy wtgczyliSmy zatem rdzne rodzaje materiatu, tj. RNA
izolowany z: prawidtowych dojrzatych limfocytéw T ze szpiku, z tymocytéw (CD34+
i CD4+CD8+CD3+), z probek pacjentéw z T-ALL oraz z 6 linii T-ALL hodowanych w rdznych
warunkach (z antybiotykiem i bez antybiotyku, z wczesnego i pdznego pasazu, z trzech
niezaleznych hodowli dla danej linii). W tym szerokim panelu badanego materiatu
przeprowadzilismy RT-gPCR i ocenilismy ekspresje 10 miRNA, wytypowanych wstepnie
w oparciu o analize stabilnosci ekspresji w naszych danych z miRNA-seq. Stabilnos¢ 10
kandydujgcych kontrolnych miRNA ocenilismy kompleksowo z uzyciem 4 algorytmdw do analizy
stabilnosci ekspresji (NormFinder, geNorm, BestKeeper oraz metodg poréwnania Delta Cr).
W ten sposob wytypowalismy 3 miRNA (hsa-miR-16-5p, hsa-miR-25-3p oraz hsa-let-7a-5p),
ktérych przydatnosc jako endogennych kontrolnych miRNA wykazalismy w RT-qPCR, uzywajac
ich do normalizacji ekspresji kilku miRNA ulegajgcych nadekekspresji w T-ALL (pozytywna
walidacja wynikow miRNA-seq). Warto podkresli¢, ze w przypadku hsa-let-7a-5p wykazalismy
(w analizie miRNA-seq) wystepowanie tego miRNA, w probkach T-ALL i w prawidtowych
dojrzatych limfocytach T, wytgcznie w formie kanonicznej. Brak ekspresji izoform w T-ALL
i w prawidtowym szpiku oraz wysoka stabilnosc ekspresji w réznych komarkach z linii T, sprawiaja
ze hsa-let-7a-5p jest szczegdlnie dobrym kandydatem jako endogenna kontrola.

Dodatkowa wartoscig pracy jest zastosowany przez nas algorytm, bazujgcy na NormFinder,
stuzacy iteracyjnej analizie stabilnosci ekspresji miRNA w danych z miRNA-seq, i ustaleniu
optymalnej liczby miRNA jako endogennych kontroli. Pokazalismy, ze zastosowanie kombinacji
3 stabilnych miRNA pozwala uzyska¢ odpowiedni wskaznik stabilnosci (stability score),
a zwiekszanie liczby miRNA powyzej 3 przektada sie na niewielki wzrost wskaznika stabilnosci.
Algorytm do iteracyjnej analizy stabilnosci miRNA (IterativeStability v1.0.R). zostat napisany
w jezyku programowania R, a plik zawierajgcy kod tego algorytmu zostat udostepniony
w materiatach uzupetniajgcych do tej publikacji.

Zidentyfikowany przez nas panel 3 miRNA (hsa-miR-16-5p, hsa-miR-25-3p oraz
hsa-let-7a-5p) moze stuzy¢ jako pierwszy wybdr kandydujgcych kontrolnych miRNA do badan
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ekspresji w RT-gPCR, w réznym materiale pochodzgcym z linii limfocytow T. Jednoczes$nie
w pracy podkreslamy, ze stabilnos¢ kandydujgcych kontrolnych miRNA powinna zostaé
potwierdzona eksperymentalnie w danym ukfadzie badawczym. Zaproponowana w pracy
strategia identyfikacji takich stabilnych miRNA, w tym autorski algorytm do analizy stabilnosci
ekspresji miRNA, sg uniwersalne i mogg zosta¢ wykorzystane rowniez w innych uktadach
badawczych, wykraczajgcych poza komorki limfoidalne.

Nalezy podkresli¢, ze wybor optymalnych kontroli do analizy ekspresji miRNA w RT-gPCR jest
szczegolnie istotny w badaniach translacyjnych, ktérych celem jest identyfikacja, walidacja
i implementacja miRNA jako markerdw diagnostycznych i prognostycznych. Stad wyniki
prezentowane w tej pracy majg rowniez znaczenie dla przeniesienia badan ekspresji miRNA
na poziom badan aplikacyjnych.

Drobna M, Szarzynska-Zawadzka B, Dawidowska M*. T-cell acute lymphoblastic leukemia from
miRNA perspective: Basic concepts, experimental approaches, and potential biomarkers.
Blood Rev. 2018 Nov;32(6):457-472. doi: 10.1016/}.blre.2018.04.003.

Do cyklu wtaczona zostata takze praca przeglgdowa, stanowigca obszerne omdwienie
zagadnien dotyczgcych miRNA w biataczce T-ALL. W pracy tej dokonujemy przegladu aktualnej
wiedzy na temat roli miRNA w regulacji ekspresji gendéw jako mechanizmu patogenezy chordb
nowotworowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem T-ALL. Omawiamy kluczowe zagadnienia,
takie jak: onkogenna i supresorowa rola miRNA, zaangazowanie miRNA w wielopoziomowe
i ztozone sieci zaleznosci regulatorowych, w tym petle regulatorowe (typu feed-forward
i feed-back), istnienie tzw. efektu netto dziatania miRNA (net effect) oznaczajacego, ze wptyw
miRNA na fenotyp komodrek wynika z kooperatywnego dziatania wielu miRNA i ich docelowych
MmRNA. Podkreslamy takze potrzebe zastosowania wielu uzupetniajgcych sie metod
analitycznych i eksperymentalnych w badaniach roli miRNA w patogenezie chordb
nowotworowych i przedstawiamy przeglad takich metod na przyktadzie badan w T-ALL. Wreszcie
koncentrujemy sie na T-ALL i prezentujemy aktualny stan wiedzy na temat onkogennych
i supresorowych miRNA w tej biataczce oraz ich potencjalnego wykorzystania miRNA jako
markerdw prognostycznych i markeréw odpowiedzi na leczenie. Dyskutujemy takze zagadnienie
potencjalnego wykorzystania miRNA do poprawy klasyfikacji biataczek. Praca stanowi swego
rodzaju obszerne merytoryczne uzupetnienie dwdch wczesniej opisanych prac wtgczonych do
cykl habilitacyjnego. Pierwszg autorka tej i poprzedniej pracy jest doktorantka, nad ktérg
sprawuje opieke naukowa; moja kandydatura na promotora pomocniczego bedzie przedmiotem
gtosowania podczas otwarcia przewodu doktorskiego (planowana data: 5 marca 2019). W obu
pracach petnie role autora senioralnego.
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Kraszewska MD, Dawidowska M, Kosmalska M, Sedek L, Grzeszczak W, Kowalczyk JR, Szczepanski
T, Witt M; Polish Pediatric Leukemia Lymphoma Study Group (PPLLSG). BCL11B, FLT3, NOTCH1
and FBXW7 mutation status in T-cell acute lymphoblastic leukemia patients. Blood Cells Mol
Dis. 2013 Jan;50(1):33-8. doi: 10.1016/j.bcmd.2012.09.001. Epub 2012 Oct 3.

Szarzynska-Zawadzka B, Kunz JB, Sedek t, Kosmalska M, Zdon K, Biecek P, Bandapalli OR,
Kraszewska-Hamilton M, Jaksik R, Drobna M, Kowalczyk JR, Szczepanski T, Van Vlierberghe P,
Kulozik AE, Witt M, Dawidowska M*. PTEN abnormalities predict poor outcome in children with T-
cell acute lymphoblastic leukemia treated according to ALL IC-BFM protocols. Am J Hematol. 2019
Jan 7. doi: 10.1002/ajh.25396.

Dwie kolejne prace wtgczone do cyklu habilitacyjnego dotyczg zagadnienia identyfikacji
zmian genetycznych o potencjalnym znaczeniu prognostycznym w T-ALL. Praca opublikowana
w roku 2019 stanowi kontynuacje badan opublikowanych w roku 2013. Pierwszymi autorkami
obu prac sg doktorantki, nad ktérymi sprawowatam/sprawuje opieke naukowg. W przypadku
przewodu doktorskiego mgr B. Szarzynskiej-Zawadzkiej petnie role promotora pomocniczego,
a w publikacji wtgczonej do cyklu habilitacyjnego, ktorej jest pierwszg autorka, petnie role autora
senioralnego.

Jak wspominam we wprowadzeniu, w przypadku T-ALL zadne z analizowanych dotad
czynnikow genetycznych nie zostaty powszechnie wprowadzone do praktyki klinicznej jako
czynniki prognostyczne. Wartos¢ prognostyczna niektérych z nich (np. aberracje gendw
NOTCH1, FBXW?7, PTEN, RAS) jest przedmiotem intensywnej dyskusji w literaturze tematu.
Niepewna wartos¢ prognostyczna wymienionych czynnikow genetycznych, wynika najpewniej
ze zmiennego znaczenia tych aberracji w kontekscie réznych protokotow terapeutycznych,
stosowanych w przypadku badanych dotad grup pacjentéw w rdznych krajach Europy
(np. mutacje genu NOTCH1 wigzaty sie z korzystng prognoza w przypadku dzieci leczonych wg.
protokotu ALL-BFM-2000 i ALL 97, ale obserwacji tej nie potwierdzono w przypadku protokotéw
DCOG, COALL i EORTC-CLG). Dodatkowo, niska czestos¢ T-ALL i wysoka heterogennos¢ tej
biataczki, utrudnia prowadzenie takich badan.

W projekcie, ktérego efektem realizacji jest praca Kraszewska, Dawidowska et al., Blood Cells
Mol Dis. 2013 podjeliSmy sie oceny czestosci wystepowania mutacji kilkunastu gendw
kandydujgcych, wytypowanych w oparciu o dane literaturowe. Projekt nosit tytut:
»Wieloparametryczna analiza genetyczna, immunologiczna i molekularna ostrej biataczki
limfoblastycznej z komorek prekursorowych limfocytow T (T-ALL) - identyfikacja czynnikow
prognostycznych i poprawa monitorowania efektéow leczenia”, w tym wieloosrodkowym
projekcie bytam gtownym wykonawcg w osrodku poznanskim. W pracy witgczonej do cyklu
skupiliSmy sie na przedstawieniu statusu mutacji czterech z tych gendw, dwoch (NOTCHI i
FBXW7) o uznanej roli w patogenezie T-ALL, cho¢ niepewnej wartosci prognostycznej, oraz
dwoch (BCL11Bi FLT3), ktérych status mutacjii rola w T-ALL byty w tamtym czasie mato poznane.
Postawiliémy sobie réwniez za cel ocene potencjatu prognostycznego mutacji NOTCH1 i FBXW?7.

O znaczeniu $ciezki NOTCH1 dla rozwoju prekursordow limfocytéw T oraz o roli genu FBXW?7
w mechanizmie negatywnej regulacji tej Sciezki, wspominam we wprowadzeniu. Wysoka
czestos¢ mutacji w badanych genach oraz kooperacyjny charakter tych aberracji w patogenezie
T-ALL, sktonity nas do podjecia oceny ich wartosci prognostycznej w protokole ALL-IC BFM 2002,
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co do tej pory nie byto przedmiotem zadnej publikacji. Gen FLT3 (fms-related tyrosine kinase 3)
koduje kinaze tyrozynowg zaangazowang w transdukcje sygnatéw, niezbedng dla prawidtowej
hematopoezy. Aktywujgce mutacje genu FLT3, prowadzgce do konstytutywnej aktywnosci tej
kinazy, sg czeste w ostrej biataczce szpikowej i majg w tej biataczce wartos$é prognostyczng.
W przypadku T-ALL, w tamtym czasie, istniaty pojedyncze doniesienia na temat statusu mutacji
FLT3. Ponadto postulowano, ze kinaza FLT3 moze stanowi¢ potencjalny cel terapeutyczny
w T-ALL (inhibitory kinaz tyrozynowych). Gen BCL11B koduje czynnik transkrypcyjny istotny dla
rdznicowania tymocytdw na wczesnych etapach dojrzewania. Obecnie, czesto$¢ mutacji tego
genu w T-ALL okresla sie na ~10%, mutacje majg charakter inaktywujacy, a gen uwaza sie za gen
supresji transformacji nowotworowej, cho¢ geny i sciezki podlegajgce kontroli BCL11B nie
sg doktadnie poznane. W momencie podjecia realizacji projektu, czesto$¢ i charakter mutacji
tego genu w T-ALL nie byty znane, a w chwili publikacji omawianej pracy istniaty zaledwie dwa
doniesienia literaturowe na ten temat.

Grupa badana obejmowata 65 pacjentéw z dzieciecg T-ALL, leczonych wg. protokotu
ALL-IC BFM 2002. Analize mutacji wykonalismy metodg amplifikacji fragmentéw badanych
gendw (kodujgcych kluczowe domeny biatek) i sekwencjonowaniem Sangera (eksony 9i 10 genu
FBXW?7, eksony 26, 27, 28 i 34 genu NOTCH1, wszystkie cztery eksony genu BCL11B). Eksony 11
i 12 genu FLT3 byty amplifikowane metodg PCR, a nastepnie metodg elektroforezy oceniano
wystepowanie aberracji w postaci wewnetrznej tandemowej duplikacji (FLT3-ITD). Czestosci
mutacji genodw w badanej grupie wynosity: 40% dla genu NOTCH1, 8% dla genu FBXW?7, 3% dla
genu FLT3 i 2% w przypadku BCLIIB. W pracy przedstawiamy doktadng charakterystyke
wszystkich zidentyfikowanych zmian. Zidentyfikowalismy 9 nowych, dotad nie opisanych
mutacji: 8 w genie NOTCH1 i 1 w genie BCL11B, a ich sekwencje zostaty zdeponowane
w GenBank. Obserwowane przez nas czesto$ci mutacji pozostawaty w zgodzie z dwczesnie
raportowanymi czestosciami, za wyjatkiem genu BCL11B, dla ktérego wykazalismy nizszg
czestos¢ mutacji (analiza mutacji tego genu, z racji ograniczonej ilosci materiatu do badan zostata
wykonana w mniejszej grupie 49 pacjentow). Podjelismy tez probe oceny potencjatu
prognostycznego analizowanych zmian w genie NOTCH1 i FBXW7 w kontekscie protokotu
terapeutycznego ALL-IC BFM 2002. Mielismy jednak $wiadomos¢, ze czas obserwacji pacjentéw
jest stosunkowo krotki (~2 lata dla wiekszosci pacjentdw), a grupa badana, cho¢ dos¢ liczna,
jak na niskg czestos¢ wystepowania T-ALL, jednak stosunkowo niewielka dla potrzeb oceny
wartosci prognostycznej mutacji. Nie wykazaliSmy asocjacji mutacji z ocenianymi czynnikami
klinicznymi i molekularnymi identyfikowanymi przy rozpoznaniu choroby (wiek, poziom biatych
krwinek, zajecie centralnego uktadu nerwowego, obecnos¢ tzw. fenotypu CIMP (CpG Island
Methylator Phenotype), ani z czynnikami ocenianymi w trakcie leczenia (status minimalnej
choroby resztkowej moglismy oceni¢ jedynie w przypadku 11 pacjentow ze wzgledu na limitujgca
ilos¢ DNA dostepnego do badan).

Kontynuacje i rozszerzenie tych badan stanowig wyniki opublikowane w pracy Szarzyriska-
Zawadzka et al. Am J Hematol. 2019. W tej pracy skupiamy sie na wartosci prognostycznej
aberracji genetycznych dotyczacych genu PTEN, kodujgcego biatko bedgce negatywnym
regulatorem Sciezki PI3/AKT, ktéra ulega nadmiernej aktywacji w wielu typach nowotwordw.
Jak dotad wartos¢ prognostyczna PTEN w dzieciecej T-ALL oceniana byta przez kilka grup
badawczych i dotyczyta pacjentéw z leczonych wg. protokotow terapeutycznych AIEQOP,
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FRALLE2000T, COG, ALL-BFM 2000, GBTLI ALL-99, DCOG, COALL i protokotéw Dana-Farber
Cancer Institute. Prezentowane przez nas wyniki po raz pierwszy donoszg o wartosci
prognostycznej aberracji genu PTEN w kontekscie protokotu terapeutycznego ALL IC-BFM 2002
i ALL IC-BFM 2009. Warto podkredli¢, ze praca stanowi podsumowanie wiekszego projektu
(wyniki dotyczgce aberracji genetycznych fgcznie 24 gendw zostaty opublikowane w obszernych
materiatach uzupetniajgcych do tej publikacji).

Grupe badang stanowito 162 dzieci z T-ALL; mediana czasu obserwacji wynosita 4.1 roku
(5.5 w przypadku protokotu ALL IC-BFM 2002; 2.6 roku dla ALL IC-BFM 2009). W pracy
zastosowalismy kilka metod do identyfikacji mutacji: (i) PCR i sekwencjonowanie Sangera
do analizy mutacji w genach NOTCH1 (eksony 26, 27, 34), FBXW?7 (eksony 9 i 10), PTEN (ekson
7), WT1 (eksony 7 i 9), IL7R (ekson 6), STAT5B (ekson 16); (ii) metode PCR i elektroforeze dla
identyfikacji FLT3-ITD (eksony 11-12); (iii) analize topnienia wysokiej rozdzielczosci
(high resolution melt analysis, HRM) potgczong z sekwencjonowaniem Sangera dla identyfikacji
mutacji w genach RUNXI (eksony 1, 2, 3, 6), PTEN (eksony 5 i 6) oraz DNMT3A (eksony 8-23).
Ponadto, procz mutacji analizowalismy zmiany liczby kopii gendw (copy number alterations,
CNA). Do tego celu zastosowalismy metode MLPA (multiplex ligation-dependent probe
amplification) dla wykrycia fuzji gendéw SIL-TAL1 i NUP214-ABL1 oraz oceny CNA gendéw LEF1,
CASP8AP2, MYB, EZH2, CDKN2A/B, MLLT3, LMO1, LMO2, NF1, SUZ12, PTPN2, PHF6 oraz genu
PTEN. Dodatkowo, dla walidacji wynikow MLPA, przeprowadzilismy sekwencjonowanie
catogenomowe z niskg gtebokoscig pokrycia, 0.4x (shallow whole genome sequencing, sSWGS).

Aberracje dotyczgce genu PTEN (PTEN.ABN, tj. mutacje lub delecje) obserwowalismy u 20%
pacjentow, mutacje PTEN u 9% pacjentow, a delecje PTEN u 16% pacjentoéw. W przypadku 8%
pacjentow identyfikowalismy bialleliczng inaktywacje genu PTEN (wspétwystepowanie mutacji
i delecji). Inaktywacja PTEN wskutek wytgcznie mutacji (PTEN.MUT) wystepowata u 4%
pacjentdw, a wyfacznie wskutek delecji (PTEN.DEL) u 11% pacjentow. Wykazalismy,
ze wystepowanie aberracji genu PTEN (PTEN.ABN) jest czynnikiem ztej prognozy u dzieci z T-ALL,
leczonych wg. protokotéw ALL IC-BFM: istotnie nizsze prawdopodobienstwo 5-letniego przezycia
wolnego od zdarzen (5y-EFS), 47% vs. 78%, u pacjentow bez aberracji PTEN oraz istotnie wyzsze
prawdopodobienstwo wystgpienia wznowy (pCIR, 38% vs. 16%). Analizowalismy takze,
czy warto$¢ prognostyczna jest zalezna od rodzaju aberracji genu PTEN. Wykazalismy, ze delecje
genu PTEN (PTEN.DEL) wigzg sie z istotnie krétszym 5y-EFS i istotnie wyzszym ryzykiem wznowy,
w poréwnaniu do braku aberracji (PTEN.WT). W przypadku mutacji genu (PTEN.MUT)
obserwowalismy analogiczne zaleznosci, jednak bez istotnosci statystycznej. Ocenilismy takze
wartos¢ prognostyczng badanych zmian, oddzielnie dla obu protokotéw terapeutycznych.
Aberracje genu (PTEN.ABN, PTEN.DEL i PTEN.MUT) byty czynnikami niekorzystnej prognozy
jedynie w przypadku protokotu ALL IC-BFM 2009, co potwierdza znaczenie schematu leczenia
dla wartosci prognostycznej badanych zmian. Co ciekawe, wystepowanie PTEN. ABN i PTEN.DEL
wigzato sie z krotszym czasem przezycia w przypadku obu protokotéw leczenia, a to, co stanowito
o wartosci prognostycznej obserwowanej wytgcznie w protokole ALL-IC-BFM 2009, to fakt,
ze pacjenci PTEN.WT osiagali lepsze wyniki leczenia w tym protokole niz w ALL-IC-BFM 2002.
W pracy oceniliSmy takze, czy obecnos$¢ aberracji genu PTEN wnosi dodatkowg wartosé
prognostyczng w stosunku do oceny minimalnej choroby resztkowej (MRD), stanowigcej obecnie
najbardziej wiarygodny czynnik prognostycznych w T-ALL. Wykazalismy, ze obecnos$¢ PTEN.ABN
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pozwala wyrozni¢ w obrebie grup ryzyka, identyfikowanych w oparciu o poziom MRD w 15 dobie,
podgrupy pacjentéw o istotnie roznym 5y-EFS. Obserwacja ta dotyczyta zarowno grupy ryzyka
wysokiego, jak i posredniego. Warto podkredli¢, ze najwiekszy odsetek wzndw T-ALL u dzieci
odnotowuje sie wtasnie w grupie posredniego ryzyka.

Wyniki prezentowanej pracy pozwalajg wnioskowac o wartosci prognostycznej aberracji
genu PTEN u pacjentow z T-ALL leczonych wg. protokotow ALL-IC BFM. Wtgczenie tych aberracji
do oceny grupy ryzyka, w tym korelacja z oznaczeniami MRD, moze stanowi¢ element
udoskonalenia obecnego systemu stratyfikacji terapii i przyczyni¢ sie do poprawy wynikow
leczenia T-ALL u dzieci. Ponadto, wyniki naszych badan wskazujg posrednio na zasadnos¢
badania inhibitoréow $ciezki PI3/AKT, jako nowych celéw terapeutycznych w T-ALL.
(Praca zostata opublikowana jako list do edytora, jednak ma charakter pracy oryginalnej,
prezentuje wyniki badan wtasnych i zawiera obszerne materiaty uzupetniajgce).

Ostatnie zagadnienie poruszone w cyklu prac przedstawianych jako szczegdlne osiggniecie
naukowe, dotyczy poszukiwania kandydujgcych czynnikdw prognostycznych, ktére mogtyby
wspomoc ocene odpowiedzi na leczenie BCP-ALL, opartg o analize minimalnej choroby
resztkowej (MRD).

Dawidowska M*, Kosmalska M, Sedek t, Szczepankiewicz A, Twardoch M, Sonsala A, Szarzynska-
Zawadzka B, Derwich K, Lejman M, Pawelec K, Obitko-Ptudowska A, Pawiriska-Wgqsikowska K,
Kwiecinska K, Koftan A, Dyla A, Grzeszczak W, Kowalczyk JR, Szczepaniski T, Zietkiewicz E, Witt M.
Association of germline genetic variants in RFC, IL15 and VDR genes with minimal residual disease
in pediatric B-cell precursor ALL. Sci Rep. 2016 Jul 18;6:29427. doi: 10.1038/srep29427.

Praca stanowi podsumowanie projektu , Polimorfizm genetyczny zwigzany z odpowiedzig
na leczenie ostrej biataczki limfoblastycznej u dzieci. Farmakogenetyka minimalnej choroby
resztkowej”, ktérego bytam kierownikiem i gtdwnym wykonawcg. Celem projektu byta
identyfikacja wariantéw polimorficznych gendw, potencjalnie zaangazowanych w odpowiedz
na leczenie ALL, wykazujgcych asocjacje z obecnoscig MRD. Poziom MRD, czyli poziom komorek
biataczkowych, ktére przetrwaty leczenie, to wcigz najbardziej wiarygodny czynnik
prognostyczny w ALL i podstawa klasyfikacji pacjentéw do grup ryzyka. Wyniki oznaczert MRD
0 wartosci prognostycznej uzyskuje sie dopiero w trakcie trwania leczenia (w 15 i 33 dobie oraz
w 12 tygodniu terapii). Celem badan byta identyfikacja polimorfizmdéw wykazujgcych asocjacje
z MRD, ktore mogtyby stanowi¢ nowe potencjalne markery prognostyczne w ALL, co wazne
mozliwe do wykrycia juz przy rozpoznaniu choroby, przy pomocy relatywnie tanich i prostych
metod genotypowania. W chwili publikacji wynikow badan, w literaturze istniaty zaledwie
3 prace dotyczace asocjacji polimorfizméow z MRD (nurt badan okreslany terminem
,farmakogenetyka MRD"”) [17].

W grupie 174 pacjentéw z dzieciecg BCP-ALL, leczonych wg. protokotéw terapeutycznych
ALL-IC-BFM 2002 i 2009, przeprowadzilismy genotypowanie 23 polimorficznych loci genowych.
Badane polimorfizmy zostaty wytypowane z danych literaturowych na podstawie ich zwigzku
z farmakokinetyka lub farmakodynamika lekow stosowanych w leczeniu ALL oraz na podstawie
ich asocjacji z obecnoscia MRD, w badaniu asocjacji w skali catego genomu (genome-wide
association study, GWAS) [5]. Oznaczenia MRD zostaty wykonane metodg cytometrii
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przyptywowej i/lub metodg RQ-PCR, u 159/174 pacjentdéw, w 15 i 33 dobie oraz w 12 tygodniu
leczenia.

Wsrdd polimorfizmow wytypowanych z podejscia genu kandydujgcego (dane literaturowe
i baza Pharmacogenomics Knowledgebase) znalazty sie: delecje genéw GSTMI1 i GSTTI,
polimorfizm genu GSTPI1 (rs1695), MTHFR (rs1801133), TYMS (rs3474033), RFC (rs1051266),
NR3C1 (rs6198, rs41423247), MDR1 (rs3789243, rs2235046, rs1045642) oraz VDR (rs2228570,
rs1544410). Pozostate polimorfizmy, wytypowane w oparciu o asocjacje z MRD, obejmowaty
CCR5 (rs333) i TPMT (rs1800460, rs1142345) oraz 6 polimorfizméw wytypowanych z analizy
GWAS: /L15 (rs10519613), NALCN (rs7992226), CCDC85C (rs11160533), oraz 3 polimorfizmy
w rejonie niekodujgcym (rs3862227, rs4888024, rs9871556). Do genotypowania polimorfizmow
zastosowalismy metody: HRM, PCR, PCR-RFLP (analiza dtugosci fragmentow restrykcyjnych) oraz
TagMan Genotyping Assays.

Zidentyfikowalismy 3 polimorfizmy wykazujgce asocjacje z wysokimi poziomami MRD:
rs1544410 (genu VDR) z MRD w dniu 15; rs1051266 (genu RFC), niezaleznie i w kombinacji
zrs10519613 (/L15) z MRD w dniu 33; rs1051266 takze z MRD w 12 tygodniu leczenia. Gen VDR
koduje receptor witaminy D, ktory po zwigzaniu aktywnej formy witaminy D, petni funkcje
czynnika transkrypcyjnego zaangazowanego w regulacje ekspresji wielu gendw posiadajgcych
specyficzne motywy sekwencji (vitamin D response elements, VDRE). W ten sposdb VDR
ma plejotropowe dziatanie regulatorowe w wielu procesach biologicznych, takich jak
homeostaza wapnia, modulacja odpowiedzi immunologicznej, roznicowanie komorek,
proliferacja i inne. Gen RFC (reduced folate carrier) koduje biatko btonowe odpowiedzialne
za transport foliandw, niezbednych dla syntezy i naprawy DNA oraz metylacji DNA. RFC bierze
rowniez udziat w aktywnym transporcie metotreksatu, leku z grupy antymetabolitéw,
powszechnie stosowanego w protokotach leczenia ALL, w tym w protokotach ALL-IC-BFM 2002
i 2009. Gen IL15 (interleukin 15) koduje cytokine biorgca udziat w aktywacji i regulacji aktywnosci
limfocytow T i komdrek NK. Choc¢ celem badan asocjacyjnych nie jest wyjasnienie biologicznego
mechanizmu obserwowanych asocjacji, nasze wyniki mogg wskazywaé, iz na dynamike
redukcji MRD  wptywaé moze zarowno polimorfizm gendéw  zaangazowanych
w farmakokinetyke/farmakodynamike lekéw (RFC i potencjalnie VDR), jak i polimorfizmy
potencjalnie istotne dla aktywnosci immunologicznej prawidtowych komérek NK i prawidtowych
limfocytow wzgledem resztkowych komorek biataczkowych (/L15 i potencjalnie VDR).

Dla poszczegdlnych polimorfizmow zidentyfikowalismy allele ryzyka asocjujgce z wysokimi
poziomami MRD w okreslonych punktach czasowych leczenia. Dodatkowo, wykazalismy istnienie
efektu addytywnego alleli ryzyka dla polimorfizméw genu /L15 i RFC w odniesieniu do MRD
w 33 dniu terapii. W przypadku pacjentéw z obecnoscig 2 alleli ryzyka istotnie czesciej
obserwowalismy wysoki poziom MRD w 33 dobie leczenia niz u pacjentéw z 1 allelem ryzyka
(OR = 3.94) oraz w poréwnaniu do pacjentéw bez alleli ryzyka w obu badanych loci (OR = 6.75).
Efekt addytywny pozostawat istotny statystycznie w analizie wieloczynnikowej (regresja
logistyczna) uwzgledniajgcej cechy kliniczne, dla ktérych wykazaliSmy asocjacje z MRD: obecnos¢
translokacji t(9;22)/BCR-ABL i/lub t(4;11)/MLL-AF4, odpowiedZ na wstepne leczenie sterydami,
morfologia szpiku w dniu 15, grupa ryzyka wg. klasyfikacji ALL-IC-BFM.
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Podsumowujgc, w prezentowanej pracy zidentyfikowalismy warianty polimorficzne gendw
i allele ryzyka, wykazujgce asocjacje z wysokimi poziomami MRD w okreslonych punktach
leczenia. Pokazalismy, ze cho¢ warto$é prognostyczna pojedynczych polimorfizméw jako
potencjalnych markeréw MRD jest ograniczona, moze ona zosta¢ wzmocniona przez
jednoczesng analize kilku polimorfizmdéw (efekt addytywny alleli ryzyka dla gendw RFC i IL15).
Wartos¢ prognostyczna polimorfizmdédw moze tez zosta¢ wzmocniona poprzez uwzglednienie
w wieloczynnikowym modelu oceny ryzyka MRD, odpowiednich danych klinicznych, ktorych
asocjacje z MRD rowniez wykazaliSmy w badanej grupie. Wyniki pracy wpisujg sie w nurt
poszukiwania czynnikdéw prognostycznych, ktore mogtyby uzupetni¢ obecny system klasyfikacji
do grup ryzyka, oparty o ocene MRD i w efekcie przyczyni¢ sie do personalizacji leczenia ALL.

Omowienie pozostatych kierunkow badan

Charakterystyka obrazu genetycznego T-ALL: implikacje translacyjne
(prace nie ujete w cyklu)

W ramach opisanych wczes$niej badan dotyczgcych oceny wartosci prognostycznej mutacji
i zmian liczby kopii 24 loci genowych, zwrociliSmy szczegdlng uwage na gen DNMT3A. Gen ten
koduje metylotransferaze DNA, katalizujgcg odwracalne przytgczanie grup metylowych
do cytozyn w dinukleotydach CpG. Prawidtowa aktywnos¢ DNMT3A jest niezbedna dla
zapewnienia profilu metylacji wysp CpG, warunkujgcego rdznicowanie komodrek
hematopoetycznych w kierunku dojrzatych limfocytéw. W naszych wczesniejszych badaniach
pokazaliémy, ze profil metylacji w komodrkach T-ALL jest zmieniony w pordwnaniu
do prawidtowych tymocytdéw, co wskazuje na role w patogenezie tej biataczki aberracji gendow
odpowiedzialnych za modyfikacje epigenetyczne. Inaktywujgce mutacje genu DNMT3A
obserwowane sg w roznych nowotworach, m.in. w T-ALL u dorostych oraz w ostrej biataczce
szpikowej (AML, w ktdrej majg wartosc prognostyczng) [18]. W chwili rozpoczecia projektu, dane
na temat czestosci i roli prognostycznej mutacji genu DNMT3A w dzieciecej T-ALL byty znikome.
Wszystkie te przestanki sktonity nas do wtgczenia DNMT3A do panelu 24 badanych gendw.

Mutacje DNMT3A analizowalismy w grupie 74 pacjentéw z dzieciecg T-ALL, wykorzystujgc
metode HRM i sekwencjonowanie Sangera. Opracowana przez nas metodyka (w tym
zaprojektowane zestawy staterow do HRM i do sekwencjonowania) umozliwia analize eksonow
8-23 i obejmuje wszystkich kluczowe domeny biatka, w tym hot spot (R882) w domenie
katalitycznej biatka. Wykazalismy niskg czestos$¢ wystepowania mutacji DNMT3A w dzieciecej
T-ALL (zaledwie 1,4%; 1/74). Wykryta przez nas mutacja, substytucja pojedynczego nukleotydu
c.1930G>A (p.Alab44Thr), ktorej somatyczny charakter potwierdzilismy analizujgc prébke
pacjenta w remisji, nie byta dotgd obserwowana w dzieciecej T-ALL, byfa natomiast opisana
w T-ALL u dorostych i w AML. Niska czestos¢ mutacji DNMT3A w dzieciecej T-ALL w naszych
badaniach, pozostaje w zgodzie z wynikami prac opublikowanych juz po rozpoczeciu tego
projektu, w tym badan z uzyciem NGS. Wnioskujemy zatem, ze ze wzgledu na niskg czestosc,
mutacje genu DNMT3A nie stanowig w dzieciecej T-ALL dobrych kandydatow na czynniki
prognostyczne. Jednak opracowana przez nas strategia identyfikacji mutacji DNMT3A, oparta
o HRM i sekwencjonowanie Sangera, pozwala na kompleksowg analize sekwencji kodujgcej tego
genu, stanowigc atrakcyjng finansowo alternatywe dla poszukiwania mutacji DNMT3A metodg
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NGS. Opisana w pracy metodyka moze znalez¢é praktyczne zastosowanie do identyfikacji mutacji
DNMT3A w innych nowotworach hematologicznych (np. AML), w ktérych mutacje te sg czeste
i majg wartosc prognostyczng.

Wyniki opublikowalismy w pracy:

Szarzynska-Zawadzka B, Kosmalska M., Sedek t., Sonsala A., Twardoch M., Kowalczyk J.R.,
Szczepariski T., Witt M., Dawidowska M*. Cost-effective screening of DNMT3A coding sequence
identifies somatic mutation in pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia. Eur J Haematol. 2017
Dec;99(6):514-519. doi: 10.1111/ejh.12964. Epub 2017 Oct 5.

W tym nurcie badan opublikowalismy réwniez prace stanowigcg opis przypadku dzieciecej
T-ALL z obecnoscig rzadkiej translokacji t(8;14)(q24;911), powodujgcej rearanzacje z udziatem
onkogenu MYC [19]. Translokacja ta jest typowa dla chtoniaka Burkitta, natomiast w T-ALL jej
czestos¢ okresla sie na ~1% i postuluje sie jej zwigzek z bardzo niekorzystng prognoza, choc jak
dotad translokacja ta nie zostata ujeta jako czynnik prognostyczny w protokotach leczenia ALL.
W prezentowanej pracy zidentyfikowalismy zmiany wspdtwystepujace z t(8;14)(g24;911),
przesledzilismy ewolucje tych zmian od diagnozy, przez remisje do wznowy, okreslajgc w ten
sposéb niekorzystny prognostycznie profil genetyczny w T-ALL.

W analizowanym przypadku t(8;14)(q24;911) zostata zidentyfikowana przy rozpoznaniu
biataczki (klasyczna analiza kariotypu) i okreslona jako zmiana subklonalna, obecna w 5%
analizowanych jader komérkowych (FISH z uzyciem sond typu break-apart dla genu MYC).
Stosujgc metode HRM, sekwencjonowanie Sangera i MLPA do analizy mutacji w opisanym
wczesniej panelu 24 loci genowych, zidentyfikowalismy zmiany wspotwystepujgce przy
rozpoznaniu z t(8;14)(q24;911): fuzja gendéw STIL/TAL1, monoalleliczna delecja genu PTEN
i bialleliczna delecja w locus CDKN2A/B. We wznowie wykrylismy te same aberracje dotyczgce
STIL/TAL1 i CDKN2A/B, natomiast w przypadku genu PTEN zaobserwowalismy ewolucje klonalng
(dodatkowa mutacja, powodujgca zmiane ramki odczytu). W oparciu o analize kariotypu i analize
FISH wykonane przy rozpoznaniu, po uzyskaniu remisji oraz we wznowie stwierdzilismy,
ze wznowa nastgpita z klonu komodrek biataczkowych obarczonego translokacjg t(8;14)(q24;q11).
Translokacja subklonalna przy rozpoznaniu (5%), obserwowana byta w 26% komorek
po uzyskaniu remisji i we wszystkich analizowanych komérkach (100%) we wznowie. Swiadczy
to o przewadze selekcyjnej blastéw T-ALL z obecnoscig tej translokacji i w konsekwencji
agresywnym przebiegu biataczki (wznowa miata charakter wznowy wczesnej, nastgpita przed
zakonczeniem leczenia). Pacjent zmart w wyniku ostrych powiktan leczenia wznowy.

Ponadto, w pracy przeanalizowalismy 28 przypadkow T-ALL z obecnoscia t(8;14)(g24;q11),
w tym 26 przypadkow dzieciecej T-ALL, opisanych dotad w literaturze. U wiekszosci pacjentow
z t3 translokacjg wystgpita wczesna wznowa, czworo pacjentéw zmarto z powodu progres;i
choroby lub powiktan leczenia, jednak u os$miorga pacjentow obserwowano dtugotrwata
(>5-letnig) remisje. A zatem wartos$¢ prognostyczna t(8;14)(g24;q11) pozostaje niepewna.
Zwracamy uwage, iz wartos$¢ prognostyczna zmian genetycznych powinna by¢ rozpatrywana w
kontekscie wspdtwystepujgcych aberracji. Wartos$é prognostyczng posiada najpewniej profil
wspotwystepujgcych i kooperujgcych nieprawidtowosci genetycznych, a nie pojedyncza
translokacja. Opisywany przez nas przypadek moze stanowi¢ tego przyktad. Zwigzek
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t(8;14)(g24;911) z niepowodzeniem leczenia moze wynika¢ z onkogennej aktywacji genu MYC,
wskutek translokacji oraz dodatkowo na skutek utraty funkcji genu PTEN, bedgcego negatywnym
regulatorem S$ciezki PI3/AKT/mTOR, ktorej elementem efektorowym jest MYC, co prowadzi
do nadmiernej proliferacji komorek T-ALL. Dodatkowo, utrata funkcji genu CDKN2A kodujgcego
biatko supresorowe p142"F i zaburzenie $ciezki ARF-Mdm2-p53, moze wzmacnia¢ przewage
selekcyjng tych komodrek poprzez zaburzenie regulacji apoptozy zaleznej od p53.

Wyniki prezentowanej pracy pogtebiajg wiedze na temat roli t(8;14)(g24;911)
w patogenezie i progresji T-ALL oraz zwracajg uwage na role profilu genetycznego zmian
wspotwystepujgcych z tg aberracjg, w kontekscie potencjalnego znaczenia prognostycznego.

Wyniki opublikowalismy w pracy:

Skalska-Sadowska J., Dawidowska M., Szarzyriska-Zawadzka B., Jarmuz-Szymczak M.,
Czerwinska-Rybak J., Machowska L. & Derwich K. Translocation t(8;14)(q24;q11) with concurrent
PTEN alterations and deletions of SIL/TAL1 and CDKN2A/B in a pediatric case of acute
T-lymphoblastic leukemia: A genetic profile associated with adverse prognosis. Pediatr Blood
Cancer. 2017 Apr;64(4). doi: 10.1002/pbc.26266. Epub 2016 Oct 19.

Charakterystyka obrazu epigenetycznego T-ALL

Cechg obrazu epigenetycznego biataczek jest globalna hypometylacja, przyczyniajacg sie
do niestabilnosci genomu, przy jednoczesnej hipermetylacji regiondw promotorowych genow,
co prowadzi do inaktywacji gendw supresji transformacji nowotworowej [20]. Dzi$ wiadomo
takze, ze hipermetylacja regiondw promotorowych gendw kodujgcych miRNA jest jednym
z mechanizmoéw obnizonej ekspresji miRNA, petnigcych funkcje supresorowych miRNA.
W nurcie badan dotyczacych epigenetyki T-ALL, podjelismy sie identyfikacji profilu metylacji
wysp CpG w rejonach promotorowych gendw istotnych dla patogenezy dzieciecej T-ALL. Praca
powstata w wyniku realizacji projektu ,Wieloparametryczna analiza genetyczna,
immunologiczna i molekularna ostrej biataczki limfoblastycznej z komdrek prekursorowych
limfocytow T (T-ALL) - identyfikacja czynnikow prognostycznych i poprawa monitorowania
efektow leczenia”. Celem pracy byta weryfikacja hipotezy o wystepowaniu w T-ALL tzw. fenotypu
CIMP (CpG Island Methylator Phenotype), pozwalajgcego na wyrdznienie grup pacjentéw
charakteryzujgcych sie odmiennym profilem klinicznym i molekularnym. Pojecie CIMP powstato
na gruncie badan nowotwordw jelita grubego, gdzie ma wartosé prognostyczng. CIMP+ oznacza
wystepowanie hipermetylacji wielu gendw, podczas gdy CIMP- oznacza hipermetylacje
niewielkiej liczby gendw. W chwili publikacji tej pracy, w literaturze istniata jedna publikacja
dotyczaca zagadnienia CIMP w T-ALL [21].

W grupie 61 pcjentow z dzieciecg T-ALL analizowaliSmy status metyacji regiondw
promotorowych 20 gendw istotnych dla patogenezy T-ALL (SYK, CDH1, ADAMTS5, NESI,
pl6/CDKN2A, p73, ASPP1, DIABLO, sFRP1, WIF1, CDKN1B/p27%P, CDKN1c/p57¢%, LATSI,
PTPN2, C/EBPA, FBXW?7, NFkB, RB1, BCL11B, PHF6), dla pieciu ostatnich z wymienionych genéw
brak byto doniesien na temat ich metylacji w T-ALL. Metylacje analizowalismy z uzyciem metody
MS-PCR (methylation-specific PCR) i DNA po konwersji bisulfidem, jako matrycy. Materiat
kontrolny stanowit DNA uzykany z dojrzatych limfocytow T szpiku kostnego 11 zdrowych dzieci
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(dawcy szpiku) oraz z tymocytéw 5 dzieci poddanych operacjom kardiochirurgicznym,
wymagajgcym usuniecia grasicy.

Jako pierwsi pokazalismy, ze profil metylacji badanych gendéw w komodrkach T-ALL jest
oddmienny niz w prawidtowych tymocytach, a zatem jest specyficzny dla procesu
leukemogenezy, a nie wynika z procesu zatrzymania prekursoréw limfocytéw na okreslonym
etapie dojrzewania tymocytow. Ponadto, wykazaliSmy w analizie nienadzorowanej, istnienie
dwodch grup pacjentdw roznigecych sie liczbg hipermetylowanych gendw (CIMP+ i CIMP-),
potwierdzajac istnienie fentypu CIMP w dzieciecej T-ALL.

Wyniki opublikowalismy w pracy:

Kraszewska M.D., Dawidowska M., Larmonie N.S., Kosmalska M., Sedek L., Szczepaniak M.,
Grzeszczak W., Langerak A.W., Szczepariski T., Witt M. DNA methylation pattern is altered in
childhood T-cell acute lymphoblastic leukemia patients as compared with normal thymic subsets:
insights into CpG island methylator phenotype in T-ALL. Leukemia. 2012 Feb;26(2):367-71. doi:
10.1038/leu.2011.208. Epub 2011 Aug 12.

Zagadnienie metylacji wysp CpG uwzglednilismy jako jeden z nowo rozpoznanych (w tamtym
czasie) mechanizmow patogenezy T-ALL i opisaliSmy w pracy przeglgdowej:

Kraszewska M.D., Dawidowska M., Szczeparniski T., Witt M. T-cell acute lymphoblastic leukemia:
Recent molecular biology findings. Br J Haematol. 2012 Feb,;156(3):303-15. doi: 10.1111/j.1365-
2141.2011.08957.x. Epub 2011 Dec 7.

Monitorowanie efektywnosci leczenia ALL: minimalna choroba resztkowa i chimeryzm
potransplantacyjny

Znaczna cze$¢ mojej pracy naukowej dotyczyta monitorowania efektywnosci leczenia ALL
poprzez analize chimeryzmu potransplantacyjnego oraz monitorowanie minimalnej choroby
resztkowej (MRD). Zagadnienia chimeryzmu dotyczyta moja praca magisterska, a wokot
identyfikacji rearanzacji gendw Ig/TCR jako markeréw do monitorowania MRD skupiata sie moja
rozprawa doktorska. Obydwa zagadnienia kontynuowatam w mojej pracy po uzyskaniu stopnia
doktora.

Doswiadczenie w identyfikacji rearanzacji Ig/TCR oraz analizie MRD, opartej o RQ-PCR,
zdobytam podczas dwéch stazy naukowych na Uniwersytecie Erazma w Rotterdamie
(Erasmus MC, University Medical Center Rotterdam, Department of Immunology).

W tamtym czasie badania MRD metodg ASO-RQ-PCR (allele-specific oligonucleotide,
real-time quantitative PCR) byty w Polsce catkowicie niedostepne dla pacjentéw z ALL. Odbyte
staze umozliwity mi przeniesienie tej metodyki na grunt polski i zapoczgtkowanie pilotazowych
badan MRD u dzieci z ALL w naszym kraju. Gtéwnym celem moich badan byta charakterystyka
wzoru rearanzacji Ig/TCR w grupie polskich pacjentow z ALL, tj. ocena czestosci rearanzacji
w poszczegdlnych loci Ig i TCR, ocena czestosci uzycia poszczegdlnych gendw V, D i) z rodzin
gendw w badanych loci oraz poréwnanie do wzoru rearanzacji obserwowanego u innych
narodowosci europejskich. Dogtebna charakterystyka dostepnosci markeréw do monitorowania
MRD bytfa niezbedna dla zaimplementowania w Polsce oznaczenn MRD. Metodyka badan MRD
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obejmowata rekomendowane =zestawy starteréw, zaprojektowane tak, aby wykrywac
rearanzacje gendw lg/TCR najczesciej wystepujgce u pacjentdow z takich krajow jak Holandia,
Belgia, Francja, Wtochy, Niemcy, Portugalia, Hiszpania i Wielka Brytania, gdyz te wtasnie kraje
uczestniczyty w opracowaniu metodyki badan MRD, w ramach europejskiego konsorcjum
EuroMRD [22]. Istniaty natomiast doniesienia literaturowe wskazujace na wystepowanie
miedzypopulacyjnych réznic w profilu rearanzacji gendw Ig/TCR [23]. Jako cel badan postawitam
sobie odpowiedz na pytanie, czy profil rearanzacji genow Ig/TCR u pacjentdw polskich umozliwia
bezposrednie przeniesienie standardow badan MRD, opracowanych w krajach Europy
Zachodniej, czy tez wymaga dostosowania do specyfiki immunogenotypu ALL u pacjentéw
w naszym kraju.

W wyniku prowadzonych badan wykazatam znaczng zbieznos$é profilu rearanzacji gendw
lg/TCR u pacjentdéw narodowosci polskiej oraz innych narodowosci z krajow Europy Zachodniej,
co uzasadniato rozwijanie monitorowania MRD w Polsce w oparciu o rekomendacje grupy
EuroMRD. Warto podkresli¢, ze metodyka identyfikacji markerow do monitorowania MRD
i samego monitorowania jest bardzo ztozona, obejmuje wiele etapdw, a jej implementacja
stanowita w éwczesnym czasie wyzwanie dla osrodkéw polskich, zaréwno ze wzgledow
finansowych, jak i personalnych. Zatem celem moich badan byfa rowniez ocena efektywnosci
identyfikacji markeréw do analizy MRD przy uzyciu podstawowego i rozszerzonego panelu
reakcji PCR i zaproponowanie optymalnej strategii prowadzenia diagnostyki MRD. Wykazatam,
ze zastosowanie wytgcznie reakcji PCR typu singleplex, umozliwiajgcych identyfikacje rearanzacji
gendw IGH (Vh-Jh), IGK-Kde, Vd2-Dd3, Dd2-Dd3, Vd2-Ja29 oraz TCRG, pozwala na wykrycie
przynajmniej jednej i przynajmniej dwoch rearanzacji markerowych odpowiednio u 97% i 86%
pacjentow z biataczkg BCP-ALL. Dodatkowe zastosowanie reakcji typu multiplex-PCR
(panel rozszerzony), obejmujgcych rearanzacje IGH (Dh-Jh), Vd2-Ja oraz TCRB, umozliwia
wykrycie przynajmniej jednej i przynajmniej dwoch rearanzacji odpowiednio u 100% i 91%
pacjentow z BCP-ALL.

W oparciu o te wyniki zaproponowatam dwu-etapowg strategie wykrywania rearanzacji
lg/TCR jako element uproszczenia i zmniejszenia kosztow diagnostyki MRD (etap drugi
stosowany wytgcznie w sytuacji nie wykrycia w etapie pierwszym optymalnych markeréw do
monitorowania MRD). Analogiczng ocene efektywnosci etapowego podejscia do identyfikacji
rearanzacji markerowych przeprowadzilismy takze w grupie pacjentéw z T-ALL.

Podjecie przeze mnie tematyki analizy wzoru rearanzacji gendéw Ig/TCR w kontekscie
monitorowania MRD zostato docenione podczas Il Zjazdu Polskiego Towarzystwa Onkologii i
Hematologii Dzieciecej (Warszawa 2005) i nagrodzone I-wszg nagrodg za prezentacje plakatowg
w dziedzinie badan podstawowych.

Ponadto, wyniki badan dotyczacych rearanzacji genow Ig/TCR i ich potencjalnego
wykorzystania w diagnostyce MRD zostaty opublikowane w czterech pracach:

Dawidowska M et al. Identyfikacja rearanzacji gendw kodujgcych immunoglobuliny i receptory
limfocytow T: podstawa monitorowania minimalnej choroby resztkowej u polskich pacjentow
z ostrq biafaczka limfoblastyczng w oparciu o standardy europejskie. Wstepne wyniki badan
wtasnych. Medycyna Wieku Rozw., 2006, 10 (1, cz.ll): 323-334

25



Dawidowska M et al. Pattern of immunoglobulin and T-cell receptor (lg/TCR) gene
rearrangements in Polish pediatric acute lymphoblastic leukemia patients-implications for RQ-
PCR-based assessment of minimal residual disease. Leukemia Research 2006, 30(9): 1119-1125;

Dawidowska M et al. Implementation of the standard strategy for identification of Ig/TCR targets
for minimal residual disease diagnostics in B-cell precursor ALL pediatric patients: Polish
experience. Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 2008 Nov-Dec;56(6):409-18. doi: 10.1007/s00005-
008-0045-y

Kraszewska M.D., Dawidowska M et al. Immunoglobulin/T-cell receptor gene rearrangements in
the diagnostic paradigm of pediatric T-cell acute lymphoblastic leukemia patients.
Leuk Lymphoma. 2012 Jul;53(7):1425-8. doi: 10.3109/10428194.2011.654338.

Wyniki powyzszych badan znalazty tez praktyczne zastosowanie. Bratam u dziat
w opracowaniu polskich standardéw i wytycznych dotyczgcych monitorowania MRD oraz
monitorowania chimeryzmu potransplanacyjnego w ramach realizacji wieloosrodkowego
projektu ,Zaawansowane metody molekularne w hematologii. Opracowanie i wdrozenie
standardow badan choroby resztkowej, chimeryzmu poprzeszczepowego i translokacji
markerowych”. Bytam gtownym wykonawcg tego projektu w osrodku poznanskim. Opracowane
standardy zostaty opublikowane w monografii o zasiegu krajowym ,,Hematologia Molekularna.
Patogeneza, patomechanizmy i metody badawcze”. Witt M., Szczepariski T., Dawidowska M.
(red.) Osrodek Wydawnictw Naukowych, Poznan, 2009, ISBN 978-83-7314-119-3. Bytam
redaktorka tej monografii oraz autorka/wspdtautorka osmiu rozdziatow, w tym dotyczacych
MRD i chimeryzmu poprzeszczepowego. W monografii ujeto zaréwno podstawy teoretyczne
opisywanych zagadnien, jak i protokoty badan do bezposredniego zastosowania w praktyce
laboratoryjnej. Monografia spotkata sie z szerokim zainteresowaniem, tak iz po trzech latach,
zaktualizowana i rozszerzona o nowe zagadnienia, zostata opublikowana przez wydawnictwo
Springer, jako monografia o zasiegu miedzynarodowym: Witt M., Dawidowska M., Szczepariski
T. (editors). Molecular Aspects of Hematologic Malignancies. Diagnostic Tools and Clinical
Applications, Springer, ISSN 1866-914X, ISBN 978-3-642-29466-2, Heidelberg — New York —
Dordrecht — London, 2012. Ponownie bytam redaktorkg monografii oraz autorka/wspotautorka
o$miu rozdziatéw.

Ponadto, jestem autorka pracy metodologicznej dotyczgcej monitorowania chimeryzmu
potransplantacyjnego oraz trzech prac przeglagdowych dotyczgcych metod oraz znaczenia analizy
chimeryzmu i MRD:

Guz K., Smolarczyk-Wodzynska J., Dawidowska M. et al. Ocena chimeryzmu po przeszczepieniu
alogenicznych komorek krwiotwdrczych przy pomocy RQ-PCR — standaryzacjia metody
i pordwnanie z technikg STR-PCR. Acta Haematologica Polonica, 2010, 41 (4): 535-544.

Jotkowska J., Derwich K., Dawidowska M. Methods of minimal residual disease (MRD) detection
in childhood haematological malignancies. J. Appl. Genet. 2007, 48(1): 77-83.

Dawidowska M, Wachowiak J. Rozwdj badarn molekularnych w hematoonkologii - monitorowanie
minimalnej choroby resztkowej w ostrej biataczce limfoblastycznej i posttranslacyjnego
chimeryzmu hematopoetycznego. Nowiny Lek. 2007, 76: 282-291
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Dawidowska M, Wachowiak J., Witt M. Molekularne metody diagnostyki i oceny efektywnosci
terapii we wspdtczesnej hematoonkologii pediatrycznej. Post. Biochemii, 2006, 52 (4): 408-416.

W ubiegtym roku, w ramach wspdtpracy z portalem edukacyjnym onkologia-dziecieca.pl,
skierowanym gtownie do lekarzy onkologdw, powrdcitam do tematyki monitorowania MRD,
przygotowujac prace przeglagdowa ukazujgcg postep w monitorowaniu MRD i obecny stan
wiedzy na temat znaczenia analizy MRD w praktyce klinicznej.

Dawidowska M. Monitorowanie MRD u pacjentow z ALL w 2018 roku i perspektywy na przysztosc.
(10.09.2018), onkologia-dziecieca.pl.

W pracy obszernie omoéwitam dynamicznie rozwijajgcg sie metode monitorowania MRD z
wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji (next-generation sequencing, NGS).
Wprowadzenie metodyki analizy MRD w oparciu o NGS jest jednym z zadan, ktére obecnie
realizuje w ramach projektu STRATEGMED3: ,Personalizacja leczenia ostrej biataczki
limfoblastycznej (akronim — PersonALL)”. Jestem gtdwnym wykonawcg tego projektu w osrodku
poznanskim. Drugie zadanie w ramach tego projektu, w ktérego realizacje jestem obecnie
zaangazowana, dotyczy wykorzystania metody NGS do identyfikacji zmian genetycznych o
potencjalnej wartosci prognostycznej w biataczce T-ALL. Czes¢ wynikow afiliowanych do tego
projektu  zostata opublikowana w pracy wifaczonej do cyklu habilitacyjnego
(2/ Szarzynska-Zawadzka et al. Am J Hematol. 2019).

Ostra biataczka limfoblastyczna u mtodych dorostych

Nowym kierunkiem badan, jaki podjetam w ostatnim czasie, jest identyfikacja
transkryptomu miRNA w biataczce T-ALL u mtodych dorostych (Adolescents and Young Adults,
AYA). Grupa pacjentow AYA, tj. w wieku 15-39 lat, zwraca szczegdlng uwage klinicystow i badaczy
[24]. W tej grupie obserwuje sie istotny wzrost zachorowalnosci na ALL, co rodzi problemy natury
klinicznej i poznawcze]. Rozpietos¢ wieku w grupie AYA sprawia, ze czes$¢ pacjentdw jest leczona
w osrodkach pediatrycznych (<18 r.z.), a cze$¢ w osrodkach dla dorostych (>18r.z.), gdzie terapie
ALL prowadzi sie w oparciu o odmienne schematy leczenia. Wiekszo$¢ danych wskazuje na
wyzszg skutecznos¢ schematéw ,pediatrycznych” niz  ,dorostych”, jednak nawet
z zastosowaniem protokotow pediatrycznych, wyniki leczenia w grupie AYA sg gorsze niz u dzieci
(przezycie: 0k.70% vs. 85% u dzieci). Istnieje zatem potrzeba opracowania schematéw leczenia
specyficznie dla grupy AYA, a nawet personalizacji leczenia z uzyciem lekdw celowanych,
np. inhibitoréw, w przypadku nieprawidtowe] aktywacji Sciezek sygnatowych. Celem moich
badan jest poznanie podtoza molekularnego T-ALL w grupie AYA i zidentyfikowanie cech
odrdzniajgcych jg od T-ALL u dzieci i T-ALL u dorostych. Istniejg dane dotyczgce charakterystyki
eksomu i transkryptomu tej biataczki. Brak natomiast danych dotyczacych transkryptomu miRNA
w AYA T-ALL. Dla realizacji tych badan, procz dotychczasowej wspétpracy z osrodkami Polskiej
Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Biataczek i Chtoniakdw (PPGBCh) nawigzatam wspodtprace
z osSrodkami stowarzyszonymi w ramach Polskiej Grupy ds. Leczenia Biataczek u Dorostych
(PALG). Na realizacje wstepnej fazy badan uzyskatam finansowanie w ramach projektu
,Ostra biataczka limfoblastyczna T-komorkowa u mfodych dorostych (AYA T-ALL):
charakterystyka na poziomie transkryptomu miRNA”, ktérego jestem kierownikiem i gtéwnym
wykonawca.
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Postep, jaki dokonat sie w leczeniu ALL odzwierciedla progres na polu badan podstawowych
dotyczacych biologii tej biataczki i jej podfoza (epi-)genetycznego. Charakterystyka obrazu
genetycznego i biologii molekularnej tej biataczki umozliwita identyfikacje nowych czynnikéw
prognostycznych juz obecnie stosowanych w systemach identyfikacji grup ryzyka. Jest
to widoczne w przypadku czesciej rozpoznawanego podtypu BCP-ALL. T-ALL, ze wzgledu na
nizszg czestosc i wigkszg heterogenno$¢, pozostaje nadal w wielu obszarach znacznie mniej
poznana, stanowigc wazny i niezwykle fascynujgcy przedmiot badan.

Poznan, 15.02.2019
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