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Wprowadzenie

Od momentu podjecia pracy naukowej w obecnym Zaktadzie Genetyki Nowotwordéw IGCz PAN
moje zainteresowania badawcze koncentrujg sie wokoét tematyki zwigzanej z szeroko pojetym
podtozem genetycznym oraz etiologig choréb nowotworowych zlokalizowanych w obrebie gtowy i szyi
(HNC - ang. Head and Neck Cancer). Do miejsc anatomicznych, w ktérych rozwijajg sie te nowotwory
zaliczane sg przede wszystkim: jama ustna, jezyk, migdatki, podniebienie, gardtfo, krtan, jama nosowa,
zatoki oboczne nosa, gruczoty Slinowe [1]. Histologicznie wiekszo$¢ (ponad 90%) nowotwordow
rozwijajacych sie w tych regionach to guzy ptaskonabtonkowe (HNSCC — ang. Head and Neck Squamous
Cell Carcinoma), cho¢ wykrywa sie rowniez chtoniaki i miesaki [1,2]. Wedtug danych
epidemiologicznych do najczesciej wykrywanych nowotwordw gtowy i szyi na Swiecie nalezg te
zlokalizowane w obrebie ust i jamy ustnej. W 2020 roku na $wiecie stwierdzono prawie 378 tys. nowych
przypadkéw w tej lokalizacji anatomicznej, co stanowito 2% wszystkich nowo stwierdzonych
nowotworéow. W tym samym roku z powodu tej choroby zmarto prawie 178 tys. oséb (1.8% wszystkich
zgondéw) [3]. W populacji polskiej do najczesciej wykrywanych nowotwordw gtowy i szyi naleza
nowotwory krtani —w 2019 roku wykryto 1688 nowych przypadkdw u mezczyzn oraz 265 u kobiet [4].
Inne, czesto diagnozowane guzy w obrebie gtowy i szyi to guzy jezyka, migdatka oraz gardta [4]. Uwage
zwraca fakt, ze w Polsce na przestrzeni ostatnich lat spada odsetek mezczyzn chorujacych na raka
krtani, przy wzglednie statym poziomie zachorowalnosci kobiet, natomiast obserwuje sie stale rosngcy
trend zapadalnosci na nowotwory ztosliwe w obrebie jamy ustnej i gardta u obu ptci [4,5]. Swiatowe,
jak i lokalne trendy sg Scisle powigzane z czynnikami etiologicznymi lezgcymi u podstaw powstawania
tych nowotworéw. W przypadku nowotwordw krtani gtéwnymi czynnikami sprawczymi s3
kancerogeny zawarte w dymie tytoniowym a ich niekorzystne dziatanie jest potegowane nadmiernym
spozywaniem wysokoprocentowych alkoholi [2,6]. Podobnie jest w przypadku znacznej czesci
nowotworéw zlokalizowanych w jamie ustnej i gardle. Inne czynniki wysokiego ryzyka w naszym
obszarze geograficznym sg przede wszystkim zwigzane z powszechnym zanieczyszczeniem srodowiska.
Istnieje natomiast pewna grupa nowotworoéw, zlokalizowanych w ustnej czesci gardta i jamie ustnej
w ktorych do rozwoju nowotworu dochodzi w efekcie infekcji ludzkim wirusem brodawczaka HPV (ang.
Human Papillomavirus) [7].

W dymie tytoniowym zawartych jest ponad 4000 toksycznych substancji chemicznych [8].
Okoto 60 z nich ma udokumentowane dziatanie mutagenne a najbardziej toksyczne s3
wielopiersScieniowe weglowodory aromatyczne (PAH - ang. Policyclic Aromatic Hydrocarbons), ale
takze aminy aromatyczne, N-nitrozoaminy oraz reaktywne formy tlenu [2]. W efekcie dziatania
czynnikéw mutagennych w komédrkach dochodzi do uszkodzen i zmian w sekwencji DNA, powstaja
m.in. jednoniciowe przerwy DNA i addukty kancerogen:DNA. W organizmie kancerogeny ulegaja
aktywacji metabolicznej a nastepnie sg usuwane z komérek i z organizmu [2,8]. Aktywacja
metaboliczna moze miec skutki uboczne - aktywowany, ale nie usuniety na czas kancerogen reaguje
z DNA [8]. W badaniach, w ktérych bratam udziat badaliémy role receptora weglowodoréw arylowych
AhR (ang. Aryl Hydrocarbon Receptor) - aktywowanego ligandem czynnika transkrypcyjnego -
w regulacji ekspresji gendw zaangazowanych w proces aktywacji i detoksykacji kancerogendw.
Wykazalismy, iz po indukcji ligandem (B-naftoflawonem) wystepujg znaczne réznice w ekspresji genow
zaangazowanych w proces metabolizmu ksenobiotykéw pomiedzy poszczegdlnymi liniami
komaorkowymi raka krtani (LSCC — ang. Laryngeal Squamous Cell Carcinoma) [9]. Co wiecej, w kolejnych
badaniach wykazaliémy, iz AhR uczestniczy réwniez w indukcji gendw zaangazowanych w inne procesy
w komodrce, np. zwigzanych z regulacjg apoptozy lub zaangazowanych w proliferacje a takze
posredniczy w wyciszaniu genéw zwigzanych z adhezjg komadrek [10]. Tym samym wskazalismy, iz
receptor AhR moze by¢ zaangazowany nie tylko w inicjacje, ale rowniez w progresje procesu
nowotworowego. Publikacja dotyczaca roli receptora AhR w regulacji ekspresji jednego z tych gendéw
(SERPINB2) w raku krtani zostata wtgczona do cyklu habilitacyjnego (P3).

Zwykle, systemy naprawcze w komadrkach sg w stanie przywrdcié fizjologiczny stan. Jesli jednak
kumulacja uszkodzen nici DNA jest zbyt duza lub zmiany sekwencji wystepujg w genach
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odpowiadajgcych za naprawe DNA wtedy mechanizmy naprawcze mogg dziata¢ mniej wydajnie lub
wecale. Znaczenie w tym procesie ma réwniez indywidualna podatnos¢ danego organizmu na dziatanie
kancerogendw. Nagromadzone uszkodzenia w genomie mogg spowodowac niekontrolowany wzrost
komérek a tym samym zapoczgtkowa kancerogeneze. Praca przegladowa, w ktérej opisuje
konsekwencje réznej wydajnosci naprawy DNA w odniesieniu do inicjacji i progresji nowotwordw,
a takze do skutecznosci terapii zostata wtgczona do cyklu habilitacyjnego (P4). Z kolei w pracach
eksperymentalnych, w ktére bytam zaangazowana wykazalismy, iz wariant rs1801320 w genie naprawy
RAD51 w populacji polskiej jest zwigzany z ryzykiem rozwoju raka krtani u pijacych i palacych pacjentéw
[11].

Nowotwory gtowy i szyi, ktdre rozwijajg sie na podtozu kancerogenezy chemicznej sg niezwykle
heterogenne genetycznie, cechuje je mnogos¢ zmian genetycznych, epigenetycznych i aberracji
chromosomowych. Akumulacja zmian nastepuje w czasie, wraz z rozwojem guza, co zobrazowat
w 1996 roku Joseph Califano w swoim modelu progresji HNSCC. Wskazat on gtéwne zmiany (najczesciej
utraty materiatu genetycznego) w przejsciu od hiperplazji nabtonka do raka inwazyjnego [12].
Zaznaczyt, iz akumulacja a niekoniecznie kolejnos¢ pojawiajgcych sie zmian wyznacza progresje guza.
Rozpoczynajgc bezposrednio po studiach swojg prace w Zespole Mutagenezy bratam czynny udziat
w prowadzeniu hodowli guzéw krtani a takie w pdzniejszym czasie ustabilizowanych linii
komérkowych LSCC pozyskanych w ramach wieloletniej wspétpracy z prof. Reidarem Grenmanem
(Klinika Otorynolaryngologii-Chirurgii Gtowy i Szyi, Uniwersytet w Turku i Szpital Uniwersytecki
w Turku, Finlandia). Dzieki mojemu zaangazowaniu w ustalanie kariotypdow poszczegdlnych linii
komérkowych wyprowadzonych z guzéw réznigcych sie stopniem zaawansowania klinicznego mogtam
przekonac sie jak ztozone genetycznie sg to guzy. Utraty, ktdre Califano przypisat wczesnym etapom
rozwoju HNSCC, dotyczyty miejsc lokalizacji znanych gendw supresorowych: 9p21 (p16 (obecnie
CDKN2A)) czy 17pl13 (TP53). Wprowadzenie do laboratoriow wysokoprzepustowych technik
umozliwiajgcych catogenomowe profilowanie zmian genetycznych, znaczaco przyspieszyto postep
w identyfikacji zmian zwigzanych z HNSCC. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze oba wspomniane geny
supresorowe znajdowaty sie wsrdd najczesciej zmutowanych gendw [13]. Co ciekawe, kancerogeneza
HNSCC jest przede wszystkim zwigzana z uszkodzeniem gendéw supresorowych, w odréznieniu od
innych nowotwordw, w ktérych zwykle aktywacja onkogendw przyspiesza ten proces [6]. Z kolei do
najczesciej zmutowanych onkogendéw nalezy gen PIK3CA, wchodzacy w skfad Sciezki sygnatowej
PI3K-AKT-mTOR [6,13]. Konsekwencjg mutacji, amplifikacji lub utraty funkcji w genach wchodzacych
w sktad réinych sSciezek sygnatowych w patogenezie HNSCC jest deregulacja waznych proceséw
komodrkowych, takich jak proliferacja czy apoptoza a dalszym skutkiem inwazja komorek
nowotworowych, angiogeneza i tworzenie przerzutéw. Jednym z takich gendw jest receptor
nabtonkowego czynnika wzrostu EGFR (ang. Epidermal Growth Factor Receptor), ktéry ulega
nadekspresji w wielu nowotworach, w tym HNSCC. Zaréwno nadekspresja biatka EGFR, jak i zwiekszona
liczba kopii tego genu przektada sie na niekorzystne prognozy dla pacjentéw z HNSCC [14]. Biatko
kodowane przez ten gen jako pierwsze stato sie celem leczenia ukierunkowanego molekularnie
w HNSCC (Cetuksymab - przeciwciato monoklonalne skierowane przeciwko EGFR).

W Zaktadzie Genetyki Nowotwordw od kilkunastu lat dziatamy w nurcie badan nakierowanych
na identyfikacje nowych zmian zwigzanych z patogenezg HNSCC z wykorzystaniem technik
catogenomowych. Jeszcze w latach dwutysiecznych w ramach trwajacej do dzi$ wspotpracy obecnego
kierownika Zaktadu prof. Macieja Giefinga z prof. Reinerem Siebertem (Instytut Genetyki Cztowieka
Uniwersytetu w Kilonii) i dzieki finansowemu wsparciu Wielkopolskiego Centrum Badan
Przyrodniczych i Medycznych wykonano dwie catogenomowe analizy liczby kopii array CGH (Agilent
Human Genome CGH 44K oraz 244A) w 13 liniach komérkowych LSCC. Mniej wiecej w tym samym
czasie w ramach grantu badawczego uzyskanego przez dr Matgorzate Jarmuz, w ktorym bytam
wykonawcg wykonano catogenomowe profilowanie ekspresji w 10 liniach komérkowych LSCC oraz w
trzech nienowotworowych kontrolach (Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array).
Majac na uwadze heterogennosé guzéw HNSCC nalezy podkresli¢, ze do badan tych celowo wybrane



zostaty tylko linie komdrkowe wyprowadzone z nowotwordw krtani, tak aby uzyskaé profil zmian
charakterystycznych dla tego miejsca anatomicznego. Dzieki temu podejsciu w kolejnych latach
zidentyfikowalismy szereg gendw o potencjalnym znaczeniu supresorowym lub onkogennym
w przebiegu raka krtani. Opis tych badan oraz uzyskane wyniki przedstawione sg w punkcie 5.
Autoreferatu. Jedna z prac, opisujaca udziat genu FAM107A w ptaskonabtonkowym raku krtani zostata
wtgczona do cyklu habilitacyjnego (P1). W tym miejscu nalezy podkresli¢, iz od wielu lat jestem
odpowiedzialna za bankowanie materiatu (tkanki, krew) pochodzacego od pacjentéw operowanych
z powodu nowotworu w regionie gtowy i szyi oraz przechowywanie danych klinicznych
i histopatologicznych. Dzieki temu, wyniki macierzowe pochodzace z linii komdrkowych LSCC
weryfikowane sg rdwniez w materiale pierwotnym, co istotnie podnosi ich znaczenie w kontekscie
ewentualnego przetozenia na zastosowania kliniczne. Znaczenie uzyskanych wynikéw zostato
docenione przez Wydziat Nauk Medycznych PAN, ktéry w 2019r. nagrodzit mnie oraz moich
wspotpracownikéw nagrodg zespotowg za cykl 5 prac dotyczacych utraty gendw supres;ji
nowotworowej w ptaskonabtonkowym raku krtani.

Wydaje sie, iz wzrost swiadomosci spoteczeristwa odnosnie ryzyka zwigzanego z paleniem
papieroséw doprowadzit w ostatnich latach do spadku liczby palaczy wsréod mezczyzn, czyli tej czesci
spoteczenstwa, ktéra znaczaco czesciej siegata po tyton. Nadal jednak to szes¢ razy wiecej mezczyzn
niz kobiet rozwija corocznie w Polsce HNSCC. Jest to spowodowane réznymi czynnikami. Przyktadowo,
w przypadku nowotwordw krtani pierwsze objawy tej choroby sg niespecyficzne - to chrypka,
podraznienie, bdl przy przetykaniu. Z uwagi na lokalizacje krtani a tym samym brak mozliwosci
samokontroli nowotwory te wykrywane sg przewaznie w wysokim stadium zaawansowania, co
zdecydowanie zmniejsza szanse na ich skuteczne leczenie. Po drugie w momencie wykrycia HNSCC
potowa chorych ma juz przerzuty do weztdw chtonnych, co dalej wptywa niekorzystnie na ich
rokowania [15,16]. W 2019 roku z powodu raka krtani zmarto w Polsce 1267 mezczyzn i 191 kobiet.
Leczeniem z wyboru u pacjentéw z HNSCC jest resekcja chirurgiczna wraz z uzupetniajacg radioterapia
(RT) lub radiochemioterapig (RChT) - w zaleznosci od lokalizacji guza i stopnia jego zaawansowania
[6,17]. Leczenie celowane oparte o przeciwciata monoklonalne lub inhibitory kinaz stosowane
z powodzeniem w leczeniu takich nowotwordw jak rak jelita grubego, czerniak, guzy podscieliska
przewodu pokarmowego nie ma na chwile tak szerokiego zastosowania w nowotworach gtowy i szyi.
Aktualnie w Polsce stosuje sie wspomniany juz Cetuksymab (p/EGFR) oraz Pembrolizumab i Niwolumab
- przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko receptorowi PD-1 (ang. Programmed Death 1), gdy
choroba jest zaawansowana (wystgpit jej nawrot lub pojawity sie przerzuty) lub wystgpita opornosc na
chemioterapie. Stad pomimo rozwoju diagnostyki i metod leczenia, nadal istnieje potrzeba
identyfikacji nieprawidtowosci lezacych u podtoza rozwoju rakéw gtowy i szyi, mechanizmoéw tych
zmian i czynnikdw na nie wptywajacych a takie nowych biomarkeréw, ktédre moga byé uzyte do
diagnostyki na wczesnym etapie. W ostatnim czasie uczestniczytam w realizacji projektu NCBIR (nr rej
- POIR.04.01.04-00-0003/17-00) dotyczacego ,ptynnej biopsji” w rakach HNSCC — mato inwazyjnej
techniki, ktérej diagnostyczna uzytecznos$é jest udowodniona [18]. Wyniki przez nas uzyskane
(manuskrypt w przygotowaniu) potwierdzajg jej przydatnosé w: (I) diagnozowaniu choroby oraz w (ll)
monitorowaniu choroby w kierunku wznowy.

Przedmiotem moich zainteresowan badawczych sg réwniez te nowotwory HNSCC, ktdére
W znaczacej czesci przypadkdw majg inne niz ekspozycja na kancerogeny podtoze etiologiczne, to jest
raki okolicy ustnej czesci gardta (OPSCC - ang. Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma) i migdatkéw,
wywotywane przez wirusy HPV przenoszone gtdéwnie drogg ptciowa [19]. HPV to grupa matych,
dwuniciowych wiruséw DNA nalezgcych do rodziny Papillomaviridae. Dotad zidentyfikowano ponad
200 réznych typow HPV, sposrdd ktérych czesé ma udokumentowang role onkogenng (HR, ang. High
Risk) a cze$¢ odpowiada za wywotywanie tagodnych brodawek skdrnych (LR — ang. Low Risk) [20].
Pierwotnie, infekcja wirusem HPV zostata zidentyfikowana jako czynnik etiologiczny w raku szyjki
macicy, natomiast w pdzniejszych latach udokumentowano jego role w rozwoju nowotwordw gardta
srodkowego i migdatkéw [21, 22]. Dane epidemiologiczne wskazuja, iz ok. 30% rakéw ustnej czesci



gardfa powstaje w wyniku infekcji tym wirusem [7]. Najczestsze typy wirusa obserwowane w rakach
OPSCCto HPV 1618 [17]. Badania realizowane w tracie pracy magisterskiej przez studentke Katarzyne
Sobiech pod moim kierownictwem wykazaty obecnos$é HPV 16 w 10/55 badanych prébek guzéw jamy
ustnej (18% - lokalizacja migdatek podniebienny), natomiast nie stwierdzono tego typu wirusa w zadnej
z 65 analizowanych prébek pochodzgcych z guzow krtani, co potwierdzito iz czynnik ten ma marginalne
znaczenie w nowotworach krtani [23]. W odrdznieniu od tych nowotwordw HNSCC, ktére sg wywotane
kancerogenami chemicznymi, w nowotworach HPV zaleznych nie obserwuje sie nagromadzenia zmian
genetycznych. Do utraty kontroli nad proliferacja komodrek dochodzi wskutek oddziatywania
onkogennych biatek wirusowych E6 i E7 z biatkami cyklu komdérkowego: TP53 i RB1, w wyniku czego
ich przeciwnowotworowa funkcja zostaje zniesiona [5]. W nastepstwie zaburzenia funkcji RB1
dochodzi do wzmozonej ekspresji biatka P16, co jest wykorzystywane w diagnostyce OPSCC jako
potwierdzenie wirusowego podtoza tych nowotwordw [6]. Nalezy wspomnieé, ze rdznice pomiedzy
guzami HNSCC HPV (-) a HPV (+) obejmujg réwniez leczenie i rokowania dla pacjentéw: chorzy
z nowotworem HPV-zaleznym lepiej odpowiadajg na leczenie radioterapig oraz majg dtuzszy czas
przezycia [5-6,23]. Majac na uwadze, iz zakazenie HPV jest obecnie uwazane za najbardziej powszechng
chorobe przenoszong drogg pfciowg w kolejnej pracy wigczonej do cyklu habilitacyjnego (P2)
sprawdzono rozktad genotypdw wirusa HPV u polskich par w kontekscie ryzyka rozwoju raka w obrebie
gtowy i szyi.

W ostatnich latach nastgpit wzmozony wzrost liczby nowotwordéw diagnozowanych w obrebie
gruczotdw Slinowych. Sg to obserwacje gtéwnie kliniczne (nieraportowane w statystykach
$wiatowych), z uwagi na fakt, ze wiekszo$¢ z nich to guzy fagodne, nieztosliwiejace. Slinianki to gruczoty
wydzielnicze odpowiedzialne za produkcje i wydzielanie Sliny. Wystepujg w postaci trzech par duzych
gruczotdow Slinowych (przyusznych, podzuchwowych i podjezykowych) oraz kilkuset matych gruczotéw
Slinowych rozproszonych po catej jamie ustnej. Przyczyny powstawania tych guzdw pozostajg
nieznane, cho¢ postuluje sie iz czynnikami sprawczymi mogg by¢ czynniki sSrodowiskowe,
promieniowanie, pole magnetyczne, wirusy czy uzywanie telefonéw komodrkowych [24].
Obserwowane nowotwory tagodne lokalizujg sie przede wszystkim w duzych gruczotach $linowych -
gtéwnie w przyusznych. Z kolei w matych gruczotach $linowych wykrywane sg gtéwnie nowotwory
ztosliwe [24,25]. Wsrdd najczesciej wykrywanych guzéw tagodnych znajdujg sie gruczolaki
wielopostaciowe (PA — ang. Pleomorphic Adenoma). Wspotpracujgcy zespét klinicystéw z poznarniskiej
Kliniki Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej pod kierownictwem prof. Matgorzaty Wierzbickiej
wykazat, ze czes¢ z tych guzéw ma odmienny przebieg kliniczny, charakteryzujacy sie m.in. krétkim
czasem objawow, szybszym wzrostem w krétkim czasie i odmiennym obrazem w badaniach
radiologicznych [25]. Zagadnienie jest interesujace, rowniez z uwagi na fakt, ze podfoze genetyczne
tych guzéw jest stabo poznane. W 2018 roku uzyskatam grant badawczy Miniatura-2 (nr
2018/02/X/NZ5/00365), w ramach ktérego mozliwe byto wykonanie catogenomowej analizy ekspresji
oraz metylacji oSmiu guzéw PA (w tym wolno rosngcych oraz szybko rosngcych). Wyniki dotyczace
biomarkeréw metylacyjnych réznicujgcych guzy slinianek o odmiennym przebiegu klinicznym zostaty
opisane w publikacji wtgczonej do cyklu habilitacyjnego (P5). W 2022r. zestaw danych genomicznych
zostat wzbogacony o analize eksoméw, stanowigc punkt wyjscia do dalszych badan, w ktére jestem
zaangazowana jako gtéwny badacz.

Cel naukowy cyklu prac

Gtéwnym celem podjetych przeze mnie badain byta identyfikacja zmian genetycznych
i epigenetycznych oraz czynnikéw, ktére majg wptyw na rozwdj nowotworu w obrebie gtowy i szyi.

Cel ten zostat osiggniety poprzez realizacje nastepujacych celdw szczegdtowych:

e ustalenie znaczenia genu FAM107A w ptaskonabtonkowym raku krtani,

e analize rozktadu genotypow wirusa HPV u polskich par w kontekscie ryzyka rozwoju
nowotworéow ustnej czesci gardta,

e ustalenie wptywu receptora Ah na ekspresje genu SERPINB2 w nowotworach krtani,



e identyfikacje markerdw metylacyjnych rdéznicujacych gruczolaki wielopostaciowe Slinianek o
odmiennym przebiegu klinicznym.

Omodwienie prac wchodzacych w sktad cyklu

P1. Kiwerska K, Szaumkessel M, Paczkowska J, Bodnar M, Byzia E, Kowal E, Kostrzewska-Poczekaj M,
Janiszewska J, Bednarek K, Jarmuz-Szymczak M, Kalinowicz E, Wierzbicka M, Grenman R, Szyfter K,
Marszatek A, Giefing M. Combined deletion and DNA methylation result in silencing of FAM107A gene
in laryngeal tumors. Sci Rep. 2017 Jul 14;7(1):5386. DOI: 10.1038/s41598-017-05857-1.

Jednym z nurtéw badawczych, ktéry podejmuje w swoich badaniach jest poszukiwanie genéw
powigzanych z rozwojem ptaskonabtonkowych rakéw krtani LSCC. Punktem wyjscia do
eksperymentdw wykonanych w niniejszej publikacji byty dane z macierzy ekspresyjnej Affymetrix
GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0. Z wykorzystaniem danych macierzowych zidentyfikowatam
dwa tagi (oligonukleotydy na macierzy) korespondujace do sekwencji genu FAM107A (3p14.3), ktérych
ekspresja byta istotnie obnizona zaréwno w liniach komérkowych wyprowadzonych z LSCC, jak
i w guzach pierwotnych krtani w poréwnaniu do nienowotworowych kontroli. Dla tagu 209074 _s_at
zaobserwowano ponad 48-krotny (p=0.004) i ponad 13-krotny (p=0.036) spadek ekspresji
odpowiednio w liniach komdrkowych i guzach pierwotnych LSCC w poréwnaniu do zdrowych kontroli.
Natomiast dla tagu 207547 _s_at zaobserwowano 10-krotny (p=0.004) i ponad 8-krotny (p=0.036)
spadek ekspresji pordwnujac te same zestawy prébek. Delecje homozygotyczne dla regionu
obejmujacego gen FAMI107A zostaty wykluczone we wczesniejszych badaniach Zespotu [26].
Natomiast dzieki wykorzystaniu danych pochodzacych z macierzy array CGH (Agilent Human Genome
CGH 244A oraz 44K) zaobserwowano delecje krétkiego ramienia chromosomu 3 skutkujgce utratg
jednej kopii tego genu. Wyniki ekspresji uzyskane z analiz macierzowych zostaty nastepnie
zweryfikowane z wykorzystaniem reakcji duplex RT-PCR, w obecnosci genu referencyjnego GAPDH.
Potwierdzono brak ekspresji genu FAM107A w 15/15 (100%) liniach LSCC oraz w 21/21 (100%)
pierwotnych guzach krtani, przy zachowanej ekspresji genu GAPDH. Natomiast we wszystkich
prébkach kontrolnych (9/9; 100%) potwierdzono obecnos¢ ekspresji genu FAM107A, przy zachowanej
ekspresji genu GAPDH. Z wykorzystaniem barwienia immunohistochemicznego potwierdzono réwniez
brak ekspresji biatka FAM107A w 15/15 analizowanych guzdw krtani (100%) guzach, podczas gdy jego
ekspresje  jadrowo-cytoplazmatyczng stwierdzono w 5/5 (100%) badanych kontroli
nienowotworowych.

Uzyskane wyniki zachecity mnie do poszukiwania mechanizmu innego niz delecje,
odpowiadajgcego za inaktywacje genu FAM107A. W tym celu zsekwencjonowane zostaty eksony
kodujgce oraz miejsca splicingowe tego genu w 15 liniach komdrkowych. Jednak zadne istotne
warianty inaktywujgce nie zostaty wykryte. Dlatego w kolejnym kroku przeprowadzona zostata analiza
metylacji DNA w regionie promotorowym genu FAM107A z wykorzystaniem pirosekwencjonowania
po konwersji wodorosiarczynem sodu. Przeanalizowano 15 linii komérkowych LSCC, 21 guzéw
pierwotnych LSCC oraz 8 nienowotworowych kontroli. Analiza wynikéw potwierdzita znaczgce réznice
w poziomach metylacji DNA pomiedzy probkami nowotworowymi (linie LSCC i guzy pierwotne)
a kontrolami. Stwierdzono hipermetylacje w genie FAM107A w 9/15 linii LSCC (60%; p<0.0001) oraz
w 15/21 guzdw pierwotnych krtani (71%; p<0.0001). W kolejnym etapie wykonano demetylacje linii
komérkowej UT-SCC-29, ktéra wykazywata najwyzszy poziom metylacji sposréd analizowanych
prébek. W tym celu zastosowano decytabine (DAC — ang. Decitabine) jako odczynnik hipometylujacy
a nastepnie zweryfikowano zarédwno metylacje DNA, jaki i ekspresje genu FAM107A. W wyniku
przeprowadzonych doswiadczen po zastosowaniu DAC w dwodch stezeniach (0.1 uM i 0.3 uM)
stwierdzono obnizenie poziomu metylacji odpowiednio o 56% i 49%. Potwierdzono réwniez, iz
w wyniku demetylacji zostata przywrdcona ekspresja genu FAM107A bez wzgledu na zastosowane
stezenie DAC.



Uzyskane wyniki wskazujg, iz gen FAM107A jest deregulowany w ptaskonabtonkowych rakach
krtani a inaktywacja tego genu najczesciej nastepuje w wyniku kombinacji réznych mechanizmow,
gtéwnie delecji i metylacji DNA. Nalezy podkreslié, iz badania te sg pierwszymi w piSmiennictwie,
w ktérych wskazano na udziat genu FAM107A w przebiegu nowotwordéw krtani.

P2. Kiwerska K, Jozefiak A, Markowska J, Kedzia W, Jackowska J, Wierzbicka M. Oral-genital human
papillomavirus infection in Polish couples: frequent detection of HPV 42. BMC Infect Dis. 2019 Feb
6;19(1):122. DOI: 10.1186/s12879-018-3645-0.

Kolejny aspekt moich badan dotyczy powigzania wystepowania nowotwordéw gtowy i szyi
HNSCC z infekcjg ludzkim wirusem brodawczaka HPV. Wirus HPV jest znanym od wielu lat czynnikiem
odpowiadajgcym za rozwdj ztosliwych nowotwordw szyjki macicy u kobiet [22]. Jego transmisja
nastepuje przede wszystkim drogg ptciowg, a w zwigzku z pewnymi zachowaniami seksualnymi (m.in.
duza liczba partneréw seksualnych w trakcie zycia, czeste kontakty oralne) ma réwniez znaczenie
w rozwoju ptaskonabtonkowych nowotwordw ustnej czesci gardta OPSCC [19,22]. Pomimo spadku
liczby zachorowan na nowotwory szyjki macicy w Polsce (kampanie spoteczne, programy przesiewowe)
rownolegle obserwuje sie wzrost zachorowan na OPSCC, ktére sg wywotane infekcjg HPV.
Genotypowanie HPV jest dobrg metodg przesiewowg w badaniu wymazdéw pobranych z wybranych
regiondw anatomicznych.

W przedstawionych badaniach przesledzono rozktad genotypow wirusa HPV wsréd 197
polskich par, u ktérych kobieta miata zdiagnozowany stan patologiczny szyjki macicy w postaci raka
(n=71) lub dysplazji (CIN I-l - ang. Cervical Intraepithelial Neoplasia; n=126) a stany te powigzane byty
zinfekcjg HPV (197/197; 100%). Prowadzone badania miaty na celu ustalenie dominujgcych typow HPV
u polskich par w okolicy genitalnej i ustnej czesci gardta, ktére przenoszone drogg ptciowg moga
wptywad na ryzyko rozwoju nowotworu w obrebie gardta srodkowego.

Zgromadzono materiat do badad w postaci wymazéw z kanatu szyjki macicy, jej czesci
pochwowej, ze strefy transformacji u kobiet z CIN I-1l lub ze sklepienia pochwy u kobiet po zabiegu
usuniecia macicy. Od kazdego z partneréw pobrano wymaz spod napletka. Od wszystkich oséb
pobrano réwniez wymazy z ustnej czesci gardta. Przeprowadzono reakcje genotypowania technikg PCR
w czasie rzeczywistym z wykorzystaniem zestawu umozliwiajgcego jednoczesng detekcje 28 typow
HPV, w tym 19 typow wysokiego ryzyka HR (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68,
69, 73, 82) oraz 9 typow niskiego ryzyka LR (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70). Jak juz wspomniano
u wszystkich badanych kobiet (197/197) wykryto infekcje wirusem HPV w wymazie ginekologicznym.
U 114/197 (57.9%) mezczyzn wykryto infekcje HPV w wymazie z napletka. W wymazach pobranych od
par z gardta sSrodkowego stwierdzono obecnos¢ HPV u 39/197 (19.8%) kobiet i u 56/197 (28.4%)
mezczyzn. Do najczesciej wykrywanych typow HPV nalezaty zaréwno typy HR, jak i LR. W wymazach
pobranych z drég ptciowych najczesciej wykrywano HPV 16/31/42/39/54 u kobiet oraz HPV
66/42/16/31/53 u mezczyzn. Z kolei w wymazach pobranych z gardta dominowaty HPV 6/39/42/35/16
u kobiet oraz HPV 39/6/42/40/33 u mezczyzn. Obecnos$¢ HPV wysokiego ryzyka we wszystkich typach
wymazéw moze S$wiadczy¢ o ryzyku wystgpienia nowotworu (jesli dotad nie wystgpit) w obu
lokalizacjach anatomicznych. Stad potrzeba regularnych kontroli u lekarzy specjalistow. Szczegdlnie
dotyczy to oséb ze stwierdzonym HPV w wymazie z gardta, gdyz w $wietle badan Rosenthal i wsp. [27]
u osoby zdrowej, wolnej od choroby nowotworowej w obrebie gardta Srodkowego HPV nie wystepuje
w poptuczynach pobranych z jamy ustnej.

U 114/197 (57.9%) par oboje partnerzy mieli wykrytg infekcje wirusem w drogach ptciowych,
przy czym u 33/114 (28.9%) par byta to infekcja przynajmniej jednym takim samym typem wirusa.
Zgodne typy wirusa wykrywane najczesciej w poszczegdlnych parach to HPV 31, 16, 18, 66 i 42.
U pozostatych 81 par infekcja wywotana byta odmiennymi typami wirusa HPV. Z kolei u 11 par (5.6%)
wirusa wykryto w wymazach z gardta, przy czym u 9/11 par infekcja dotyczyta tego samego typu wirusa
(6 lub 33 lub 39 lub 42 lub 66).

U kobiet najczestszym typem wykrywanym w wymazach ginekologicznych byt HPV16.
Wystepowat on istotnie czesciej u kobiet, ktére miaty nowotwar szyjki macicy niz u tych, u ktérych
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wykryto dysplazje niskiego stopnia (p=0.002) a takze istotnie czesciej gdy infekcja dotyczyta tylko tego
jednego typu wirusa (p=0.035). Kolejne najczestsze cztery typy wsrdd tej grupy to dwa typy wysokiego
ryzyka (HPV 31 i 39) oraz dwa niskiego ryzyka (HPV 42 i 54). Typ 42, jako jedyny z tej grupy przewazat
u pacjentek, ktére miaty zdiagnozowanego raka szyjki macicy (15/20). Pozostate trzy typy przewazaty
u pacjentek ze zdiagnozowang dysplazjg szyjki macicy. Dodatkowo, u 9/15 sposrdd kobiet z HPVA42, typ
ten byt identyfikowany jako jedyny wystepujgcy. Odmiennie, u kobiet z CIN (5/20) infekcji HPV42
towarzyszyta koinfekcja innym typem wirusa HPV. Nalezy podkresli¢, iz HPV42 zostat wykryty w obu
typach pobranych wymazéw u kobiet i u mezczyzn jako jeden z najczestszych genotypdw. Jego czestosc
w poszczegdlnych wymazach wahata sie od 10.2 do 19.6%.

Podsumowujac, z przeprowadzonych badan wynika, iz infekcja réznymi typami wirusa HPV
(w tym wysokiego ryzyka) w polskich parach jest powszechna. Szczegdlnie identyfikacja HR HPV
w wymazie z gardta powinna byc¢ silng przestankg do regularnych kontroli laryngologicznych w zwigzku
z ryzykiem wystgpienia nowotworu w tej okolicy. Zainteresowanie budzi wysoka czestos¢ typu HPV42
uznawanego za typ niskiego ryzyka w obu rodzajach wymazéw u obu pfci. Doniesienia literaturowe
wskazujg na pewne cechy infekcji tym typem, ktére sg charakterystyczne dla rakéw
ptaskonabtonkowych, np. “rozlane” barwienie (ang. diffuse staining) biatka P16 czy tez obecnosc
motywu wigzania pRB w sekwencji wirusowej E7 typowych dla HPV wysokiego ryzyka [28]. Uzyskane
wyniki oraz dane literaturowe stanowig przestanke do rozwazenia czy w populacji polskiej typ HPV 42
nie powinien zosta¢ uznany za typ wysokiego ryzyka, co wymagatoby dalszej weryfikacji
z wykorzystaniem wiekszej grupie chorych badanych w regularnych odstepach czasowych. Najnowsze
badania potwierdzajg, iz reklasyfikacja stopnia onkogennosci HPV42 jest zasadna [29].

P3. Brauze D, Kiwerska K, Bednarek K, Grenman R, Janiszewska J, Giefing M, Jarmuz-Szymczak M.
Expression of Serpin Peptidase Inhibitor B2 (SERPINB2) is requlated by Aryl hydrocarbon receptor (AhR).
Chem Biol Interact. 2019 Aug 25;309:108700. DOI: 10.1016/j.cbi.2019.06.013

W trakcie mojej pracy naukowej zaangazowatam sie réwniez w badania dotyczgce roli
receptora weglowodoréw aromatycznych AhR w procesie rozwoju nowotwordw gtowy i szyi. Wiele
sposrod guzéw HNSCC rozwija sie w wyniku wieloletniej ekspozycji na kancerogeny obecne w dymie
tytoniowym, m.in. na wysoce szkodliwe policykliczne weglowodory aromatyczne PAH, ktére wigzac sie
z DNA powodujg szereg jego uszkodzen. Niektére z tych zwigzkdw, np. benzo[a]piren wystepujg
w postaci prokancerogenu i wymagaja aktywacji do postaci czynnego kancerogenu. W procesie tym
bierze udziat receptor Ah, ktéry po zwigzaniu takiego zwigzku (liganda) sam ulega aktywacji i bierze
udziat w regulacji ekspresji wielu genéw, w tym kodujgcych enzymy | i Il fazy metabolizmu
ksenobiotykéw (np. cytochromy P450). Po zwigzaniu liganda receptor przechodzi z cytozolu do jadra
komdrkowego, gdzie tworzy heterodimer z biatkiem ARNT (ang. Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator). Utworzony kompleks AhR/ARNT wigze sie z sekwencjami XRE (ang. Xenobiotic
Responsive Elements) - krétkimi sekwencjami DNA w regionach promotorowych regulowanych genéw.
Zwiekszona ekspresja tych gendéw prowadzi do zmian w metabolizmie, co czesto pocigga za soba
zwiekszong toksycznosc oraz wzmozone ryzyko kancerogenezy [30]. W ostatnich latach wykazano, iz
AhR odgrywa réwniez role w regulacji gendw biorgcych udziat w innych procesach prowadzacych do
nowotworzenia, takich jak apoptoza, proliferacja, wzrost i réznicowanie komadrek. Jednym z takich
genow jest SERPINB2 (ang. Serpin Family B Member 2), bedacy inhibitorem aktywatora plazminogenu
urokinazy. W naszych wczesniejszych pracach ustalilismy, ze gen ten jest silnie indukowany przez ligand
AhR (BNF -B-naftoflawon) w linii HepaRG [10]. Celem kolejnych badan, byto ustalenie roli receptora
AhR w regulacji ekspresji SERPINB2 w modelu raka krtani. Do badan wybrano linie komérkowg UT-SCC-
34, w ktérej indukcja ekspresji gendéw zaleznych od receptora AhR po stymulacji BNF byta najwyzsza
[9]. W pierwszym etapie wyciszono ekspresje receptora poprzez transfekcje linii UT-SCC-34 wektorem
kodujgcym shRNA skierowanym przeciwko AhR. Uzyskano wyciszenie AhR na poziomie 72%. W wyniku
tego eksperymentu obnizeniu ulegta réwniez indukowana ekspresja SERPINB2 (o 92%), jak i innych
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gendw regulowanych przez AhR, tj. CYP1A1 (84%) i CYP1B1 (76%). W ten sposdb potwierdzono, iz
obnizenie ekspresji AhR przektada sie na spadek ekspresji genu SERPINB2.

Przeprowadzono réwniez analize in silico sekwencji promotorowej genu SERPINB2 w celu
znalezienia sekwencji XRE. W przeciwieristwie do genéw CYP1A1 i CYP1B1, gdzie takich elementéw
mozna znalez¢ po kilkanascie, w promotorze SERPINB2 znaleziono tylko jedng sekwencje XRE-podobng
(zawierajaca fragment rdzeniowy XRE, tj. sekwencje GCGTG) zlokalizowang w odlegtosci 2848-2852 pz
od miejsca startu transkrypcji (TSS — ang. Transcription Start Site) tego genu. W zwigzku z tym
przeszukano sekwencje oddalong od genu, tj. domniemang sekwencje enhancerowg (20 - 15,5 kpz),
gdzie w regionie aktywnej chromatyny (H3K27ac) zidentyfikowano zgrupowanie klasycznych sekwencji
XRE. Ten region enhancerowy, zawierajgcy niekodujgce RNA (eRNA) zostat wczesniej zidentyfikowany
jako istotny element regulacji ekspresji SERPINB2 [31]. W przeprowadzonych nastepnie badaniach
wykazano, iz ligandy AhR sg zdolne do indukcji ekspresji enhancerowego RNA (774 eRNA) i ze zdarzenie
to poprzedza indukcje SERPINB2. Wykazano réwniez, iz wyciszenie AhR znosi ekspresje 774e RNA.
Jednakze badania z uzyciem immunoprecypitacji chromatyny nie wykazaty bezposredniego wigzania
AhR z zadng znang sekwencjg XRE. W zwigzku z tym, testowano hipoteze o uczestnictwie
dodatkowego, nowo syntetyzowanego biatka posredniczgcego w zaleznej od receptora Ah indukcji
ekspresji zaréwno 774 eRNA jak i SERPINB2. Wykazano, iz zadziatanie inhibitorem translacji biatek CHX
(ang. Cyclohexemide) przed podaniem BNF blokuje indukcje SERPINB2. Tym samym potwierdzono, ze
nowo syntetyzowane biatka sg niezbedne w AhR-zaleznej indukcji tego genu.

Podsumowujac, wykazano iz AhR bierze udziat w regulacji ekspresji SERPINB2 a jego indukcja
wydaje sie polegaé na syntezie nieznanego jeszcze biatka. Dodatkowo w tescie immunoprecypitacji
chromatyny wykazano, iz do tego procesu nie jest konieczne bezposrednie wigzanie AhR z sekwencjami
poprzedzajgcymi SERPINB2.

P4. Kiwerska K, Szyfter K. DNA repair in cancer initiation, progression, and therapy-a double-edged
sword. ) Appl Genet. 2019 Nov;60(3-4):329-334. DOI: 10.1007/s13353-019-00516-9

Do cyklu wiaczona zostata réwniez praca przeglagdowa, w ktérej omawiam znaczenie procesu
naprawy DNA (DDR - ang. DNA Damage Response) w inicjacji i progresji nowotworu, jak rowniez
w odniesieniu do powodzenia leczenia pacjentéw z nowotworami, w tym glowy i szyi. Tematyka
naprawy DNA w znacznym stopniu naktada sie na zagadnienie wysokiej zachorowalnosci na raka krtani
i jednoczesnie wigze sie z niskg efektywnoscig radio- i chemioterapii tej choroby. Skuteczna naprawa
DNA pozwala na utrzymanie stabilnosci genomu, nieustannie narazonego na dziatanie szkodliwych
czynnikdéw zewnetrznych oraz procesdw metabolicznych zachodzacych w komérkach. W zaleznosci od
rodzaju uszkodzenia zostajg uruchomione odpowiednie systemy naprawcze, to jest: naprawa przez
wycinanie zasad (BER — ang. Base Excision Repair), nukleotydow (NER — ang. Nucleotide Excision
Repair), naprawa niesparowanych zasad (MMR — ang. Mismatch Repair) czy naprawa rekombinacyjna
(NHEJ — ang. Non-Homologous End Joining i HR — ang. Homologous Recombination). Niski potencjat
naprawczy sprzyja wejsciu komaorek w szlak nowotworzenia, ze wzgledu na stabg skuteczno$¢ usuwania
uszkodzen wywotanych czynnikami rakotwdrczymi (np. kancerogenami zawartymi w dymie
tytoniowym, m.in policyklicznymi weglowodorami aromatycznymi). Ustalenie to dotyczy w pierwszej
mierze szlaku naprawy DNA przez wycinanie nukleotydéw (NER), bowiem kancerogeny obecne
w dymie tytoniowym generujg powstawanie objetosciowych adduktéw kancerogen:DNA usuwanych
w wyniku mechanizmu NER. Niska sprawnos$é¢ NER skutkuje generowaniem w tkankach osoby
eksponowanej skutecznej dawki kancerogenu na podwyzszonym poziomie. Zjawisko to opisano we
wczesnych pracach zespotu [32]. Uszkodzenia DNA nie usuniete odpowiednio szybko utrwalajg sie
w materiale genetycznym w postaci mutacji genowych i aberracji chromosomowych. Wydajnos¢
naprawy DNA jest kwestig indywidualng i wigze sie z polimorfizmem gendw regulujacych ten proces.
Na pierwszy rzut oka wydaje sig, iz prognozy dla pacjentéw z obnizonym potencjatem naprawczym sg
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z gruntu niekorzystne. Rzeczywiscie, jesli dojdzie do rozwoju procesu nowotworowego to dalsze losy
chorego (odpowiedZ na leczenie, ryzyko nawrotu, czas przezycia) sa réwniez uzaleznione od
poczatkowej, indywidualnej sprawnosci naprawy DNA, Oczekuje sie, ze napromieniowanie komérek
nowotworowych bedzie skutkowaé uszkodzeniem DNA i dalej Smiercig komdrek. Jednak sprawna
naprawa DNA przeciwdziata tym oczekiwaniom i zmniejsza efekt terapeutyczny. Dodatkowym
niekorzystnym efektem napromieniowania komodrek nowotworowych moze byé rozwiniecie
chemoodpornosci. Natomiast napromieniowane komadrki prawidtowe moga wejs¢ na szlak onkogenny
i rozwing¢ tzw. wtdrne ogniska nowotworowe.

Przedstawienie we wifasnej pracy pogladowej podwdjnej roli naprawy DNA w chorobie
nowotworowej i jej leczeniu spotkato sie z bardzo dobrym przyjeciem - publikacja ta w trakcie trzech
lat od momentu ukazania sie uzyskata az 53 cytowania i jest mojg najlepiej cytowang pierwszoautorskg

praca.

P5. Kiwerska K, Kowal-Wisniewska E, Ustaszewski A, Bartkowiak E, Jarmuz-Szymczak M, Wierzbicka M,
Giefing M. Global DNA methylation profiling reveals differentially methylated CpGs between salivary
gland pleomorphic adenomas with distinct clinical course. Int J Mol Sci. 2022 May 25;23(11):5962. DOI:
10.3390/ijms23115962.

Ostatnia praca wigczona do cyklu obejmuje zagadnienia zwigzane z gruczolakami
wielopostaciowymi S$linianek - fagodnymi nowotworami gruczotéw Sslinowych, ktérych czestosc
w ostatnich latach wzrosta zdecydowanie. Ich etiologia pozostaje nieustalona a podfoze genetyczne
dotad jest stabo poznane. Guzy te rozwijajg sie najczesciej w toku wieloletniej obserwacji, ich wzrost
jest powolny, niebolesny a torebka guza pozostaje zachowana. Istnieje jednak pewna populacja
pacjentdéw, u ktérych przebieg kliniczny jest zdecydowanie odmienny - wzrost jest duzo szybszy a czas
od pierwszych objawdw duzo krétszy. Przyczyna wystepowania takich réznic jest nieznana. Kryteria
klasyfikacji pacjentdow z guzami PA opisata po raz pierwszy prof. Matgorzata Wierzbicka wraz
z zespotem z poznanskiej Kliniki Laryngologii i Onkologii Laryngologicznej [25].

Dzieki uzyskanemu przeze mnie finansowaniu z Narodowego Centrum Nauki (grant Miniatura-
2, nr 2018/02/X/NZ5/00365) mozliwe byto wykonanie m.in. catogenomowego profilowania
metylacyjnego, z wykorzystaniem macierzy lllumina Human Methylation EPIC 850k BeadChip w grupie
o$miu pacjentdw z gruczolakiem wielopostaciowym S$linianki. Sposréd nich cztery przypadki
zaklasyfikowano jako tzw. guzy szybko rosngce (FGT - ang. Fast Growing Tumors) a cztery jako guzy
wolno rosngce (SGT - ang. Slow Growing Tumors). Celem przeprowadzonych badan byta identyfikacja
potencjalnych biomarkeréw metylacyjnych réznicujgcych guzy FGT od SGT. Wspomniana macierz
metylacyjna zawiera ponad 850 tysiecy tagdw reprezentujgcych dinukleotydy CpG rozproszone
w genomie. Aby wybraé CpG najsilniej réznicujgce badane grupy zastosowano nastepujace kryteria:
I) odrzucono CpG zlokalizowane w chromosomach X i Y; 1) wybrano tylko te CpG, dla ktérych rdéznica
Srednich metylacji pomiedzy FGT a SGT wynosita przynajmniej 40%; Ill) odchylenie standardowe dla
metylacji kazdego CpG w badanych grupach nie mogto przekroczyé 20%. W ten sposdb wskazano 85
dinukleotydéw CpG rdznicujgcych grupe FGT od SGT. Aby ostatecznie zawezi¢ badang grupe CpG
wybrano tylko te, ktére sasiadowaty z co najmniej jednym CpG wykazujagcym podobny trend
w metylacji a pominietym poprzez zastosowane kryteria I-1ll. W ten sposdb wskazano piec regionéw
réznicujgcych badane grupy - gdzie poziom metylacji DNA byt istotnie wyzszy w FGT w poréwnaniu do
SGT. Do regionéw tych zaprojektowano testy do pirosekwencjonowania DNA aby zweryfikowac wyniki
macierzy w powiekszonej grupie 75 pacjentéw z PA (n=36 FGT oraz n=39 SGT). tacznie we wszystkich
5 testach analizowano 13 dinukleotydéw CpG. W toku przeprowadzonych badan potwierdzono, iz
$redni poziom metylacji dla kazdego z analizowanych CpG byt istotnie wyiszy w guzach
zaklasyfikowanych jako szybko rosngce w poréwnaniu do guzéw sklasyfikowanych jako wolno rosngce.
Analizujgc wyniki dla poszczegélnych testow (zawierajacych od 1 do 5 CpG) potwierdzono, iz rowniez
one rdznicujg badane grupy pod katem metylacji DNA.

W kolejnym kroku sprawdzono czy uzyskane wyniki mogg by¢ wykorzystane jako potencjalne
narzedzie diagnostyczne do rozrdznienia guzéw Slinianek o odmiennym przebiegu. W tym celu dla
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poszczegdlnych dinukleotydow CpG wyznaczono krzywe ROC (ang. Receiver Operating Characteristic),
okreslajgce zwigzek pomiedzy czutoscig a specyficznoscia, bedace narzedziem do oceny poprawnosci
klasyfikatora. Pole pod krzywa ROC, oznaczane jako AUC (ang. Area Under Curve; przedziat 0-1)
przektada sie na trafnosé badanego modelu - im wyzsza wartos¢ AUC dla danego markera tym wiekszg
ma on wartos¢ diagnostyczng. W przeprowadzonych badaniach dla poszczegdlnych dinukleotydéw
CpG czutosé wahata sie w zakresie 0.69-0.81, specyficznos¢ w zakresie 0.59-0.72 a AUC w zakresie 0.63-
0.76. Z uwagi na fakt, ze wyniki te nie byty optymalne w znaczeniu ich diagnostycznej uzytecznosci
wykonano analize stopniowej regresji logistycznej w celu ustalenia zestawu tych CpG ktdre beda
wchodzity w sktad optymalnego modelu predykcyjnego [33]. Dzieki tej analizie wskazano model
ztozony z pieciu CpG (I: cg06748470; II: cg00600454; llI: chrl4: 77,371,501-77,371,502; IV: chrlé6:
77,469,589-77,469,590; V: cg19930657), dla ktérego czutos¢ wyniosta 0.78 a specyficznosé 0.9. Biorac
pod uwage fakt poréwnywania dwdéch grup o takim samym rozpoznaniu histopatologicznym uzyskana
wartosé¢ AUC na poziomie 0.845 stanowi przestanke za potencjalnym wykorzystaniem tego modelu
jako elementu uzupetniajgcego do rozrdzniania klinicznego przebiegu diagnozowanych gruczolakéw
wielopostaciowych slinianek. Takie podejscie do badania guzéw PA nie zostato dotgd opisane
w literaturze.

Podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ wynikajacych z przeprowadzonych badan
1. Wykazano po raz pierwszy, iz gen FAM107A jest deregulowany w ptaskonabtonkowym raku krtani.

e Wykazano brak ekspresji genu FAM107A i jego produktu biatkowego w liniach komdrkowych
LSCC i/lub pierwotnych guzach krtani w poréwnaniu do probek nienowotworowych

e Wykazano, iz delecje oraz metylacja DNA to najczestszy mechanizm prowadzacy do inaktywacji
tego genu

e Wykazano, iz demetylacja przy uzyciu decytabiny powoduje zniesienie metylacji oraz
przywrocenie ekspresji genu FAM107A

2. Wykazano, ze infekcja réznymi typami wirusa HPV (w tym wysokiego ryzyka) w polskich parach jest
powszechna.

e Woykazano, iz szczegdlnie infekcja wirusem HPV42 (znanym dotad jako typ niskiego ryzyka) jest
rozpowszechniona wsrdd polskich par, w ktérych kobieta miata wczesniej zdiagnozowany stan
patologiczny szyjki macicy zwigzany z infekcjg HPV.

e Wykazano wysoka czestos¢ HPV42 u obu ptci w wymazach pobranych z obu lokalizacji.

e Wskazano na koniecznos¢ regularnych kontroli laryngologicznych przez osoby u ktdérych
zidentyfikowano infekcje HPV w wymazie z gardta z uwagi na fakt ryzyka rozwiniecia
nowotworu w tej lokalizacji anatomiczne;.

3. Wykazano, iz receptor AhR bierze udziat w regulacji ekspresji genu SERPINBZ2. Indukcja tego genu nie
jest jednak bezposrednia ale wydaje sie by¢ zwigzana z syntezg nieznanego jeszcze biatka.

4. Opisano podwadjng role naprawy DNA w chorobie nowotworowej i jej leczeniu. Wskazano, iz dobor
procesu terapeutycznego powinien zosta¢ powigzany z efektywnoscig dziatania systemow naprawy
DNA.

5. Wykazano, ze réznice w metylacji DNA w wybranych dinukleotydach CpG mogg by¢ wykorzystane
do odrdznienia szybko rosngcych od wolno rosnacych gruczolakéw wielopostaciowych. Wskazany
model ztozony z pieciu dinukleotyddw CpG moze by¢ potencjalnie wykorzystany jako element
uzupetniajgcy w diagnostyce gruczolakéw wielopostaciowych Slinianek o réznym przebiegu klinicznym.
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5. INFORMACJIA O WYKAZYWANIU SIE ISTOTNA AKTYWNOSCIA NAUKOWA ALBO ARTYSTYCZNA
REALIZOWANA W WIECEJ NIZ JEDNEJ UCZELNI, INSTYTUCJI NAUKOWEJ LUB INSTYTUCJI KULTURY, W
SZCZEGOLNOSCI ZAGRANICZNEJ.

Opis kierunkéw badawczych realizowanych w okresie przed uzyskaniem stopnia doktora.
Aberracje chromosomowe zwiqzane z rozwojem ptaskonabfonkowych rakow gfowy i szyi

W trakcie realizacji pracy magisterskiej w Zaktadzie Genetyki Cztowieka PAN moje
zainteresowania skierowaty sie na techniki cytogenetyki klasycznej i molekularnej oraz ich
zastosowanie w diagnostyce réznych chordb. Po obronie pracy magisterskiej zostatam zatrudniona
w Zespole Mutagenezy, gdzie mogtam wykorzystaé nabyte umiejetnosci w badaniach
ptaskonabtonkowych rakéw krtani. Od poczatku zaangazowana bytam w prowadzenie hodowli
komérkowych guzéw krtani, pozyskanych w ramach statej wspdtpracy naukowej z prof. W. Szyfterem
i prof. M. Wierzbicka z Kliniki Laryngologii é6wczesnej Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego
w Poznaniu. Do moich zadan nalezato rdéwniez prowadzenie hodowli linii komdrkowych
wyprowadzonych z nowotwordéw glowy i szyi, ktdre otrzymaliSmy w ramach wspétpracy z prof.
Reidarem Grenmanem z Kliniki Otorynolaryngologii-Chirurgii Gtowy i Szyi, Uniwersytetu i Szpitala
w Turku (Finlandia). Bratam réwniez udziat w badaniach prowadzacych do ustalenia kariotypéw
otrzymanych linii komdrkowych. Linie te do dzisiaj s wykorzystywane jako model badawczy w pracach
Zaktadu Genetyki Nowotworéw IGCz PAN. Badania te oraz kolejne, prowadzone z wykorzystaniem
nowoczesnych technik: CGH, tj. porédwnawczej hybrydyzacji genomdw (ang. Comparative Genomic
Hybridization) oraz FISH, tj. fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. Fluorescence In Situ
Hybridization) miaty na celu identyfikacje aberracji chromosomowych, charakterystycznych dla
rozwoju i progresji rakdw krtani. W toku prowadzonych prac zidentyfikowano liczne aberracje liczbowe
i strukturalne oraz chromosomy markerowe w badanym materiale. Poréwnujac wzdér zmian w guzach
pierwotnych i odpowiadajgcych im przerzutach wykluczono region 13q14 (w ktérym zlokalizowany jest
gen RB1) jako ulegajacy utratom w trakcie progresji guza. Wyniki te zostaty przedstawione na
sympozjum Proceedings of the 2nd International Symposium w Marburgu (Niemcy) i opublikowane
w pracy: Szyfter K, Kujawski M, Jarmuz M, Grenmen R, Szukata K, Golusinski W, Szyfter W — Analysis of
chromosomes in metastasing tumour cells of larynx by molecular and conventional cytogenetics.
Metastases in Head and Neck Cancer. Tectum Verlag Marburg 2001 ISBN 3-8288-8254-4, str. 73-78.

W innej czesci badan analizowano status chromosomu Y w nowotworach krtani. Wykazano, iz
chromosom ten ulega czestej utracie zaréwno w guzach pierwotnych (14/22; 63%) jak i ich przerzutach
(15/22; 68%) a takze w guzach pierwotnych (8/8; 100%) i odpowiadajgcych im drugich pierwotnych
nowotworach krtani (8/8; 100%). Badania te wykazaty, ze utrata chromosomu Y jest charakterystyczna
zmiang obserwowang w guzach gtowy i szyi. Wyniki te zostaty opublikowane w pracy: Kujawski M,
Jarmuz M, Rydzanicz M, Szukata K, Wierzbicka M, Grenman R, Golusiniski W, Szyfter K — Frequent
chromosome Y loss in primary, second primary and metastatic squamous cell carcinomas of the head
and neck region. Cancer Letters, 2004, 208 (1): 95-111.

Prowadzone badania potwierdzaty, ze nowotwory gtowy i szyi, w tym nowotwory krtani to
choroba niezwykle ztozona genetycznie, ktéra cechuje sie akumulacjg zmian genetycznych wraz
z progresjg nowotworu [12]. Zmiany te mozliwe byty do zaobserwowania juz na wczesnym etapie
kancerogenezy, gdyz w efekcie ekspozycji na kancerogeny zawarte w dymie tytoniowym uszkodzeniom
genetycznym ulegat rdwniez histopatologicznie prawidtowy nabtonek [34]. Te dane staty sie przestanka
do kolejnych badan, ktérych efektem byta moja rozprawa doktorska pt. ,Analiza utraty
heterozygotycznosci w regionach wystepowania przeciwnowotworowych gendéw supresorowych
w raku krtani”. Cele pracy wynikaty z potrzeb i oczekiwan klinicystéw w zakresie identyfikacji zmian
predysponujacych pacjentéow do zachorowania na nowotwory, jak i oceny, ktdére z tych zmian
pozwalajg na wiarygodne prognozowanie przebiegu choroby.

14



Analiza utraty heterozygotycznosci w regionach wystepowania genow supresorowych w raku krtani

Badania prowadzono w grupie 65 chorych ze zdiagnozowanym rakiem krtani od ktérych oprécz
guza pobrano réwniez prawidtowg histologicznie tkanke otaczajgcg oraz dalszy fragment prawidtowej
btony sluzowej. W pierwszym etapie w badanym materiale analizowano utrate heterozygotycznosci
(LOH - ang. Loss Of Heterozygosity) w dwdch regionach chromosomu 13: 13q14 (jeden marker
mikrosatelitarny) i 13934 (dwa markery mikrosatelitarne). LOH obserwowano najczesciej w tkance
guza a jej czestos¢ w zaleznosci od badanego markera wynosita 49-64%. W tkance marginesu LOH
stwierdzono w 12-31% przypadkéw a w zdrowej tkance odlegtej w 6-22% badanych przypadkdéw.
Uzyskane wyniki wskazaty, iz ramie 13q ulega czestym utratom w przebiegu raka krtani, natomiast
pojawienie sie LOH w tkance histologicznie niezmienionej moze by¢ czynnikiem predykcyjnym
wystgpienia wznowy miejscowej lub drugiego pierwotnego nowotworu w tej lokalizacji anatomicznej.
Na realizacje tego projektu uzyskatam dofinansowanie z Komitetu Badan Naukowych w ramach grantu
mtodego badacza. Badania te zostalty wykonane w trakcie trzymiesiecznego stazu naukowego
w Laboratorium Biologii Molekularnej Nowotworéw, kierowanym przez dr Juergena Briegera, w Klinice
Otorynolaryngologii Uniwersytetu Medycznego w Mainz w Niemczech i zostaty opublikowane w pracy:
Szukata K, Brieger J, Bruch K, Biczysko W, Wierzbicka M, Szyfter W, Szyfter K - Loss of heterozygosity
on chromosome arm 13q in larynx cancer patients: analysis of tumor, margin and clinically unchanged
mucosa. Medical Science Monitor, 2004, 10 (6): CR233-2408. Analiza LOH zostata przeze mnie
wykonana z wykorzystaniem nowoczesnego w tamtym czasie sekwenatora kapilarnego ABI PRISM 310,
miatam réwniez mozliwos¢ nauczy¢ sie sekwencjonowania Sangera przy uzyciu tego aparatu.

Nastepnie badania poszerzono o grupe kolejnych markerow mikrosatelitarnych, znajdujgcych
sie w regionach chromosomowych: 3p, 79, 8p, 9p, 18q. W regionach tych zlokalizowane sg geny
supresorowe, ulegajace inaktywacji na wczesnych etapach rozwoju rakéw krtani, takie jak: CDKN2A
(alias p16; 9p21), TP53 (17p13.1) czy FHIT (3p14.2). Badania prowadzono w uprzednio zgromadzonym
materiale pozyskanym od 65 pacjentéw oraz u czesci pacjentéw z tej grupy w wymazach pobranych
z okolicy guza pierwotnego w trakcie kontroli cztery lata po operacji (ang. follow up). Celem takiego
podejscia byto okreslenie czy prowadzone badania mogg zosta¢ wykorzystane przez klinicystow
w predylekcji wznowy. Wykazano, iz najczesciej traconym markerem mikrosatelitarnym w tkance
nowotworowe] jest D351234 zlokalizowany w regionie 3p14.2 (29%), natomiast w prawidtowych
histologicznie marginesie i oddalonej bfonie $luzowej czestosci te byly nizsze, odpowiednio: 5%
(D3S1304; 3p26.1) oraz 6% (D9S171; 9p21). W grupie wymazdéw pobranych w trakcie follow up
najczesciej wykrywano LOH w markerach D351300 (3p14.2), D75486 (7931.2) oraz D185S46 (18qg21.1).
Nie powigzano jednak obecnos$ci LOH w tych markerach z ryzykiem wystgpienia wznowy. Wskazano
natomiast, iz utrata prawdopodobnie nastgpita juz po zabiegu usuniecia guza jako rezultat ciggtej
ekspozycji pacjentéw na kancerogeny (kontynuacja palenia papieroséw i spozywania alkoholu po
zabiegu laryngektomii). Wyniki przeprowadzonych badan zostaty opublikowane w pracy: Szukata K,
Sowinska A, Wierzbicka M, Biczysko W, Szyfter W, Szyfter K. Does loss of heterozygosity in critical
genome regions predict a local relapse local relapse in patients after laryngectomy? Mutation Res,
2006, 600: 67-76. Ponadto techniczny aspekt analizy LOH zostat opisany jako rozdziat w ksigzce:
Szukata K, Kujawski M, Szyfter K— Analiza utraty heterozygotycznosci (LOH) w badaniach nowotworéw,
str. 359-364. W “Przyktady analiz DNA” pod red. R. Sfomskiego. Wydanie Il poszerzone | uzupetnione.
Wydawnictwo AR im. A.Cieszkowskiego, ISBN 83-7160 346-0, Poznarni, 2004.

W nurcie dotyczacym utraty heterozygotycznosci w nowotworach gtowy i szyi znalazty sie
rowniez badania opublikowane w pracy: Giefing M, Rydzanicz M, Szukata K, WoZniak A, Wierzbicka M,
Szyfter K, Kujawski M. - Second primary tumors (SPT) of head and neck. Distinquishing of "true" SPT
from micrometastasis by LOH analysis of selected chromosome regions. Neoplasma, 2005, 52 (5): 374-
380. W badaniach tych wykorzystano analize LOH do oceny klonalnosci nowotworéw pierwotnych
i drugich nowotworéw pierwotnych (SPT —ang. Second Primary Tumor) pochodzgcych od tego samego
pacjenta. Wykazano, iz w przypadku kolejnego guza, klinicznie kwalifikowanego jako SPT 26% (6/23)
byto klonalnie niezwigzanych (tzw. ,prawdziwe” SPT), natomiast 13% (3/23) miato zmiany klonalne, co
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klasyfikowato je jako mikroprzerzuty lub drugie ognisko tego samego pola (SFT — ang. Second Field
Tumor). W pozostatych 61% (14/23) dane byty niewystarczajgce/niejednoznaczne, aby wyciggna¢ na
ich podstawie wnioski dotyczace klonalnosci. Badania te potwierdzity po raz kolejny jak bardzo ztozony
jest proces kancerogenezy w nowotworach gtowy i szyi.

Geny supresji nowotworowej w ptaskonabfonkowych nowotworach gtowy i szyi

W trakcie realizowanych badan zwrécono uwage na szerszg role i udziat gendw supresorowych
w rozwoju nowotwordw gtowy i szyi. W pracy przegladowej: Szyfter K, Kujawski M, Szukata K. Rola
przeciwnowotworowych gendw supresorowych w nowotworach gtowy i szyi. Wspodtczesna Onkologia,
2003, 7 (4): 240-246 opisalismy m.in. jak funkcjonujg geny supresorowe w Swietle “hipotezy dwdch
zdarzen Knudsona”, jakie sg mechanizmy prowadzgce do wyfaczania ich aktywnosci oraz jaka jest rola
poszczegdlnych gendw w inicjacji i progresji nowotwordw gtowy i szyi. Z kolei uszkodzenia
przeciwnowotworowego genu TP53 oraz typy mutacji tego genu w powigzaniu z paleniem/nie
paleniem tytoniu zostaty przedstawione w publikacji Szyfter K, Kiwerska K, Rydzanicz M, Kruszyna ¢,
Zamelduch T, Jagodzinski P. Mutacje supresorowego genu przeciwnowotworowego TP53
w nowotworach tytonio-zaleznych. Przeglqd Lekarski, 2009, 66 (10): 603-607. W kolejnych badaniach
w ramach realizowanego przeze mnie zadania badawczego w obrebie grantu zamawianego (nr PBZ-
KBN-091/P05/2003/19) przeprowadzono analize mutacji (wariantéw sekwencji) w genie CDKN2A
w grupie 390 pacjentéw z ptaskonabtonkowym rakiem krtani. W wyniku przeprowadzonych badan
zidentyfikowano 40 réznych wariantéw sekwencji, m.in. dwie transwersje w kodonie 108: ¢.322G>C
(p.Asp108His) oraz ¢.322G>T (p.Asp108Tyr) oraz tranzycje w kodonie 110 wprowadzajgcg kodon STOP:
€.110G>A (p.Trp110X). Biorac pod uwage lokalizacje tych zmian (region powtdérzen ankyrinowych)
stwierdzono, iz mutacje te mogg by¢ krytycznymi hot-spotami podczas rozwoju raka krtani. Wyniki
badan opublikowano w pracy: Kiwerska K, Rydzanicz M, Kram A, Pastok M, Antkowiak A, Domagata
W, Szyfter K. Mutational analysis of CDKN2A gene in a group of 390 larynx cancer patients.
Molec.Biol.Rep., 2010, 37 (1): 325-332. Badania te wykonano przed uzyskaniem stopnia doktora,
natomiast publikacja ukazata sie juz po obronie pracy doktorskiej.

Podjeto réwniez badania majgce na celu zidentyfikowanie znanych i/lub domniemanych
gendw supresorowych, ktorych inaktywacja jest efektem delecji homozygotycznej. Przeprowadzono
catogenomowag hybrydyzacje pordwnawczg, tzw. array CGH w trzech liniach komérkowych przy uzyciu
macierzy Agilent Human Genome CGH 44B. Zidentyfikowano 31 regiondw kandydujacych, z ktdrych
pie¢ weryfikowano nastepnie poprzez PCR w powiekszonej grupie 12 linii komdérkowych LSCC.
Powtarzajgca sie delecje homozygotyczng wykryto w genie CDKN2A. Zmiana ta zostata potwierdzona
w 7/12 badanych linii komdrkowych. Uzyskany wynik podkreslit znaczenie genu CDKN2A jako waznego
genu supresorowego w przebiegu raka krtani a takze wskazat na inny niz LOH, mutacje czy metylacja
DNA mechanizm jego inaktywacji. Wyniki opublikowano w pracy Giefing M, Martin-Subero JI, Kiwerska
K, Jarmuz M, Grenman R, Siebert R, Szyfter K. Characterization of homologous deletions in laryngeal
squamous cell carcinoma cell lines. Cancer Genet. Cytogenet. 2008, 184 (1): 38-43. DOI:
10.1016/j.cancergencyto.2008.03.004.

Opis kierunkéw badawczych realizowanych w okresie po uzyskaniu stopnia doktora.

Identyfikacja potencjalnych gendow supresji nowotworowej oraz mechanizmoéw ich inaktywacji w
ptaskonabtonkowych rakach gtowy i szyi

Po uzyskaniu stopnia doktora uczestniczytam w kontynuacji badan dotyczacych identyfikacji
potencjalnych gendéw supresorowych a takze mechanizmdw ich inaktywacji. W ramach uzyskanych
projektéw i wspotpracy z prof. Reinerem Siebertem (Instytut Genetyki Cztowieka w Kilonii)
realizowanych w Zaktadzie wykonano dwie catogenomowe analizy: 1) analize liczby kopii
z wykorzystaniem techniki array CGH (Agilent Human Genome CGH 244A Microarray) w 10 liniach
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komdrkowych LSCC oraz 2) profilowanie ekspresji przy uzyciu macierzy Affymetrix GeneChip Human
Genome U133 Plus 2.0 Array w 10 liniach komdrkowych LSCC i trzech kontrolach pochodzacych
z materiatu nienowotworowego krtani lub jej okolic. Przy uzyciu techniki array CGH zidentyfikowno
113 regiondéw zawierajgcych geny kodujgce biatka, w ktdrych obserwowano istotne zmniejszenie liczby
kopii, co wskazywato na potencjalng homozygotyczng delecje. Metodg multipleks PCR potwierdzono
22 nowe homozygotyczne delecje w 15 genach z tej grupy. Trzy z tych gendw: PCDH17/PCH68, PRR20
i PTPRD zostaty homozygotycznie utracone w dwdch liniach komérkowych. Dodatkowo wyniki
macierzy ekspresyjnej wskazaty, iz cztery geny z tej grupy: ATG7, ZMYND11, PCDH17/PCH68 i PTPRD
wykazywaty statystycznie istotne obnizenie ekspresji w liniach komérkowych LSCC w poréwnaniu
z prawidtowymi kontrolami. Wyniki te zweryfikowano nastepnie przy uzyciu techniki PCR w czasie
rzeczywistym w powiekszonej grupie 21 linii komérkowych LSCC a takze na poziomie biatka za pomoca
Western blot. Ostatecznie potwierdzono, iz geny PCDH17/PCH68 i PTPRD mogg by¢ nowymi,
potencjalnie supresorowymi genami w ptaskonabtonkowych rakach krtani. Uzyskane wyniki zostaty
opublikowane w pracy: Giefing M, Zemke N, Brauze D, Kostrzewska-Poczekaj M, Luczak M,
Szaumkessel M, Pelinska K, Kiwerska K, Ténnies H, Grenman R, Figlerowicz M, Siebert R, Szyfter K,
Jarmuz M. High resolution ArrayCGH and expression profiling identifies PTPRD and PCDH17/PCH68 as
tumor suppressor gene candidates in laryngeal squamous cell carcinoma. Genes Chromosomes Cancer.
2011 Mar;50(3): 154-66. DOI: 10.1002/gcc.20840.

W kolejnych badaniach skupiono sie na poszukiwaniu innych niz delecje mechanizméw
prowadzacych do wyciszenia ekspresji wybranych genéw. W badaniach dotyczacych genu PTPRD
sprawdzono, czy mutacje punktowe lub hipermetylacja promotora genu mogg powodowac jego
deregulacje. Sekwencjonujgc regiony kodujgce genu PTPRD nie znaleziono jednak mutacji punktowych,
ktére mogtyby powodowac jego inaktywacje. Zidentyfikowano natomiast powtarzajgcy sie metylacje
DNA w 9/14 linii komorkowych LSCC (64%) oraz w 37/79 (47%) pierwotnych guzow krtani, statystycznie
wyzszg w poréwnaniu do prawidtowe]j btony Sluzowej gérnych drég oddechowych (odpowiednio,
p=0.001 i p=0.0002). Podsumowujac, wykazano, iz metylacja DNA jest dominujgcym mechanizmem
inaktywacji genu PTPRD. Wyniki tych badan opublikowano w pracy Szaumkessel M, Wojciechowska S,
Janiszewska J, Zemke N, Byzia E, Kiwerska K, Kostrzewska-Poczekaj M, Ustaszewski A, Jarmuz-
Szymczak M, Grenman R, Wierzbicka M, Bartochowska A, Szyfter K, Giefing M. Recurrent epigenetic
silencing of the PTPRD tumor suppressor in laryngeal squamous cell carcinoma. Tumour Biol. 2017 Mar;
39(3): 1010428317691427. DOI: 10.1177/1010428317691427. Podobnie, dla genu PCDH17 wykazano,
iz metylacjia DNA w sposdb powtarzalny prowadzi do wyciszenia ekspresji tego genu (32/81
przypadkéw (40%)). Roinice w poziomie metylacji DNA w guzach w odniesieniu do tkanek
prawidtowych byty statystycznie istotne (p<0.001). Dodatkowo wykazano, iz zastosowanie decytabiny
(Srodka demetylujgcego) przywraca ekspresje genu PCDH17 w liniach komérkowych LSCC. Uzyskane
wyniki opublikowano w pracy Byzia E, Soloch N, Bodnar M, Szaumkessel M, Kiwerska K, Kostrzewska-
Poczekaj M, Jarmuz-Szymczak M, Szylberg L, Wierzbicka M, Bartochowska A, Kalinowicz E, Grenman R,
Szyfter K, Marszalek A, Giefing M. Recurrent transcriptional loss of the PCDH17 tumor suppressor in
laryngeal squamous cell carcinoma is partially mediated by aberrant promoter DNA methylation. Mol
Carcinog. 2018 Mar 22. DOI: 10.1002/mc.22808.

Wykorzystanie wynikéw uzyskanych z zastosowaniem wysokoprzepustowych analiz
macierzowych doprowadzito do identyfikacji rowniez innych gendéw, potencjalnie supresorowych,
takich jak: GNG7, FAM107A, CEACAM6, DIAPH2 i MAF. Praca dotyczaca genu FAM107A zostata
wigczona do cyklu habilitacyjnego (P1).

W badaniach nad GNG7 wykazano utrate biatka kodowanego przez ten gen u 68/188 (36%)
pacjentow z nowotworem  krtani/dna jamy ustnej z  wykorzystaniem  barwienia
immunohistochemicznego. Dodatkowo stwierdzono, iz utrata ekspresji korelowata z wielkoscig guza
(pT3/T4; p=0.012) oraz z brakiem przerzutéw do weztéw chtonnych (p=0.02). Wykazano takze silng
korelacje pomiedzy utratg biatka GNG7 a keratynizacja guzéw (p=0.008). Z wykorzystaniem
pirosekwencjonowania DNA stwierdzono hipermetylacje w regionie promotora GNG7 w 8/13 (62%)
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linii komérkowych LSCC oraz w 42/98 (48%) pierwotnych rakéw krtani. Zmiane tg statystycznie czesciej
obserwowano u mtodych pacjentéw (p<0.001). Dodatkowo korelowata ona z utratg ekspresji genu
GNG7 (p<0.001). Wyniki tych badan opublikowano w pracy: Hartmann S., Szaumkessel M., Salaverria
1., Simon R., Sauter G., Kiwerska K., Gawecki W., Bodnar M., Marszatek A., Richter J., Brauze D., Zemke
N., Jarmuz M., Hansmann M.-L., Siebert R., Szyfter K. and Giefing M. Loss of protein expression and
recurrent DNA hypermethylation of the GNG7 gene in squamous cell carcinoma of the head and neck.
J. Appl. Genetics, 2012, 52 (2):167-174. DOI: 10.1007/s13353-011-0079-4

W kolejnych badaniach w oparciu o dane uzyskane przy uzyciu macierzy ekspresyjnej
Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 stwierdzono obnizong ekspresje genu CEACAM6
w 16 analizowanych prdébkach linii komdrkowych i guzéw pierwotnych, co zostato nastepnie
potwierdzone przy uzyciu PCR w czasie rzeczywistym w powiekszonej grupie linii komérkowych (n=25).
Nastepnie wykluczono mutacje oraz zmiane liczby kopii jako czynniki sprawcze obnizonej ekspresji
genu. Natomiast w wyniku przeprowadzonego pirosekwencjonowania po konwersji DNA
wodorosiarczynem sodu stwierdzono hipermetylacje DNA w promotorze CEACAM6 w 9/25 (36%) linii
komodrkowych.  Zastosowanie 5-aza-2-deoksycytydyny znoszacej metylacje spowodowato
przywrdocenie ekspresji genu w obu liniach komorkowych (UT-SCC-11 i UT-SCC-29) poddanych tej
procedurze. Uzyskane wyniki przedstawiono w pracy: Bednarek K, Kostrzewska-Poczekaj M,
Szaumkessel M, Kiwerska K, Paczkowska J, Byzia E, Ustaszewski A, Janiszewska J, Bartochowska A,
Grenman R, Wierzbicka M, Szyfter K, Giefing M, Jarmuz-Szymczak M. Downregulation of CEACAM6
gene expression in laryngeal squamous cell carcinoma is an effect of DNA hypermethylation and
correlates with disease progression. Am J Cancer Res. 2018 Jul 1,8(7):1249-1261. eCollection 2018.

Dane uzyskane w tych eksperymentach wskazujg, ze zaréwno w przypadku genu GNG7, jak
i genu CEACAM metylacja DNA w regionie promotorowym jest dominujgcym mechanizmem
wyciszajgcym gen. Dodatkowo wykazano, iz obnizenie ekspresji genu CEACAMEG jest znaczgce w liniach
komdérkowych pochodzacych z guzéw o wysokim stopniu zaawansowania.

W kolejnych badaniach skupiono sie na dwdch genach: DIAPH2 i DIAPH3, ktérych funkcje
pozwalajg na powigzanie ich utraty z mechanizmem przerzutowania. W warunkach fizjologicznych
biatka kodowane przez te geny — forminy — biorg udziat w procesach komdrkowych, takich jak
cytokineza czy adhezja komodrkowa. W celu poznania uszkodzen w obu genach poddano je
sekwencjonowaniu w pieciu liniach komdrkowych pochodzacych z przerzutéw do weztéw chtonnych.
W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano hemizygotyczng delecje (c.3116_3240del125)
w genie DIAPH2 w domenie funkcjonalnej FH2, kluczowej do prawidtowego dziatania biatka
kodowanego przez ten gen. Dodatkowe sekwencjonowanie 95 prébek LSCC wraz z analizg wynikow
z bazy cBioPortal pozwolito na wskazanie kolejnych zmian w genie DIAPH2, ktdre istotnie czesciej
wystepowaty w guzach przerzutujacych do weztéw chtonnych (N+; p=0.036) [35,36]. Nastepnie
sprawdzono jaka jest konsekwencja inaktywacji DIAPH2 dla komadrek. W tym celu z wykorzystaniem
techniki CRISPR/Cas9 uzyskano linie komdrkowg HEK-293T z heterozygotyczng mutacjg DIAPH2*/~
(g.1146delA i g.1156_1163delACATGATG). Nastepnie réwnolegle przeprowadzono testy na
proliferacje i migracje komoérek w linii prawidtowej (DIAPH2**) oraz edytowanej (DIAPH2").
Wykazano, iz linia z mutacjg charakteryzuje sie wolniejszg proliferacjg (p<0.001). Zaobserwowano
natomiast, ze linia DIAPH2*/~ cechuje sie istotnie szybsza migracjg w stosunku do linii dzikiej (p=0.014).
Uzyskane wyniki pozwalajg stwierdzi¢, iz mutacje w genie DIAPH2 mogg przyczyniaé sie do nabycia
potencjatu do przerzutowania komérek LSCC. Uzyskane wyniki zostaly przedstawione w pracy:
Kostrzewska-Poczekaj M, Byzia E, Soloch N, Jarmuz-Szymczak M, Janiszewska J, Kowal E, Paczkowska
J, Kiwerska K, Wierzbicka M, Bartochowska A, Ustaszewski A, Greczka G, Grenman R, Szyfter K, Giefing
M. DIAPH?2 alterations increase cellular motility and may contribute to the metastatic potential of
laryngeal squamous cell carcinoma. Carcinogenesis. 2019 Oct 16; 40(10):1251-1259. DOI:
10.1093/carcin/bgz035.
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Kolejnym genem, ktérym zainteresowaliSmy sie w trakcie badan nad supresorami
nowotworéw jest czynnik transkrypcyjny MAF. Zostat on zidentyfikowany we wczesniejszych
badaniach Zaktadu jako gen regulowany poprzez miR-1290 [37]. W kolejnych badaniach potwierdzono
bezposrednie oddziatywanie tego miR-1290 z 3’UTR genu MAF za pomocg systemu podwdjnych
reporterow lucyferazy. Z wykorzystaniem barwienia immunohistochemicznego wykazano utrate
jadrowej ekspresji biatka MAF w 58% analizowanych prébek LSCC, w tym catkowity brak ekspresji
w 10% prébek w porédwnaniu do zachowanej w 100% cytoplazmatyczno-jgdrowej ekspresji w prébkach
prawidtowej btony $luzowej. Zaobserwowano przy tym akumulacje biatka w cytoplazmie przy braku
ekspresji jadrowej, co podkresla zaburzenia aktywnosci MAF jako czynnika transkrypcyjnego.
Wykluczono mutacje typu,loss of function” (utraty funkcji), metylacje DNA w regionie promotorowym
genu MAF a takze zmiane liczby kopii jako mechanizmy odpowiadajgce za utrate MAF w LSCC.
Z wykorzystaniem analiz FIMO (ang. Find Individual Motif Occurrences) oraz GO (ang. Gene Ontology)
zidentyfikowano natomiast geny zaangazowane w regulacje apoptozy, zawierajgce w swej sekwencji
promotorowej motyw wigzania dla genu MAF, sposréd ktérych wytypowano gen PRODH do dalszych
analiz funkcjonalnych. W kolejnych badaniach wykazano, ze wzmocnienie nadekspresji miR-1290
w komdrkach LSCC za pomocyg wektora ekspresyjnego skutkuje obnizeniem ekspresji MAF, co
w konsekwencji przektada sie na spadek ekspresji PRODH. W ten sposdb mozna wnioskowaé, iz gen
MAF dziata w LSCC jako supresor poprzez regulacje apoptozy. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane
w pracy Janiszewska J, Bodnar M, Paczkowska J, Ustaszewski A, Smialek MJ, Szylberg L, Marszalek A,
Kiwerska K, Grenman R, Szyfter K, Wierzbicka M, Giefing M, Jarmuz-Szymczak M. Loss of the MAF
Transcription Factor in Laryngeal Squamous Cell Carcinoma. Biomolecules. 2021 Jul 15;11(7):1035. DOI:
10.3390/biom11071035.

Podsumowujac, w wyniku realizowanych prac wskazano siedem potencjalnych gendéw
supresorowych deregulowanych w nowotworach HNSCC (gtéwnie w LSCC) oraz zidentyfikowano
gtéwne mechanizmy ich inaktywacji, przede wszystkim metylacje DNA. Powigzanie tych gendw
z nowotworami gltowy i szyi stanowito novum w literaturze. Za cykl 5 oryginalnych prac powstatych
w ramach realizowania badan dotyczacych utraty gendw  supresji nowotworowej
w ptaskonabtonkowym raku krtani zostatam nagrodzona wraz z Zespotem nagrodg Wydziatu Nauk
Medycznych PAN (2019r.).

Badanie metylacji DNA w guzach HNSCC

W badaniach przedstawionych powyzej wskazaliSmy metylacje DNA jako najczestszy
mechanizm powodujacy deregulacje zidentyfikowanych przez nas gendéw o potencjalnym znaczeniu
supresorowym w HNSCC. Réwnolegle bratam udziat w badaniach dotyczgcych oceny statusu metylacji
DNA w genach, ktdre wczesniej zostaty powigzane z nowotworami gtowy i szyi.

Pierwszy projekt, w ktory bytam zaangazowana dotyczyt badan metylacji DNA w genach
z rodziny anemii Fanconiego (FA; choroba uwarunkowana genetycznie) oraz genach naprawy DNA —
BRCA1/BRCA2, ktérych mutacje zwiekszajg predyspozycje do wystgpienia nowotwordw, w tym
nowotworéow gtowy i szyi [38]. Z wykorzystaniem techniki pirosekwencjonowania DNA po konwers;ji
wodorosiarczynem sodu przeanalizowano regiony promotorowe 13 gendw z rodziny FA i gendw z nimi
powigzanych w préobkach 13 linii komorkowych LSCC i 64 guzéow krtani. W trzech genach wykryto
nastepujgce zmiany: hipometylacje w genie FANCA w 11/13 linii komérkowych (p<0.0003) i w 64/64
probek raka krtani (p<0.001) w poréwnaniu do prawidtowych kontroli; hipometylacje w genie BRCA1
w 4/13 linii komdrkowych (p=0.04) oraz w 3/58 guzdw krtani (p=0.22); hipermetylacje w BRCA2 we
wszystkich 13 liniach komérkowych (p<0.0001) oraz w 4/63 pierwotnych LSCC (p<0.01). Na podstawie
tych wynikéw wysnuto wniosek, iz powtarzajgce sie zmiany metylacji DNA w tych trzech genach moga
przyczyniaé sie do rozwoju raka krtani. Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w pracy
Szaumkessel M, Richter J, Giefing M, Jarmuz M, Kiwerska K, Ténnies H, Grenman R, Heidemann S,
Szyfter K, Siebert R. Pyrosequencing-based DNA methylation profiling of Fanconi anemia/BRCA
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pathway genes in laryngeal squamous cell carcinoma. Int J Oncol. 2011 Aug;39(2):505-14. DOI:
10.3892/ij0.2011.1039.

W innych badaniach oceniano cechy morfologiczne guza i status metylacji DNA w genach
CDKN2A, CDH1, ATM, FHIT i RAR-6 w guzach (w czesci centralnej i peryferyjnej guza) oraz marginesach
chirurgicznych usunietych z jamy ustnej i gardta w celu oceny ich znaczenia rokowniczego dla
pacjentéw. Analiza z wykorzystaniem mikroskopu elektronowego potwierdzita wysokg heterogennos¢
strukturalng komorek rakowych oraz fakt, ze w marginesach chirurgicznych ocenionych jako wolne od
nowotworu w badaniu HE (barwienie hematoksylina/eozyna) mozna znalez¢ pojedyncze komaorki lub
zgrupowania komoérek rakowych otoczonych tkanka tgczng. Stwierdzono polimorfizm jader
komadrkowych, ktéry korelowat z wielkoscig nowotworu (cecha T; p<0.0001), stopniem zajecia weztéw
chtonnych (cecha N; p<0.046) oraz obecnoscig przerzutéw do weztéw chtonnych (pN; p<0.004).
Stwierdzono réwniez korelacje pomiedzy liczbg komdrek z nieprawidfowymi mitozami a cechg
T (p<0,004) i pN (p<0,009). Przeprowadzone badanie metylacji DNA w wymienionych genach technika
MSP (ang. methylation specific PCR) wykazato, iz najczesciej metylowane byly geny CDH1 i CDKN2A,
podobnie najczesciej metylacje w marginesie chirurgicznym stwierdzono w tych dwdéch genach.
Uzyskane wyniki nie korelowaty jednak z danymi klinicznymi guzéw. Stwierdzono ponadto, iz metylacja
w genie CDKN2A korelowata z dtuzszym czasem przezycia pacjentdw. Wyniki przeprowadzonych badan
opublikowano w pracy: Mielcarek-Kuchta D, Paluszczak J., Seget M., Kiwerska K., Bftaszczyk A., Baer-
Dubowska W., Biczysko W., Szyfter K., Szyfter W. Prognostic factors in oral and oropharyngeal cancer
based on ultrastructural analysis and DNA methylation of the tumor and surgical margin. Tumor
Biology, 2014, 35 (8): 7441-9. DOI: 10.1007/s13277-014-1958-1.

Kolejne badania, w ktérych bratam udziat dotyczyty ustalenia profilu metylacji DNA gendéw
nalezacych do antagonistéw S$ciezki sygnatowej Wnt w nowotworach jamy ustnej. Badania te
realizowane byly w ramach wieloletniej wspdtpracy naukowej z dr hab. Jarostawem Paluszczakiem
(Katedra i Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego
w Poznaniu). Szlak sygnatowy Wnt/B-katenina bierze udziat w regulacji proliferacji komaérek, migracji
i apoptozy a nieprawidtowe dziatanie poszczegdlnych jego sktadowych (defekty genetyczne, zmiany
epigenetyczne) sg czesto obserwowane w progresji nowotworow [39]. Przeanalizowano metylacje
DNA w nastepujgcych genach tego szlaku: DACH1, DKK1, LKB1, PPP2R2B, RUNX3, SFRP2 oraz WIF1
w 16 liniach komdrkowych wyprowadzonych z rakéw jamy ustnej za pomocg metylo-specyficznego
PCR. Stwierdzono czestg metylacje DNA w genach WIF1 (93.7 %) i SFRP2 (81.2 %) oraz umiarkowanie
czestg metylacje w genach DKK1 (37.5 %) and DACH1 (31.2 %). Gen SFRP2 wykazywat czesciowa
metylacje w prawidtowych komdrkach okolicy tchawicy, w zwigzku z czym zostat wytgczony z dalszych
badan. Stwierdzono towarzyszace metylacji obnizenie lub catkowitg utrate ekspresji genéw DKK1
i WIF1. W kolejnym kroku zweryfikowano metylacje DNA badanych gendw w grupie 43 pierwotnych
guzéw jamy ustnej. W genie WIF1 metylacje DNA wykryto w 63.9 % guzéw a DACH1 w 35.9 % guzdw.
Metylacje w genie DKK1 obserwowano tylko w 7.1% guzdéw. Metylacja DNA w genie WIF1 korelowata
z krétszym czasem przezycia (p=0.036) a metylacja w genie DKK1 korelowata z histologicznym
stopniem zaawansowania guzow G (p=0.002). Nie stwierdzono korelacji pomiedzy metylacjg genow
a stopniem zaawansowania T, zajeciem weztdw chtonnych N, lokalizacjg guza czy wystgpieniem
wznowy. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane w pracy: Paluszczak J, Sarbak J, Kostrzewska-Poczekaj
M, Kiwerska K, Jarmuz-Szymczak M, Grenman R, Mielcarek-Kuchta D, Wierzbicka M, Baer-Dubowska
W. The negative regulators of Wnt pathway — DACH1, DKK1, and WIF 1 are methylated in oral and
oropharyngeal cancer and WIF1 methylation predicts sorter survival. Tumour Biol. 2015
Apr;36(4):2855-61. DOI: 10.1007/s13277-014-2913-x.

W kolejnych badaniach w grupie nowotworéw HNSCC (36 linii komdrkowych wyprowadzonych
z HNSCC, 42 guzy jamy ustnej i gardta srodkowego oraz 30 pierwotnych guzéw krtani) przeanalizowano
metylacje DNA w genach bedgcych negatywnymi regulatorami Sciezek sygnatowych Wnt (CXX(C4,
DACT2, HDPR1 i FBXW11) oraz Shh (HHIP, PTCH1, SUFU, ZIC1 i ZIC4) i skorelowano uzyskane wyniki
z danymi histologicznymi guzow i klinicznymi pacjentow. W liniach komdrkowych najczesciej
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wykrywano metylacje DNA w genie ZIC1 (88.9%), nie stwierdzono natomiast metylacji DNA w genach
FBXW11, PTCH1, oraz SUFU. Dodatkowo wykryto korelacje pomiedzy metylacjg DNA w genach CXXC4
oraz HHIP a obnizong ekspresjg tych gendw. W kolejnych etapach oceniono metylacje DNA w genach
CXXC4, DACT2, HHIP, ZIC1 oraz ZIC4 w prébkach guzéw HNSCC. Stwierdzono czestg metylacje w genach
ZIC1, ZIC4, HHIP, i DACT2 oraz umiarkowang w genie CXXC4. Wykazano, iz metylacja jest czestsza
w rakach krtani niz jamy ustnej/gardta. Obecno$¢ metylacji DNA nie korelowata z histologicznym
stopniem zaawansowania G oraz wielkoscig guza T. Obecnos$¢ metylacji w genie ZIC4 korelowata
z obecnoscig przerzutéw do weztéw chtonnych N (p=0.041). Uzyskane wyniki zostaty opublikowane
w pracy: Paluszczak J, Wisniewska D, Kostrzewska-Poczekaj M, Kiwerska K, Grénman R, Mielcarek-
Kuchta D, Jarmuz-Szymczak M. Prognostic significance of the methylation of Wnt pathway antagonists-
CXXC4, DACT2, and the inhibitors of sonic hedgehog signaling-ZIC1, ZIC4, and HHIP in head and neck
squamous cell carcinomas. Clin Oral Investig. 2017 Jun;21(5):1777-1788. DOI: 10.1007/s00784-016-
1946-5.

Ostatnie z tej serii badania dotyczace dotyczgce negatywnych regulatoréw sciezki Wnt
dotyczyly oceny czestosci metylacji w genie DAB2 w pierwotnych rakach jamy ustnej (n=49). Mimo
stwierdzonej czestej (70%) metylacji DNA tego genu w tych guzach nie stwierdzono jednak korelacji
pomiedzy jego metylacjg a stopniem zaawansowania TNM czy przezyciem. Uzyskane wyniki zostaty
opublikowane w pracy: Paluszczak J, Kiwerska K, Mielcarek-Kuchta D. Frequent methylation of DAB2,
a Wnt pathway antagonist, in oral and oropharyngeal squamous cell carcinomas. Pathol Res Pract.
2018 Feb; 214(2):314-317. DOI: 10.1016/}.prp.2017.12.010.

Podsumowujac przeprowadzone badania mozna wyciggna¢ wniosek, iz metylacja DNA
w genach WIF1 i ZIC4 moze by¢ uznana za marker prognostyczny w rakach jamy ustnej i ustnej czesci
gardfa. Z kolei metylacja DNA w genie DAB2 moze stanowié¢ marker detekcji procesu nowotworowego
w obrebie jamy ustnej.

Identyfikacja potencjalnych onkogenéw w ptaskonabtonkowych nowotworach krtani

Poza genami supresorowymi badania realizowane w trakcie mojej pracy naukowej dotyczyty
rowniez identyfikacji nowych, potencjalnych onkogendéw. Z wykorzystaniem fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ (FISH), poréwnawczej hybrydyzacji genomowej macierzy (array CGH) oraz
mikromacierzy  ekspresyjnej gendw  przeanalizowano region  11ql13, ktéry ulega
amplifikacji/przyrostowi w rakach krtani [40]. Przeanalizowano 17 linii komérkowych LSCC oraz 34
probki pochodzace z pierwotnych rakéw krtani. Wykryte aberracje pozwolity na ustalenie sposobu
powstawania naddatku/amplifikacji w tym regionie: (I) tworzenie jednorodnie barwigcego sie regionu
(HRS - ang. Homogenously Stained Region); (II) obecnos$¢ punktdw peknie¢ w poblizu 11q13, ktére
prowadzg do wzrostu liczby kopii tego regionu; (Ill) obecno$¢ dodatkowych kopii catego chromosomu
11. W regionie zmienionym zidentyfikowano 12 gendw, z ktérych pie¢: CCND1, ORAOV1, FADD, PPFIA1,
CTTN miato wyzszg ekspresje w materiale nowotworowym w porédwnaniu do prawidtowych kontroli.
Poza genem CCND1, ktéry ma ustalong role w patogenezie HNSCC pozostate geny wskazano jako nowe,
potencjalne onkogeny powigzane z procesem rozwoju LSCC. Wyniki opublikowano w pracy: Jarmuz-
Szymczak M., Pelinska K., Bembnista E., Giefing M., Brauze D., Szaumkessel M., Marszatek A.,
Janiszewska J., Kiwerska K., Bartochowska A., Grenman R., Szyfter W., Szyfter K. Heterogeneity of
region 11q13 in laryngeal squamous cell carcinoma cell lines analyzed by microarray platforms and
fluorescence in situ hybridization. Molec. Biol. Reports, 2013, 40 (7): 4161-71. DOI: 10.1007/s11033-
013-2496-4.

Badania macierzowe pozwolity w kolejnych latach na wytypowanie nastepnych, potencjalnych
onkogendw, ktérych rola w przebiegu nowotwordw krtani pozostawata nieustalona. W publikacji
Bednarek K, Kiwerska K, Szaumkessel M, Bodnar M, Kostrzewska-Poczekaj M, Marszalek A,
Janiszewska J, Bartochowska A, Jackowska J, Wierzbicka M, Grenman R, Szyfter K, Giefing M, Jarmuz-
Szymczak M. Recurrent CDK1 overexpression in laryngeal squamous cell carcinoma. Tumour Biol. 2016
Feb 24. DOI: 10.1007/s13277-016-4991-4 skupiono sie na genie CDK1, ktory nalezy do rodziny kinaz
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serynowo-treoninowych o udowodnionych wtasciwosciach onkogennych, odgrywajgcym kluczowa
role w regulacji cyklu komorkowego [41]. Nadekspresje genu CDK1 wykazano analizujgc profile linii
komodrkowych LSCC (n=10) i guzéw pierwotnych krtani (n=5) z wykorzystaniem danych z macierzy
ekspresyjnej. Nastepnie wyniki te weryfikowano za pomocg PCR w czasie rzeczywistym w grupie 25
linii komdrkowych LSCC, gdzie w 9/25 linii potwierdzono wyzszg ekspresje niz w probkach kontrolnych
(p<0.05). Zmiany w ekspresji potwierdzono réwniez na poziomie biatkowym za pomocg Western blot.
Z kolei w badaniu immunohistochemicznym stwierdzono ekspresje biatka CDK1 zaréwno w tkance
nowotworowej jak i w kontrolach, ktére stanowity marginesy chirurgiczne. Z uwagi na fakt istnienia
zjawiska kancerogenezy ptaszczyznowej w rakach krtani wysnuto wniosek, iz zmiana w ekspresji CDK1
zachodzi na bardzo wczesnych etapach kancerogenezy a marginesy chirurgiczne w tej grupie badanej
zawierajg komorki, ktére moga przeksztatcic sie w komérki nowotworowe. W kolejnym kroku
poszukiwano mechanizmu odpowiadajgcego za zwiekszong ekspresje CDK1 w rakach krtani, nie
stwierdzono jednak znaczacej zmiany liczby kopii genu oraz zmian w sekwencji DNA, poziomie
metylacji DNA czy ekspresji miRNA, ktdre moglyby zosta¢ powigzane z tym procesem. Nie
zaobserwowano réwniez zmian w zywotnosci i proliferacji komarek po wyciszeniu CDK1. Stwierdzono
natomiast, iz w efekcie wyciszenia CDK1 137 gendw ulega deregulacji. Z wykorzystaniem narzedzi
bioinformatycznych i PCR w czasie rzeczywistym stwierdzono, iz geny CDK6, CALD1 i FYN s3
potencjalnie zalezne od CDK1. Wyniki tych badan zostaty przedstawione w pracy: Bednarek K,
Kostrzewska-Poczekaj M, Ustaszewski A, Janiszewska J, Kiwerska K, Paczkowska J, Grenman R, Giefing
M, Jarmuz-Szymczak M. Laryngeal squamous cell carcinoma cell lines show high tolerance for siRNA-
mediated CDK1 knockdown. Am J Cancer Res. 2021 May 15;11(5):2081-2094. eCollection 2021.

Podsumowujac tg cze$¢ badan - zidentyfikowano gen CDK1 jako silnie amplifikowany w rakach
krtani, jednoczesnie wskazujac, iz badane linie LSCC cechujg sie znaczng tolerancjg na wyciszenie tego
genu za posrednictwem siRNA. Nie mozna wykluczy¢, ze geny CDK6, CALD1 i FYN kompensujg niedobdr
CDK1 i utrzymujg niezmieniong szybko$¢ proliferacji i zywotnos$¢ komérek raka LSCC.

Innym genem, ktdérego role analizowano w przebiegu LSCC byt CRKL. Gen ten zostat
zidentyfikowany jako silnie amplifikowany i ulegajacy nadekspresji we wczesniejszych badaniach
prowadzonych w Zaktadzie réwniez w oparciu o mikromacierze DNA i RNA [42]. Celem kolejnych badan
byto sprawdzenie w jakim stopniu dodatkowe kopie genu wptywajg na ekspresje biatka CRKL. Za
pomocg barwienia immunohistochemicznego wykazano zmiane ekspresji biatka CRKL z fizjologicznej -
cytoplazmatycznej w kierunku nieprawidtowej - jgdrowej w liniach komérkowych LSCC ze zwiekszong
liczbg kopii genu. Ponadto wyciszono gen CRKL za pomocg siRNA i weryfikowano wptyw tego zdarzenia
na zywotnos¢ i proliferacje komérek. Wykazano, iz po zadziataniu siRNA zmniejszeniu ulega zaréwno
proliferacja (p<0.01) jak i migracja (p<0.05) komérek LSCC. Uzyskane wyniki wskazujg, ze gen CRKL
mogtby by¢ potencjalnym celem terapeutycznym w grupie chorych z LSCC u ktdérych wystepuja
dodatkowe kopie tego genu. Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w pracy: Kostrzewska-
Poczekaj M, Bednarek K, Jarmuz-Szymczak M, Bodnar M, Filas V, Marszalek A, Bartochowska A,
Grenman R, Kiwerska K, Szyfter K, Giefing M. Copy number gains of the putative CRKL oncogene in
laryngeal squamous cell carcinoma result in strong nuclear expression of the protein and influence cell
proliferation and migration. Sci Rep. 2020 Jan 8;10(1):24. DOI: 10.1038/s41598-019-56870-5.

Rola receptora Ah w nowotworach krtani

Badania dotyczace znaczenia receptora Ah w nowotworach LSCC, w ktére bytam
zaangazowana realizowane byly w ramach grantu badawczego, pt. “Wptyw wyciszania ekspresji
zaleznych od receptora Ah gendéw metabolizujgcych ksenobiotyki na toksyczne i mutagenne
wiasciwosci B(a)P, badany w liniach komdrkowych wyprowadzonych z nowotwordéw krtani” (MNiSzW,
nr N N405 273437, kierownik dr hab. Damian Brauze, gdzie bytam wykonawcg). Pierwsze badania
dotyczace tego zagadnienia, miaty na celu zbadanie wptywu podania B-naftoflowonu (BNF - liganda
AhR) na sam receptor oraz na ekspresje gendéw przez niego regulowanych, tj. AhRR, CYP1A1, CYP1A2,
CYP1B1, NQO1, GSTA1, ALDH3A1 i UGT1A. Geny te kodujg enzymy metabolizujgce ksenobiotyki. Ich
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funkcjag jest aktywacja (enzymy | fazy) a nastepnie detoksykacja (enzymy Il fazy) tych substancji.
Badania ekspresji gendéw prowadzono za pomocg PCR w czasie rzeczywistym w 13 liniach
komérkowych LSCC wyprowadzonych od pacjentéw palacych papierosy oraz w linii raka
watrobokomérkowego HepaRG (kontrola pozytywna). Obserwowano znaczne rdznice w ekspresji
gendw regulowanych przez AhR pomiedzy poszczegdlnymi liniami komérkowymi po indukcji BNF.
W linii komérkowej UT-SCC-50 traktowanie BNF nie przyniosto zmian w ekspresji gendow
kontrolowanych przez AhR, stgd wysnuto wniosek, iz $ciezka ta nie dziata prawidtowo w tej linii
komérkowej. Nie obserwowano korelacji pomiedzy poziomem ekspresji AhR a indukcjg ekspresji
gendéw | fazy z rodziny CYP1 po podaniu BNF, stagd szukano innego mechanizmu, ktéry mégtby
odpowiadac za zréznicowang indukcje ekspresji gendw zaleznych od Ah. W tym celu przeprowadzono
i przeanalizowano metylacje sekwencji LINE-1 retrotranspozonu. Wykryto ujemnga korelacje pomiedzy
metylacjg DNA a indukowang przez BNF ekspresjg CYP1A1 w badanych liniach LSCC i uznano, ze ten
mechanizm ma dominujgcy wptyw na indukcje w/w gendw. Wykazano réwniez brak lub bardzo niski
poziom ekspresji genéw |l fazy (GSTA1 i UGT1A1), co wskazywato na nieefektywny mechanizm
detoksykacji w badanych liniach komérkowych. Dalsze analizy pozwolity stwierdzic, iz przyczyng tego
moze by¢ odrdznicowanie komdrek podczas kancerogenezy. Uzyskane wyniki zostaty opublikowane
w pracy: Brauze D., Fijalkiewicz K., Szaumkessel M., Kiwerska K., Bednarek K., Rydzanicz M., Richter J.,
Grenman R., Jarmuz-Szymczak M. Diversified expression of aryl hydrocarbon receptor dependent genes
in human laryngeal squamous cell carcinoma treated with 8-naphthoflavone. Toxicology Letters, 2014,
231 (1): 99-107. DOI: 10.1016/j.toxlet.2014.09.005.

Nastepnie  wykonano macierzowe profilowanie ekspresyjne w  zrdinicowanej
i niezréznicowanej linii komdérkowej HepaRG, aby oceni¢ globalny wptyw BNF na ekspresje genéw
regulowanych przez receptor Ah. Aby udowodni¢, ze zmiany w ekspresji gendw wywotane przez BNF
sg rzeczywiscie zalezne od AhR, receptor wyciszono poprzez stabilng transfekcje komorek HepaRG
z shRNA. W kolejnym kroku za pomocg PCR w czasie rzeczywistym zweryfikowano ekspresje
zmienionych genéw. Wykazano, iz profile ekspresji gendw zaleznych od AhR sg odmienne pomiedzy
zréznicowanymi i niezréznicowanymi komorkami HepaRG a geny zaangazowane w metabolizm
ksenobiotykéw stanowig niewielka czes¢ gendw regulowanych przez receptor. Wskazano, iz AhR
uczestniczy réwniez w indukcji gendéw zwigzanych z regulacja apoptozy lub zaangazowanych
w proliferacje a takze posredniczy w wyciszaniu genéw zwigzanych z adhezjg komérek. Do najsilniej
indukowanych gendéw, niezwigzanych z metabolizmem kancerogendéw nalezaty: SERPINB2, STC2,
ARL4C oraz TIPARP. Uzyskane wyniki podkreslity znaczenie receptora Ah nie tylko w inicjacji ale takze
w progresji nowotwordw i zostaty opublikowane w pracy: Brauze D, Zawierucha P, Kiwerska K,
Bednarek K, Oleszak M, Rydzanicz M, Jarmuz-Szymczak M. Induction of expression of aryl hydrocarbon
receptor-dependent genes in human HepaRG cell line modified by shRNA and treated with 8-
naphthoflavone. Mol Cell Biochem. 2017 Jan;425(1-2):59-75. DOI: 10.1007/s11010-016-2862-3.

Badania dotyczace gendw regulowanych przez receptor Ah byly nastepnie kontynuowane
i dotyczyly genu SERPINB2 a powstata w ich wyniku publikacja zostata wtaczona do cyklu
habilitacyjnego (P3).

Polimorfizmy genow w HNSCC

Warianty sekwencji (polimorfizmy) obecne w genach naprawy mogg zwiekszac ryzyko rozwoju
nowotworu wskutek nieefektywnego dziatania tego mechanizmu. W ramach wspdtpracy z prof.
Januszem Bfasiakiem (Katedra Genetyki Molekularnej, Uniwersytet £édzki) wykonano genotypowanie
wariantow sekwencji genéw naprawy w probkach DNA wyizolowanych z krwi obwodowej od 253
pacjentéw z rakiem krtani oraz 253 probkach kontrolnych krwi pobranych od oséb bez stwierdzonego
nowotworu. Zastosowano technike PCR-RFLP (ang. Restriction Fragment Length Polymorphism -
polimorfizm dtugosci fragmentdéw restrykcyjnych). Badano nastepujgce warianty SNP (ang. Single
Nucleotide Polymorphism): rs25487 w genie XRCC1, rs1800067 w genie ERCC4, rs718282 oraz
rs3218536 w genie XRCC2, rs1801320 w genie RAD51. Badane geny nalezaty do nastepujgcych
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systemOw naprawy: naprawa przez wycinanie zasady BER - gen XRCCI1, naprawa przez wyciecie
nukleotydu NER - gen ERCC4, naprawa przez homologiczng rekombinacje HRR - geny XRCC2 i RAD51.
W przeprowadzonych badaniach wykazano, iz jedynie wariant genu RAD51 jest zwigzany z ryzykiem
rozwoju raka krtani u pijgcych i palagcych pacjentdw polskich. Wyniki uzyskane w trakcie tych badan
zostaty opublikowane w dwéch pracach: Krupa R, Kasznicki J, Gajecka M, Rydzanicz M, Kiwerska K,
Kaczmarczyk D, Olszewski J, Szyfter K, Blasiak J, Morawiec-Sztandera A. Polymorphisms of the DNA
repair genes XRCC1 and ERCC4 are not associated with smoking- and drinking-dependent larynx cancer
in a Polish population. Exp Oncol. 2011 Mar;33(1):55-6 oraz Romanowicz-Makowska H., Smolarz B.,
Gajecka M., Kiwerska K., Rydzanicz M., Kaczmarczyk D., Olszewski J., Szyfter K., Blasiak J., Morawiec-
Sztandera A. Polymorphism of the DNA repair genes RAD 51 and XRCC2 in the DNA Repair Gene XRCC1
and smoking- and drinking-related laryngeal cancer in a Polish population. Archives of Medical Sci.,
2012, 8 (6): 1065-1075. DOI: 10.5114/aoms.2012.32417.

W nurt badan dotyczacych podatnosci na rozwdj HNSCC wpisujg sie réwniez doswiadczenia
opisane w pracy Skalski M, Ustaszewski A, Jaskiewicz K, Kiwerska K, Wierzbicka M, Klimza H, Grenman
R, Giefing M. Single nucleotide polymorphism rs11614913 associated with CC genotype in miR-196a2
is overrepresented in laryngeal squamous cell carcinoma, but not salivary gland tumors in Polish
population. J Appl Genet. 2018 Apr 29. doi: 10.1007/s13353-018-0445-6. W przeprowadzonych
badaniach skupiono sie nad polimorfizmem rs11614913 zlokalizowanym w miR-196a2. Obecnos¢
genotypu CC powigzano z wystgpieniem nadekspresji tego onkogennego microRNA. Z wykorzystaniem
sekwencjonowania Sangera przeprowadzono genotypowanie tej zmiany w grupie 40 pacjentow z LSCC
oraz 60 pacjentéw ze zdiagnozowanym guzem w obrebie $linianki (SGT - ang. Salivary Gland Tumor).
Dysponowano takze danymi z grupy kontrolnej bazy POLGENOM (n=126). Badanie potwierdzito, iz
genotyp CC wystepuje istotnie czesciej u pacjentéw z rakiem krtani (p<0.05). Dodatkowo wykonano
genotypowanie w 16 liniach komdrkowych LSCC, dla ktorych dysponowano profilami ekspresji miRNA.
Potwierdzono, iz obecnosc genotypu CC wigze sie z istotnie wyzszg ekspresjg miR-196a2 w poréwnaniu
do genotypu TT (p<0.05). Z kolei w grupie chorych z SGT nie znaleziono rdznic w rozktadzie genotypdéw
w poréwnaniu do grupy kontrolnej POLGENOM. Podsumowujac, z przeprowadzonych badan wynika,
ze polimorfizm rs11614913 moze by¢ czynnikiem predysponujgcym do rozwoju LSCC w populacji
polskie;j.

Wszystkie badania prowadzone w powyzej opisanych tematach byty realizowane we
wspotpracy z prof. Reidarem Grenmanem (Klinika Otorynolaryngologii-Chirurgii Gtowy i Szyi,
Uniwersytetu i Szpitala w Turku, Finlandia), ktéry przekazat linie komérkowe wyprowadzone
z nowotworéw HNSCC i/lub z prof. Matgorzatg Wierzbicka (Klinika Otolaryngologii i Onkologii
Laryngologicznej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu), dzieki ktdrej
dysponowaliémy materiatem do badan pozyskanym od operowanych pacjentéw wraz z danymi
klinicznymi i histopatologicznymi. Dzieki tym wspotpracom stworzyliSmy w Zaktadzie bank materiatu
genetycznego obejmujgcy linie komdrkowe, guzy, krew, osocze pochodzace od pacjentéw
z nowotworami HNSCC wraz z danymi klinicznymi oraz histopatologicznymi.

Inne kierunki badawcze
Metodyka badan w diagnostyce choréb nowotworowych

Od 2016 roku petnie funkcje kierownika Pracowni Biologii Molekularnej w Zaktadzie Patologii
Nowotworéw Wielkopolskiego Centrum Onkologii w Poznaniu. Moja praca w tej jednostce polega
przede wszystkim na wykonywaniu badan molekularnych u pacjentéw: () niezbednych podczas
diagnostyki réznicowej (np. rearanzacje w obrebie genéw BCL2, BCL6, MYC w niektérych chtoniakach),
() o znaczeniu prognostycznym dla pacjentéw (np. kodelecja 1p/19q czy mutacje IDH1/IDH2
w glejakach), (lll) majacych znaczenie w predykcji odpowiedzi na leczenie (m.in. mutacje BRAF
w czerniaku, mutacje KRAS, NRAS, BRAF w raku jelita grubego, amplifikacja HER2 w raku piersi).
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Ponadto staram sie wykorzysta¢ swoje doswiadczenia zwigzane z opracowywaniem protokotow do
badan diagnostycznych dla pacjentéw i przedstawic je w postaci publikacji, ktédre mogg postuzyé innym
do opracowania wtasnych protokotéw badawczych. | tak w publikacji: Kiwerska K, Wroblewska J,
Kaluzna A, Marszalek A. Justification of direct Sanger sequencing application for detection of KIT and
PDGFRa gene mutations in formalin-fixed, paraffin-embedded samples from gastrointestinal stromal
tumours. J Clin Pathol. 2020 Apr;73(4):213-219. DOI: 10.1136/jclinpath-2019-206225 poréwnatam
przydatnos¢ technik opartych na PCR w czasie rzeczywistym i sekwencjonowania Sangera do
wykrywania mutacji w genach KIT i PDGFRa w 41 prébkach guzéw GIST (ang. Gastrointestinal Stromal
Tumor - guz podscieliska przewodu pokarmowego), utrwalonych w formalinie i zatopionych
w parafinie (FFPE - ang. Formalin Fixed, Paraffin Embedded). Techniki oparte na PCR w czasie
rzeczywistym obejmowaty analize HRM (ang. High Resolution Melting - analiza topnienia w wysokiej
rozdzielczosci) oraz wykorzystanie komercyjnie dostepnego zestawu do analizy wybranych mutacji
(Entrogen, USA). Przeprowadzone badania pokazaty duze rozbieznosci pomiedzy liczbg wykrywanych
wariantow: analiza HRM i sekwencjonowanie Sangera pokazaty zbiezne wyniki, podczas gdy zestaw
komercyjny pozwolit na wykrycie zdecydowanie mniejszej liczby wariantéw (50%). Przeprowadzone
badania wykazaty, iz w prébkach GIST, ktére charakteryzujg sie szerokim spektrum delec;ji,
sekwencjonowanie Sangera jest bardzo dobrg i czuta metodg wykrywania wariantéw sekwencji
w genach KIT i PDGFRa. A zestaw komercyjny zaprojektowany pod wybrane zmiany uniemozliwia
wykrycie wszystkich istotnych wariantéw patogennych. Uzyskane wyniki s3 cenne w kontekscie
uzytecznos$ci diagnostycznej, gdyz zmiany w badanych genach s oznaczane u pacjentow
z nieoperacyjnym lub rozsianym GIST przed leczeniem inhibitorami kinaz.

Badanie zmian lezgcych u podstaw nowotworow hematologicznych

W ostatnich latach zaangazowatam sie réwnolegle w badania dotyczagce nowotwordw
hematologicznych: klasycznego chtoniaka Hodgkina (cHL — ang. classic Hodgkin Lymphoma) oraz
zespotow mielodysplastycznych (MDS - ang. Myelodysplastic Syndrome). Badania nad podfozem
genetycznym chtoniaka Hodgkina sg realizowane w Zaktadzie Genetyki Nowotworéw 1GCz PAN od
wielu lat pod kierownictwem prof. Macieja Giefinga. W wyniku tych badan zidentyfikowano m.in.
czynniki transkrypcyjne charakterystyczne dla limfocytéw B (ang. B-cell specific), ktérych utrata
prowadzi do utraty fenotypu B przez komérki Hodgkina i Reed-Sternberga (tzw. komorki HRS)
a w efekcie do rozwiniecia fenotypu cHL. Jednym ze zidentyfikowanych czynnikéw transkrypcyjnych,
ktory ulega utracie w przebiegu tej choroby jest ELF1 (ETS-Related Transcription Factor EIf-1).
W przeprowadzonych badaniach zaobserwowano brak lub bardzo niskg ekspresje biatka ELF1
w komérkach HRS (31/35 przypadkow (89%)) w pordéwnaniu do prawidtowych komédrek nacieku
limfatycznego (ang. bystander cells) oraz istotne obnizenie ekspresji mRNA w liniach komérkowych cHL
w poréwnaniu do linii komoérkowych chtoniakéw nieziarniczych (p<0.01). Kolejne badania wykazaty, ze
w 4/7 linii komédrkowych cHL (57%) zniesienie ekspresji ELF1 jest wywotane delecjami
heterozygotycznymi wspétistniejagcymi z metylacja DNA w promotorze genu. Hipermetylacja DNA
obserwowana byta we wszystkich siedmiu badanych liniach komérkowych cHL i wynosita Srednio 98%.
Wyniki tych badan opublikowane zostaty w pracy: Paczkowska J, Soloch N, Bodnar M, Kiwerska K,
Janiszewska J, Vogt J, Domanowska E, Martin-Subero JI, Ammerpohl O, Klapper W, Marszalek A, Siebert
R, Giefing M. Expression of ELF1, a lymphoid ETS domain-containing transcription factor, is recurrently
lost in classical Hodgkin lymphoma. Br J Haematol. 2019 Apr;185(1):79-88. DOI: 10.1111/bjh.15757.

Z kolei tematyka podtoza genetycznego zespotdw mielodysplastycznych pojawita sie w kregu
moich zainteresowan dzieki wspdtpracy naukowej z prof. dr hab. Lidig Gil (Katedra i Klinika Hematologii
i Transplantacji Szpiku, Uniwersytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu). MDS to grupa
klonalnych nowotworéw hematologicznych, charakteryzujgcych sie obecnoscig cytopenii wynikajacej
z nieskutecznej hematopoezy, wieloliniowg dysplazjg oraz wysokim ryzykiem przeksztatcenia we
wtdérng ostrg biataczke szpikowg (AML - ang. Acute Myeloid Leukemia). Dzieki zastosowaniu
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS - ang. Next Generation Sequencing) zidentyfikowano
wiele gendw, m.in. zaangazowanych w splicing mRNA, metylacje DNA, modyfikacje histondw, i in.,
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ktorych zmiany molekularne powigzano z rozwojem zespotéw mielodysplastycznych [43]. Z uwagi na
ryzyko rozwiniecia AML na podtozu MDS, monitorowanie choroby resztkowej w oparciu o zmiany
molekularne jest istotnym elementem procesu terapeutycznego. W prowadzonych badaniach
sprawdzano przydatnos¢ diagnostyczng réznych technik molekularnych do monitorowania dynamiki
zmian w prébkach szpiku kostnego, krwi obwodowej i sliny pobranych od pacjenta z MDS, u ktérego
nastgpita progresja do AML. W prdébkach pobranych od pacjenta na etapie MDS zidentyfikowano
zmiany, ktére opisywane byty jako wystepujace w AML: c.4044+2dupT w genie TET2 oraz ¢.1945G>T
w genie ASXL1. W zwigzku z uzyskanymi wynikami zaproponowano aby NGS byt technika stosowana
z wyboru do wykrywania wariantéw sekwencji we wczesnym MDS a wykryty profil zmian powinien by¢
monitorowany w trakcie leczenia. Wyniki tych badan opublikowano w pracy: Adamska MM, Kowal-
Wisniewska E, Kiwerska K, Ustaszewski A, Czerwiriska-Rybak J, Kanduta Z, Wojtaszewska M, Barariska
M, Pruchniewski t, Lewandowski K, Jarmuz-Szymczak M, Gil L. New genetic variants of TET2 and ASXL1
identified by next generation sequencing and pyrosequencing in a patient with MDS-RS-MLD and
secondary acute myeloid leukemia. Cent Eur J Immunol. 2021;46(4):524-530. DOI:
10.5114/ceji.2021.111166.

Plany

Moje najblizsze plany naukowe koncentrujg sie wokdt gruczolakow wielopostaciowych
Slinianek (PA), w dwdch aspektach: 1) identyfikacja podtoza genetycznego tych guzéw oraz Il) dalsza
identyfikacja zmian rdznicujgcych PA szybko rosngce od wolno rosnacych (cze$¢ wynikéw
opublikowana zostata w publikacji wtgczonej do cyklu habilitacyjnego (P5)).

W ostatnim czasie wykonaliSmy catogenomowg analize metylacji DNA w materiale
wyizolowanym z siedmiu nienowotworowych fragmentéw slinianek, wyniki ktérej w potaczeniu
z wynikami uzyskanymi wczesniej dla guzéw PA pozwolg na ustalenie petnego profilu metylacji DNA
w gruczolakach wielopostaciowych (dane sg w trakcie analizy bioinformatycznej). Réwniez w ostatnim
czasie mielismy mozliwos$¢ wykonania catoeksomowego sekwencjonowania dziewieciu guzéow PA (WES
- ang. Whole Exome Sequencing). Badanie wykonano w Innowacyjnym Centrum Medycznym
zlokalizowanym przy Instytucie Genetyki Cztowieka PAN. Z wykorzystaniem narzedzi
bioinformatycznych zidentyfikowano 23 inaktywujgce warianty sekwencji w genach kodujacych biatka.
W dwéch genach (GOLGA5 i POT1) potwierdzono, iz zidentyfikowane warianty majg pochodzenie
somatyczne a ekspresja obu gendw jest istotnie obnizona w guzach PA w poréwnaniu do prawidtowych
$linianek. Zachecona tymi wynikami planuje kontynuowac analize wariantéw w w/w genach poprzez
sekwencjonowanie ich sekwencji kodujgcych w powiekszonej grupie gruczolakéw wielopostaciowych.

Jesli chodzi o dalszg identyfikacje zmian rdznicujgcych PA szybko rosngce od wolno rosnacych
to planuje w najblizszym czasie ztozy¢é wniosek grantowy oparty o wykorzystanie techniki
transkryptomiki przestrzennej do zwizualizowania zmian w ekspresji gendow w zaleznosci od
klinicznego przebiegu PA.

Podsumowanie wspétpracy naukowej

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

1. Klinika Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego, ul. Przybyszewskiego 49, 60-355 Poznan
prof. dr hab. n. med. Matgorzata Wierzbicka, wczesniej prof. dr hab. n. med. Witold Szyfter

Wspatpraca z prof. Wierzbicka trwa od poczatku mojej pracy naukowej, zaowocowata wieloma
publikacjami, wystgpieniami i projektami dotyczacymi genetycznego podtoza nowotwordéw gtowy

i szyi. Zaowocowata rowniez stworzeniem w Zaktadzie opisanej i scharakteryzowanej klinicznie kolekcji
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probek DNA i RNA wyizolowanych od pacjentéw z tymi nowotworami - zaréwno z guza jak i z krwi
obwodowej oraz osocza. Wyniki uzyskane w trakcie tej wspotpracy byty zaréwno podstawg mojej pracy
doktorskiej jaki i osiggniecia habilitacyjnego.

2. Laboratorium Biologii Molekularnej Nowotwordw, Szpital Uniwersytecki w Mainz, Niemcy,
Langenbeckstrasse 1, 55131 Mainz, Germany
Prof. Dr. Jiirgen Brieger

W ramach wspétpracy z dr Briegerem odbytam 3-miesieczny staz naukowy (19.09.2002 -
20.12.2002r.) w kierowanym przez niego Laboratorium Biologii Molekularnej Nowotwordéw. Badania,
ktére prowadzitam w trakcie stazu dotyczyly analizy utraty heterozygotycznosci w guzach krtani,
marginesie operacyjnym oraz tkankach otaczajgcych a wyniki uzyskane w trakcie pobytu zostaty
opublikowane w czasopismie Medical Science Monitor oraz weszty w sktad mojej pracy doktorskiej.

3. Katedra i Zaktad Biochemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego, ul. Swiecickiego 4, 60-781 Poznan
dr hab. n. farm. Jarostaw Paluszczak

Wspébtpraca z dr hab. Jarostawem Paluszczakiem dotyczyta badania metylacji DNA
w wybranych genach szlakdw Wnt i Shh oraz powigzania zmian w metylacji DNA z wystepowaniem
rakéw gtowy i szyi. Wyniki uzyskane w ramach tej wspétpracy zostaty opublikowane w trzech
manuskryptach.

4. Zaktad Patomorfologii Klinicznej, Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikofaja
Kopernika w Toruniu, ul. Curie-Sklodowskiej 9, 85-094 Bydgoszcz
prof. dr hab. Andrzej Marszatek/dr hab. Magdalena Bodnar

5. Katedra i Zaktad Patologii i Profilaktyki Nowotworéw Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego, ul. Garbary 15, 61-866 Poznan
prof. dr hab. n. med. Andrzej Marszatek

Wspdtpraca z prof. Marszatkiem i dr Bodnar obejmuje przede wszystkim aspekty
morfologicznej  oceny  badanych  guzéw  nowotworowych,  wykonywanie  oznaczen
immunohistochemicznych oraz analize ekspresji biatek w preparatach tkankowych. Wyniki uzyskane
w ramach tej wspodtpracy zostaty przedstawione w dziewieciu publikacjach. Ponadto, pracujac
aktualnie w Zakfadzie Patologii Nowotworéw WCO mam mozliwo$¢ zdobywania praktycznej wiedzy
z zakresu onkologii i patologii, ktdrg moge wykorzystywaé w prowadzonych badaniach naukowych.

6. Katedra i Klinika Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego, ul. ul. Szamarzewskiego 84, 60-569 Poznan
prof. dr hab. Lidia Gil

Wspodtpraca z prof. Gil dotyczy przede wszystkim poszukiwania zmian genetycznych
powigzanych z progresjg zespotéw mielodysplastycznych do ostrych biataczek szpikowych. W wyniku
tej wspodtpracy opublikowana zostata jedna praca a dalsze badania sg w toku. Natomiast uzyskane
w ramach tej wspdtpracy wyniki prezentowane ustnie czy tez w formie plakatu na konferencjach
zdobyty facznie cztery nagrody za najlepsze prezentacje.
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6. INFORMACIJA O OSIAGNIECIACH DYDAKTYCZNYCH, ORGANIZACYJNYCH ORAZ POPULARYZUJACYCH
NAUKE LUB SZTUKE.

Osiggniecia dydaktyczne:

Podczas mojej pracy petnitam funkcje promotora jednej pracy magisterskiej i jednej pracy inzynierskiej
oraz sprawowatam opieke nad wykonaniem pieciu prac magisterskich i dwdch prac inzynierskich.

Promotor pracy magisterskiej:

Katarzyna Sobiech

,Wykrywanie wirusa HPV w nowotworach gtowy i szyi”.

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Biotechnologia - Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii,
Poznan 2013r.

Promotor pracy inzynierskiej:

Marcin Drzewiecki

,Optymalizacja i analiza ekspresji genu EXO1 w nowotworach krtani”.

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Biotechnologia - Wydziat Rolnictwa i Bioinzynierii, Poznan
2018r.

Opiekun prac magisterskich i inzynierskich:

Anna Sowinska (2005) — praca magisterska

Agata Antkowiak (2006) — praca magisterska
Martyna Pastok (2006) — praca magisterska
Katarzyna Sobiech (2013) — praca magisterska
Katarzyna Pielaszkiewicz (2015) — praca magisterska
Ewelina Kowal (2016) — praca inzynierska

Ewelina Kowal (2018) — praca magisterska

Jagoda Pieczynska (2018) - praca inzynierska

Aktualnie petnie funkcje opiekuna i promotora pracy magisterskiej pana Macieja Bodyta, studenta
V roku Biotechnologii na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu. Temat realizowanej pracy
magisterskiej: “Analiza ekspresji wybranych genéw w gruczolakach wielopostaciowych slinianek”.
Planowana obrona — czerwiec 2023r.
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Inne osiggniecia dydaktyczne:

- w latach 2001-2002 sprawowatam opieke nad pracami cytogenetycznymi Studenckiego Kota
Naukowego Kliniki Laryngologii w Poznaniu

- w latach 2003-2006 miatam wyktady w ramach seminaridw dla studentéw IV r. Biotechnologii
Akademii Rolniczej w Poznaniu

- sprawowatam opieke nad stazystami:
® p. Monika Grzonka, studentkg UP w Poznaniu (2014; 1-mies. praktyka wakacyjna)
e p. Danitem Aftuninem i p. Marcinem Skalskim w ramach projektu ,Studia na Biotechnologii
i Ochronie Srodowiska UAM drogg do sukcesu zawodowego” (07/08.2015)
® p. Eweling Kowal w ramach projektu ,, Studiujesz — praktykuj. Program stazowy dla studentéw
Wydziatu Rolnictwa i Bioinzynierii UP w Poznaniu” (01.2017)

- miatam wyktfad na zaproszenie Kota Naukowego Studentéw Biotechnologii ,,OPERON” UP w Poznaniu
pt. ,,Inaktywacja genu FAM107A w ptaskonabtonkowym raku krtani” (6.11.2017)

- przedstawitam dwa wyktady dla doktorantéw Miedzynarodowych Studiéw Doktoranckich w IGCz PAN
(3.11.2021)

e ,Viral related carcinogenesis”

e ,Modern diagnostics of solid tumors”

- w latach 2014-2022 bytam recenzentem 10 prac magisterskich realizowanych na Wydziale
Farmaceutycznym UMP w Poznaniu
e Ewelina Kiper (2014)
Mariusz Gronkowski (2015)
Kinga Wojtek (2016)
Katarzyna Gafka (2017)
Agnieszka Szymko (2017)
Marek Kwasniewski (2018)
Szymon Piecuch (2019)
Karolina Mazur (2020)
Maria Marcysiak (2021)
Barbara Kriiger (2022)

Osiggniecia organizacyjne:

e w trakcie mojej pracy naukowej petnitam funkcje kierownika dwdéch projektéw badawczych,
realizowanych w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN:

Narodowe Centrum Nauki

Konkurs: Miniatura-2

Nr grantu: 2018/02/X/NZ5/00365

Tytut: Kompleksowa analiza ekspresji i metylacji tagodnych guzéw $linianek
Czas trwania projektu: 15.09.2018 — 14.09.2019r.

Komitet Badari Naukowych/Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego

Konkurs: Grant mtodego badacza
Nr grantu: 3PO5A07522
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Tytut: Analiza utraty heterozygotycznosci (LOH) w 3 loci mikrosatelitarnych na ramieniu 13q.
Poréwnanie utraty alleli w materiale tkanki nowotworowej, tkanki marginesu i zdrowej btony
$luzowej w preparatach od chorych z ptaskonabtonkowym rakiem krtani

Czas trwania projektu: 16.04.2002 — 30.06.2003r.

e 0d 2016 roku petnie funkcje kierownika Pracowni Biologii Molekularnej w Zakfadzie Patologii
Nowotwordéw Wielkopolskiego Centrum Onkologii w Poznaniu. Dziatalno$s¢ moja polega na
organizacji pracy laboratorium, wdrazaniu technik biologii molekularnej do diagnostyki i
predykcji choréb nowotworowych na podstawie najnowoczesniejszych danych naukowych

7. OPROCZ KWESTII WYMIENIONYCH W PKT. 1-6, WNIOSKODAWCA MOZE PODAC INNE INFORMACIE,
WAZNE Z JEGO PUNKTU WIDZENIA, DOTYCZACE JEGO KARIERY ZAWODOWE].

Otrzymane nagrody i wyréZnienia:

® nagroda zespotowa Wydziatu Nauk Medycznych PAN za cykl 5 prac dotyczacych utraty genéw
supresji nowotworowej w ptaskonabtonkowym raku krtani (dr hab. Maciej Giefing, dr hab.
Matgorzata Jarmuz-Szymczak, dr Magdalena Kostrzewska-Poczekaj, dr Katarzyna Kiwerska) -
11.12.2019, Warszawa.

e |l miejsce w sesji konkursowej za prezentacje ,Analysis of TET2 gene mutations in patients with
myelodysplastic syndromes”. Adamska M, Kowal E, Kiwerska K, Ustaszewski A, Paczkowska J,
Czerwinska-Rybak J, Jarmuz-Szymczak M, Gil L. XVIII International Congress of Young Medical
Scientists, Oncology, Hematology and Radiotherapy Session, Poznan 16.06.2018r.

e | miejsce w sesji konkursowej za prezentacje ,,Polymorphism of TET2, DMNT3A, RUNX1 genes
in patients with myelodysplastic syndromes”. Gronowska W, Loba J, Adamska M, Kowal E,
Kiwerska K, Ustaszewski A, Czerwinska-Rybak J, Jarmuz-Szymczak M, Gil L. 20th International
Congress of Young Medical Scientists, Poznan 28-30.05.2020r.

® | miejsce w sesji konkursowej za prezentacje ,,Polymorphism of TET2 gene mutations in Polish
patients with myelodysplastic syndromes”. Adamska M, Kowal E, Kiwerska K, Ustaszewski A,
Paczkowska J, Czerwinska-Rybak J, Jarmuz-Szymczak M, Gil L. ,3rd International Medical
Interdisciplinary Congress Medicine Sciences”, Bydgoszcz 09.06.2018r.

® | miejsce w sesji konkursowej onkologia i medycyna paliatywna za prace ,,Analiza mutacji genu
TET2 wystepujgcych u chorych z zespotem mielodysplastycznym”. Adamska M, Kowal E,
Kiwerska K, Ustaszewski A, Paczkowska J, Czerwinska-Rybak J, Gil L, Jarmuz-Szymczak M.
,Magis in Medicinae Ill”, Poznan 19.05.2018r.

e | nagroda za plakat pt. , Targeted next-generation sequencing of selected genes in patients
with myelodysplastic syndromes” Autorzy: Kowal E, Kiwerska K, Ustaszewski A, Paczkowska J,
Adamska M, Pruchniewski £, Czerwinska- Rybak J, Komarnicki M, Gil L, Jarmuz-Szymczak M. Il
Ogdlnopolskie Sympozjum Nauk Przyrodniczo-Rolniczych, Poznan 7-8.04.2018r.

e | nagroda za plakat pt. ,Geny ze $ciezki Fanconiego USP1, UBE2T, CHK1, ATR, RPA, MRE11,
FANCG, FANCI/BRIP1, FANCN/PALB2 w kontekscie patogenezy raka krtani”. Autorzy:
Szaumkessel M, Kiwerska K, Pelinska K, Szyfter K. XIV Sympozjum ,, Onkologia w Laryngologii”.
Warszawa, 22-24.09.2011r.
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W latach 2018/2019 bytam cztonkiem zespotu edytoréw (Editorial Board Member) w czasopi$mie
Scientific Reports.

W latach 2012 - 2021 wykonatam recenzje szesciu prac skierowanych do publikacji
w miedzynarodowych czasopismach:

Oral Oncology (1 manuskrypt w 2012r.)

Scientific Reports (1 manuskrypt w 2017 r.)

BMC Cancer (1 manuskrypt w 2017 r. i 1 manuskrypt w 2018 r.)
Molecular Biology Reports (1 manuskrypt w 2019 r.)

Journal of Applied Genetics (1 manuskrypt w 2021 r.)

Podsumowanie dorobku naukowego:

Stan na dzient 13.01.2023r.

Sumaryczny IF (wedtug IF czasopisma w roku ukazania sie publikacji): 105,729
Sumaryczna liczba punktéw ministerialnych (MNiSzW): 1862

Liczba cytowan wg Web of Science (lata 2004-2022): 504 (456 bez autocytowan)
Liczba cytowan wg Scopus: 524 (470 bez autocytowan)

Indeks Hirscha wg Web of Science: 14

Indeks Hirscha wg Scopus: 13

{podpis wnioskodawcy)
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