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4. Omoéwienie osiagnieé¢, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z
po6zn. zm.). Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych
osiagnie¢, jak
i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiagniecie jest dzielem wspétautorskim, z uwzglednieniem
mozliwosci wskazywania dorobku z okresu calej kariery zawodowe;j.

OMOWIENIE OSIAGNIECIA W RAMACH CYKLU PRAC

Cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych pt. , Poszukiwanie podtoia
molekularnego zespotu Sézary’ego naleiqcego do grupy chfoniakow skornych z
komorek T”

Osiggniecie naukowe zostato udokumentowane w formie cyklu pieciu powigzanych
tematycznie artykutdéw opublikowanych w recenzowanych czasopismach w latach
2017-2023. taczna wartos¢ wspotczynnika Impact Factor (IF) tych prac wynosi 41,664
(wg Web of Science) oraz 560 punktéw ministerialnych (Ministerstwa Edukacji i Nauki,
MEIiN). Cztery artykuty stanowig prace badawcze dotyczgce poszukiwania podtoza
molekularnego zespotu Sézary’ego, natomiast jedna publikacja jest pracg przegladowa
dotyczacg terapii celowanych stosowanych w leczeniu chtoniakéw T-komdérkowych, w
tym zespotu Sezary’ego i innych chtoniakéw skérnych z komoérek T. W kazdej z prac,
wchodzgcych w sktad osiggniecia habilitacyjnego, jestem pierwszym autorem lub
drugim i jednocze$nie korespondencyjnym. Moj udziat we wszystkich pracach byt
znaczacy i obejmowat opracowanie koncepcji badan, planowanie i udziat w duzej czesci
eksperymentow, analize danych, koorydonowanie pracy grupy badawczej poprzez
nadzor merytoryczny, przygotowanie manuskryptow.
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Wstep

Pierwotne chtoniaki skérne nalezg do grupy chtoniakdw nieziarniczych i
rozwijajg sie gtdwnie w skdrze, a nie w weztach chtonnych [1, 2]. Okoto 75% stanowig
chtoniaki wywodzace sie z komérek T, z czego wiekszo$¢ diagnozowana jest jako
czesciej wystepujacy ziarniniak grzybiasty (ok. 70%) oraz rzadszy zesp6t Sézary’ego (ok.
5%). Czestos¢ wystepowania chtfoniakéw skérnych z komérek T (ang. CTCL — cutaneous
T-cell lymphoma) obecnie wynosi 6,4 na milion oséb, z obserwowang od lat tendencjg
wzrostowa, a 5-letni wskaznik przezycia pacjenta to 20-60%. Sredni wiek pacjenta w
momencie rozpoznania wynosi 52-62 lata, jednak czestos¢ zachorowania
zdecydowanie wrasta z wiekiem i jest 4-ktornie wyzsza u oséb powyzej 70 roku zycia.
Diagnoza CTCL stanowi duze wyzwanie dla klinicystow, poniewaz objawy CTCL czesto
przypominajg inne choroby skory o podtozu nienowotworowym. Proces diagnozy
moze trwa¢ nawet kilka lat i opiera sie na zastosowaniu réinych metod
histochemicznych, immunohistochemicznych i genetycznych [2]. Poszukiwanie
swoistego markera diagnostycznego, ktory umozliwitby szybka diagnoze i rozréznienie
zespotu Sézary’ego od ziarniniaka grzybiastego czy innych chordb o podobnym obrazie
klinicznym, jest od lat jednym z nurtéw badan naukowcow zajmujgcych sie chtoniakami
skornymi.

Czesciej wystepujgcy ziarniniak grzybiasty charakteryzuje sie tagodniejszym
przebiegiem i lepszymi rokowaniami. U pacjentéw dominujg zmiany skérne w postaci
rumieni, naciekdw i guzdw, sktadajace sie z nowotworowych, epidermotroficznych
limfocytéw z nieregularnym, podzielonych jagdrem, ale takze atypowych limfocytow,
wykazujgcych cechy prozapalne i reaktywne [1]. W obrazie histopatologicznym
dominujg limfocyty CD4+, mniej jest limfocytow CD8+. Nowotworowe limfocyty czesto
wykazuja klonalnoé¢ i utrate marketéw typowych dla limfocytéw T CD7 i CD5. Sredni
czas przezycia pacjentdw zalezy od stadium choroby, w przypadku stadium I-11A Sredni
czas przezycie siega nawet 15-35 lat, natomiast gwattowanie spada do 1-5 lat u
pacjentéw w stadium IIB-1VB [2].

Zespot Sézary’ego wystepuje o wiele rzadziej, ale jest tez zdecydowanie bardziej
agresywny w swoim przebiegu, ze swoistym dla choroby 5-letnim przezyciem
wynoszgcym 36% i mediang przezycia 2—4 lata [3]. W rozpoznaniu klinicznym widoczne
jest o wiele wieksze zajecie obszaru skéry w postaci uogdlnionej erytrodermii, jak
rowniez obecnos¢ nowotworowych komadrek Sézary’ego w weztach chtonnych, krwi
obwodowej, a nawet narzgdach wewnetrznych [1]. Kryteria diagnostyczne we krwi sg
nastepujace: bezwzgledna liczba komdrek Sézary'ego > 1000 komérek/pul, stosunek
CD4/CD8 210:1, utrata markeréw T-komérkowych (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7 i/lub
CD26) i zwiekszona liczba klonalnej populacji limfocytow T.

W rzadkich przypadkach zespdt Sézary’ego moze wystgpi¢ u pacjentéw z
ziarniniakiem grzybiastym, jak réwniez u pacjentéw z ziarniniakiem grzybiastym moze
wystgpic¢ postac biataczkowa z zajeciem krwi obwodowej, ale bez erytrodermii [1, 2].
Ze wzgledu na podobienstwo niektdrych objawdw, ziarniniak grzybiasty i zespof



Sézary’ego byty kiedy$ uwazane za rdézne stadia tej samej choroby. Natomiast badania
sugerujg, iz obie choroby wywodzg sie od réinych subpopulacji limfocytéw [4].
Ziarniniak grzybiasty wywodzi sie z niemigrujgcej populacji limfocytow Trm (ang.
resident memory T-cells), posiadajgcych typowe dla tej grupy markery powierzchniowe
CD69 i CD103, oraz receptory typowe dla limfocytow obecnych w skérze CCR4 i CLA.
Zespot Sézary’ego wywodzi sie z limfocytéw Tem (ang. central memory T-cells),
posiadajgcych markery CCR7 i CD62L, migrujacych ze skdry do krwiobiegu [4]. W
zwigzku z odmiennym obrazem klinicznym, jak réowniez w celu lepszej diagnostyki
réznicowej, zaproponowano ostatnio zakwalifikowanie zespotu Sézary’ego do grupy
biataczek z dojrzatych limfocytéw T i NK [5].

Witasciwy mechanizm odpowiedzialny za rozwéj choroby nie zostat jak dotad
wyjasniony. Badania przeprowadzone w naszym zespole [6, 7], wykazaty olbrzymia
réznorodnos$¢ zmian na poziomie genomu, transkryptomu i epigenomu u pacjentéw z
CTCL, co potwierdzajg rowniez wyniki innych grup badawczych. Wysokoprzepustowe
techniki takie, jak sekwencjonowanie nastepnej generacji WGS (ang. ,,whole genome
sequencing”) i RNAseq wykazaty olbrzymig heterogennos¢ zmian pomiedzy pacjentami
a wprowadzona w ostatnich latach technologia scRNAseq (ang. ,single cell RNAseq”)
pokazata takze duzg heterogennos¢ w obrebie poszczegdlnych pacjentéw [8].
Udowodniono miedzy innymi, iz profile ekspresji réznicujag komorki nowotworowe w
skorze od tych krazacych we krwi obwodowej, podkreslajagc znaczenie
mikrosrodowiska i ewolucji klonalnej komdrek nowotworowych [9]. Pomimo wielu
badan z wykorzystaniem wysokoprzepustowych technologii, doktadny mechanizm
rozwoju chtoniakdw skdrnych nie jest znany. Hipoteza powstania choroby opiera sie
na przekonaniu, iz w trakcie catego zycia aktywowane limfocyty T znajdujgce sie w
skdrze sg narazone na réznego rodzaju mutageny, takie jak promieniowanie UV, czy
zwigzki chemiczne, co w potaczeniu ze starzejgcym sie z uktadem immunologicznym
prowadzi do niestabilnosci chromosomowej i nagromadzenia sie duzej ilosci zmian
prowadzgcych do proliferacji klonu nowotworowego, odpornego na procesy apoptozy
[1]. W przebiegu choroby kluczowa jest rola mikrosrodowiska, w ktdrym w wyniku
wytwarzania przez rézne komorki cytokin, chemokin i czynnikdw wzrostu, dochodzi do
zaburzen w odpowiedzi immunologicznej przeciwko komérkom nowotworowym, co
sprzyja progresji nowotworowej [10].

Komorki Sézary’ego charakteryzujg sie olbrzymig niestabilno$¢ chromosomowa
i obecnoscig wielu nieprawidtowosci w genomie. Wysokoprzepustowe badania
genomoéw i transkryptomoéw wykazaty wptyw duzych zmian liczby kopii i rearanzacji
genomowych na szereg kluczowych $ciezek sygnatowych zaangazowanych w regulacje
ekspresji gendw, kontrole cyklu komérkowego czy aktywacje limfocytéow T [1, 7].
Natomiast wykryte mutacje w przewadze wykazujg sygnature specyficzng dla
mutagenezy indukowanej promieniowaniem UV, co moze sugerowac jego wptyw na
zapoczatkowanie transformacji nowotworowej w limfocytach zasiedlajgcych skoére
[11]. Najczesciej powtarzajgcymi sie zmianami u pacjentéw z CTCL byty delecje w



regionach 10q i 17p, oraz amplifikacje 8q i 17q, oraz inne ztozone strukturalne
rearanzacje chromosomowe, prowadzgce do zmian liczby kopii w obrebie kluczowych
gendw i w rezultacie do deregulacji poziomu ich ekspresji [12]. Wiele z tych gendw
nalezy do znanych onkogendw i genéw supresorowych. Delecje i inaktywacja gendéw
supresorowych takich, jak TP53, PTEN czy CDKN1 i CDKN2A, oraz amplifikacje w
obrebie onkogenéw m.in. MYC prowadzg do zaburzen cyklu komérkowego i
niekontrolowanej proliferacji. Niekontrolowana proliferacja komoérek
nowotworowych jest dodatkowo napedzana ciggta aktywacje szlakow TCR i NF-kB [13],
oraz deregulacjg szlaku JAK-STAT, w zwigzku z licznymi mutacjami i zmianami liczby
kopii gendw zaangazowanych w te szlaki, takich jak TNFAIP3, STAT3, STAT5, ZEB1,
JAK1. Liczne zmiany odnotowane na poziomie transkryptomu sg takze zwigzane ze
zmianami liczby kopii gendw zaangazowanych w epigenetyczng regulacje ekspres;ji
gendw, takich jak ARID1A, CTCF czy DNMT3A [12], czy tez obecnoscig somatycznych
mutacji genéw zaangazowanych w metylacje, acetylacje i ubikwitynacje histonéw [14].

Pomimo wielu badan i postepdw w zrozumieniu podtoza molekularnego
chtoniakdéw skdrnych, choroba pozostaje nieuleczalna. Terapie ukierunkowane na
skdre obejmujg terapie wigzka elektronéw, terapie Swiattem ultrafioletowym,
miejscowg chemioterapie i sterydy [15]. W przypadku terapii systemowych stosuje sie
beksaroten (syntetyczne retinoidy), interferony alfa i gamma, metotreksat,
pralatreksat, denileukine difitoks, oraz inhibitory deacetylaz histonowcyh (HDACI):
Romidepsyne i Vorinostat [1]. Natomiast stosowane przeciwciata monoklonalne to
skoniugowany z toksyng brentuksymab (anty-CD30) i mogamulizumab (anty-CCR4).
Duze nadzieje zwigzane sg z opracowaniem nowych, bardziej celowanych terapii np.
inhibitorow BCL-2, BET, czy swoistych HDACi, z mozliwoscig ich zastosowania w
kombinacji, aby z jednej strony zmniejszy¢ toksycznos$é stosowanych lekdw, a z drugiej
ograniczyé mozliwos¢ powstania opornych klonéw nowotworowych [1].

Przeprowadzone przeze mnie na przestrzeni lat badania byly osadzone w
tematyce CTCL realizowanej takze w zagranicznych osrodkach badawczych. Poczgwszy
od poszukiwan zmian na poziomie DNA, przy pomocy nowatorskich
wysokoprzepustowych metod sekwencjonowania, majgcych wplyw na zmiane
ekspresji gendéw, poprzez analize zaburzonych szlakéw sygnatowych i proceséow
komérkowych, konczac na identyfikacji markeréw diagnostycznych i potencjalnych
celéow terapeutycznych. Wyniki moich badan w duzym stopniu poszerzyty wiedze
dotyczgcg podtoza genetycznego zespotu Sézary’ego, ale takie daty mozliwosé
opracowania nowego markera diagnostycznego, ktory moze byé potencjalnym celem
terapii antynowotworowej w przysztosci.



Cel naukowy cyklu prac

Gtéwnym celem prowadzonych przeze mnie badan byto poszukiwanie podtoza
molekularnego zespotu Sézary’ego. W celu zrealizowania podjetego przeze mnie
problemu badawczego w pierwszej kolejnosci przeanalizowatam genomy i
transkryptomy pacjentéw z zespotem Sézary’ego i wskazatam nowe geny mogace mieé
znaczenie dla rozwoju choroby. Jeden z wybranych przeze mnie genéw, TMEM244,
zostat przeanalizowany szczegétowo pod katem jego mechanizmow regulacji, funkcji i
potencjalnego znaczenia diagnostycznego i terapeutycznego. Natomiast
przygotowana praca przeglagdowa miata na celu przedstawienie celowanych terapii w
trudno uleczalnych chtoniakach T-komodrkowych, w tym zespotu Sezary’ego i
podkreslenie znaczenia badan podstawowych w procesie opracowywania i
doskonalenia nowych terapii.

Omowienie osiggniecia

Badaniem podtoza molekularnego zespotu Sézary’ego (ZS) zajetam sie juz w
trakcie doktoratu, gdzie przeanalizowatam szczegétowo region 6g23-27 u pacjentéw
pod katem rearanzacji genomowych moggcych mieé znaczenie w rozwoju choroby, co
zostato opublikowane prestizowym czasopismie z dziedziny dermatologii Journal of
Investigative Dermatology [6]. Doswiadczenie, ktére zdobytam analizujgc czes¢ prébek
przy pomocy sekwencjonowania nastepnej generacji NGS pozwolity mi na podjecie sie
analizy ,,omicznej” catych genomdw i transkryptomdéw u pacjentéw z zespotem
Sézary’ego w ramach projektu HARMONIA, realizowanego we wspodipracy z
Uniwesytetem w Greifswaldzie (Niemcy) i finansowanego przez Narodowe Centrum
Nauki (NCN). Badania uzyskane w ramach tego projektu potwierdzity olbrzymig
réoznorodnosé zmian wsréd pacjentédw, amplifikacje w regionach onkogenéw i delecje
w genach supresorowych, czy zmiany w genach zaangazowanych w szlak sygnalizacji
komodrkowej TCR. Zidentyfikowatam nowe rearanzacje i geny fuzyjne, wytypowatam
nowe geny do dalszych badan, miedzy innymi gen TMEM244, omawiany w niniejszym
osiggnieciu, ale takze geny kodujace deacetylazy histonowe HDAC9 i HDACIO,
analizowane obecnie w ramach grantu NCN SONATA, ktérego jestem kierownikiem.

Wspomniany TMEM244 to tylko jeden z gendw, ktéry wykazywat zmieniony
profil ekspresji u pacjentow. Jego ekspresja byta znaczgco podwyzszona u wszystkich
pacjentéw z zespotem Sézary’ego, w pordwnaniu z komorkami od zdrowych dawcow,
co wykazatam tacznie na grupie 20 pacjentow, stosujgc dwie niezalezne metody analizy
ekspresji: RNAseq i RT-qPCR (ang. reverse transcription quantitative real-time PCR).
Pacjenci z zespotem Sézary’ego charakteryzujg sie bardzo duzg heterogennoscig zmian,
stad identyfikacja tak powtarzalnej zmiany byta warta dalszych badan. Dodatkowo,
funkcja genu nie byta jak dotad poznana dajac olbrzymie mozliwosci badawcze pod
katem mechanizméw jego regulacji i znaczenia w komodrce. We wspotpracy z
profesorem Grzegorzem Przybylskim przygotowalismy wniosek grantowy majacy na
celu poznanie funkcji genu TMEM244 w chorobach hematologicznych, ktéry uzyskat



finansowanie w konkursie NCN OPUS14. Podczas realizacji projektu, bytam gtéwnym
wykonawcy, petnigcym nadzér zarédwno nad czescia merytoryczng jak i
eksperymentalng projektu, oraz promotorem pomocniczym pracy doktorskiej Karoliny
Rassek. Badania postanowilismy rozpoczg¢ od analizy ekspresji TMEM244 u pacjentéw
z réznymi nowotworami hematologicznymi, zaréwno z komérek T jak i B, w celu
weryfikacji, czy wysoka ekspresja tego genu jest charakterystyczna tylko dla zespotu
Sézary’ego, czy byé moze dla wszystkich chtoniakdw skérnych, albo dla wszystkich
chtoniakéw T komoérkowych. Wyniki naszych poprzednich badan jednoznacznie
wykazaty, iz ekspresja genu TMEM244 u zdrowych dawcow w populacji komdrek
jednojadrzastych jest tylko na s$ladowym poziomie. Natomiast w kolejnym
eksperymencie przeprowadzonym na wyselekcjonowanych osmiu subpopulacjach
komodrek jednojadrzastych krwi zaobserwowalismy niewielkg aktywacje genu
TMEM244 w limfocytach T pamieci CD45RO+CD8+ i CD45RO+CD4+. Brak jest
natomiast ekspresji w limfocytach B i nowotworach B-komérkowych. Co ciekawe, w
nowotworach T-komdérkowych, innych niz zespét Sézary’ego, ekspresja byta wyisza,
natomiast nie osiggnetfa tak wysokiego poziomu jak w zespole Sézary’ego. Wyniki te
sktonity nas do podjecia badan w celu weryfikacji czy TMEM244 moze byé markerem
diagnostycznym w zespole Sézary’ego, ktéry jest trudny w diagnostyce, poniewaz jest
wiele choréb o podobnym obrazie klinicznym. W badaniu postanowilismy zestawic
grupe pacjentow z zespotem Sézary’ego z grupga pacjentdéw chorujgcych na ziarniniaka
grzybiastego i erytrodermie nienowotworowe o réznym podtozu. Wykorzystalismy
zaréwno separowane limfocyty CD4+, jak i catg populacje komérek jednojadrzastych
krwi od pacjentow, ktérych prébki udato nam sie zebraé na przestrzeni lat (tgcznie 16
pacjentéw z zespotem Sézary’ego, 6 z ziarniniakiem grzybiastym, 8 z erytrodermiami
nienowotworowymi). Analiza wykazata znaczacg nadekspresje genu TMEM244 u
pacjentéw z ZS, w pordwnaniu z grupg choréb o podobnym obrazie klinicznym.
Poniewaz rdznica w poziomie ekspresji byta wyraznie widoczna w catej populacji
komorek jednojgdrzastych, stwierdzilismy, iz moze by¢ to wykorzystane w szybkiej
diagnostyce.

Nastepnym pytaniem na ktoére chcieliSmy odpowiedzie¢ byto to, czy TMEM244
moze by¢ nie tylko markerem diagnostycznym, ale takze celem terapeutycznym w
leczeniu zespotu Sézary’ego. Wykazalismy, ze wyciszenie genu TMEM244 ma
negatywny efekt na wzrost komoérek, sugerujgc, iz jest on istotny dla wzrostu komérek
nowotworowych. Duzym zaskoczeniem byto, iz gen TMEM244, ktérego adnotacja w
bazach danych sugerowata kodowanie biatka transbtonowego, okazat sie by¢ genem
nie kodujgcym biatko, a dtugim niekodujgcym RNA (ang. long non-coding RNA,
IncRNA), co udowodnilismy w szeregu eksperymentow in vitro i in silico. Udato nam sie
wykazaé, iz TMEM244 IncRNA lokalizuje sie gtéwnie w cytoplazmie i ma kilka
wariantow transkrypcji, a wszystkie charakteryzujg sie niskim potencjatem kodujgcym.
Pokazalismy, ze nie tylko zaburzenia w genach kodujacych biatka, ale takze dtugie
niekodujgce RNA mogg mieé znaczenie w rozwoju zespotu Sézary’ego.



Podczas analizy znaczacej liczby zmian na poziomie genomu i transkryptomu w
zespole Sézary’ego pojawito sie pytanie, ktéra jest zmiang pierwotng, powodujgca
rozwdj choroby, a ktéra wtdérng zwigzang z progresjg nowotworowg. Postanowilismy
zbada¢ nie tylko znaczenie nadekspresji TMEM244 w komoérkach, ale takze
zidentyfikowaé mechanizm, ktéry do tej nadekspresji doprowadzit. Mechanizmy
zwigzane z zaburzeniami metylacji sg czesto odpowiedzialne za deregulacje genomoéw
i procesy nowotworzenia. Badania pokazaty, iz u pacjentéw z zespotem Sézary’ego
genom jest w wiekszosci hipometylowany, co sprzyja niestabilnosci chromosomowej,
a wiele modulatoréw epigenetycznych jest deregulowanych [16]. W moich badaniach
pokazatam miedzy innymi powtarzalne rearanzacje i spadek ekspresji genu
metylotransferazy DNMT3A u pacjentéw z ZS. Postanowilismy sprawdzic jaki jest status
metylacji promotora genu TMEMZ244. Wykazalismy, iz w prébkach z ekspresjg genu
TMEM244 promotor jest hipometylowany, a im wyzisza ekspresja tym stabiej
metylowany promotor. Wyniki potwierdzilismy w nowatorskim eksperymencie z
uzyciem systemu CRISPR-dCas9-TET1, gdzie po swoistej demetylacji promotora udato
sie aktywowal ekspresje genu TMEM244 w linii modelowej. Tym samym
potwierdzilismy, iz hipometylacja jest mechanizmem, ktéry spowodowat silng
nadekspresje genu.

Z przeprowadzonych badan wynika, iz podfoze molekularne zespotu Sézary’ego
jest bardzo ztozone i wiele zmian moze miec znaczenie dla procesu nowotworzenia, w
tym zmian na poziomie genomu czy transkryptomu, ale takze epigenomu, zwigzanych
chociazby z poziomem metylacji DNA. Ponadto, wykazalismy, iz w rozwoju choroby
mogg miec znaczenie nie tylko geny kodujgce biatko, wptywajace na kluczowe szlaki
sygnalizacji komodrkowej, ale takze dtugie niekodujgce RNA. Dodatkowo nasze badania
wykazaty, iz analiza podfoza molekularnego nowotwordw, nawet tak ztozonego jak w
zespole Sézary’ego, moze prowadzi¢c do wytypowania nowego markera
diagnostycznego i potencjalnego celu terapeutycznego, bedacego nadziejg na
wyleczalnosé chtoniakéw T-komdrkowych, co przedstawiono w pracy przegladowe;.

Omowienie prac wchodzqcych w sktad cyklu

1. Katarzyna lzykowska, Grzegorz K Przybylski*, Claudia Gand, Floriane C Braun,
Piotr Grabarczyk, Andreas W Kuss, Karolina Olek-Hrab, Armando N Bastidas

Torres, Maarten H Vermeer, Willem H Zoutman, Cornelis P Tensen, Christian A
Schmidt

Genetic rearrangements result in altered gene expression and novel fusion
transcripts in Sézary syndrome.

Oncotarget. 2017 Jun 13;8(24):39627-39639. doi: 10.18632/oncotarget.17383.
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Publikacja jest rezultatem wieloosrodkowej wspotpracy z parterami z Polski i z
zagranicy, ktéra byta realizowana w ramach projektu badawczego NCN HARMONIA4.
Celem badan byto zebranie jak najwiekszej grupy pacjentdow z zespotem Sézary’go, a
nastepnie przeanalizowanie genomow i transkryptoméw metoda sekwencjonowania
nastepnej generacji (ang. next generation sequencing, NGS), w celu zidentyfikowania
rearanzacji i zmian w ekspresji gendw mogacych mie¢ znaczenie dla rozwoju choroby.
tacznie przeanalizowano genomy i transkryptomy 9 pacjentéw z zespotem Sézary’ego
oraz w stabilnej linii SeAx, wyprowadzonej od pacjenta z zespotem Sézary’ego. Prébki
od pacjentéw pozyskano z Kliniki Dermatologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu oraz z Kliniki Dermatologii Centrum Medycznego
Uniwersytetu w Leiden w Holandii. Materiat kontrolny do analizy RNAseq zostat
przygotowany w Klinikce Choréb Wewnetrznych C, Uniwersytetu w Greifswaldzie
(Niemcy), a stanowity go separowane limfocyty T aktywowane i nieaktywowane.
Analiza bioinformatyczna zostata przeprowadzona w Instytucie Genetyki i
Funkcjonalnych Badan Genomu na Uniwersytecie w Greifswaldzie (Niemcy). Genomy i
transkyptomy przeanalizowano przy pomocy programu Integrated Genome Viewer
IGV, a geny fuzyjne i zmiany w ekspresji gendw dodatkowo potwierdzono przy pomocy
technik PCR. Analiza genomowego DNA wykazata liczne zmiany liczby kopii w rejonach
znanych juz gendéw supresorowych, onkogendw i nowych gendw kandydatdw, takich
jak MYC, TOX, TP53, NCOR1, PTEN, FAS, DNMT3A, USP28, CAAP1. Ponadto,
zidentyfikowano nowe rearanzacje gendw, ktdére wptynety znaczgco na poziom
ekspresji gendw, takich jak TMEM244, EHD1, MTMR2, RNF123 and TOX. W wyniku
rearanzacji zidentyfikowano 15 nowych gendw fuzyjnych, z czego 9 ulegto ekspresji w
postaci transkryptow fuzyjnych zgodnych z ramka odczytu: EHD1-CAPN12, TMEM66-
BAIAP2, MBD4-PTPRC, PTPRC-CPN2, MYB-MBNL1, TFG-GPR128, MAP4K3-FIGLA,
DCP1A-CCL27, MBNL1-KIAA2018, natomiast 5 doprowadzito do ekspresji fragmentéw
gendw nieulegajacych ekspresji w limfocytach T, takich jak BAIAP2, CPN2, GPR128,
CAPN12, FIGLA.

Wyniki badan potwierdzity olbrzymig réznorodnos¢ zmian wystepujacych u
pacjentéw z Zespotem Sézary’go oraz role znanych genéw supresorowych (TP53, FAS),
modulatoréw epigenetycznych (NCOR1, DNMT3A) i zmian regulacji szlakow
sygnatowych (PTPRC w sygnalizacji TCR) w patogenezie zespotu Sézary’ego. Ponadto,
badania te umozliwity wytypowanie nowych gendw kandydatow, takich jak TMEM244,
czy geny kodujgce deacetylazy histonowe klasy I, ktére sktonity nas do kontynuowania
tej tematyki badawczej w ramach projektéw realizowanych w pdzniejszych latach.
Praca ma obecnie 32 cytowania.

Moj wkiad polegat na: gromadzeniu materiatu od pacjentéw oraz zdrowych

dawcéw z Polski; separacji komérek jednojadrzastych z krwi; izolacji RNA i DNA;
przygotowaniu materiatu do analizy RNAseq; analizie wynikow NGS przy pomocy
programu IGV; przeprowadzaniu reakcji PCR, RT-PCR oraz analizie ekspresji RT-gPCR;
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ustaleniu koncepcji pracy; napisaniu manuskryptu i przygotowaniu rycin i tabel;
uczestniczeniu w procesie zwigzanym z procedurg wydawnicza

2. Katarzyna lzykowska, Karolina Rassek, Magdalena Zurawek, Karina Nowicka,

Julia Paczkowska, Iwona Ziétkowska-Suchanek, Marta Podralska, Agnieszka
Dzikiewicz-Krawczyk, Monika Joks, Karolina Olek-Hrab, Maciej Giefing, Grzegorz
K Przybylski*

Hypomethylation of the promoter region drives ectopic expression of TMIEM244
in Sézary cells.

J Cell Mol Med. 2020 Sep;24(18):10970-10977. doi: 10.1111/jcmm.15729. Epub
2020 Aug 14.

Celem pracy byto przeanalizowanie chorych na nowotwory hematologiczne
pod katem ekspresji genu TMEM244, ktérego ektopowa ekspresja zostata wykazana u
pacjentdéw z zespotem Sézary’ego w naszych poprzednich badaniach. We wspétpracy z
Katedra i Klinikg Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu oraz Katedrg i Klinikg Dermatologii Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu zebrano grupe pacjentéw z
zespotem Sézary’ego, ziarniniakiem grzybiastym, innymi chtoniakiami T-komérkowymi
i ostrg biataczkg limfoblastyczng T-komdrkowa, oraz biataczkg B-komdrkowa. Analiza
RT-qPCR wykazata, iz gen TMEM244 ulega ekspresji ektopowej u wszystkich pacjentéw
z zespotem Sézary’ego i liniach komérkowych pochodzgcych z ZS, w mniejszym stopniu
w ziarniniaku grzybiastym i we frakcji chtoniakéw T-komdrkowych, ale nie ulega
ekspresji w nowotworach ztosliwych z komdrek B i komérkach jednojgdrzastych
zdrowych oséb. Dodatkowo, we wspodtpracy z Zaktadem Genetyki Nowotwordéw
Instytutu Genetyki Cztowieka PAN wykazano negatywng korelacje pomiedzy
poziomem ekspresji genu TMEMZ244 a stopniem metylacji w jego rejonie
promotorowym. Trzy dinukleotydy CpG w regionie promotora TMEM244 analizowano
za pomocg pirosekwencjonowania wodorosiarczynem. Wyniki pokazalty, ze w
komorkach bez lub ze sladowg ekspresjag TMEM244 miejsca CpG byly poddane silnej
metylacji, natomiast w komdrkach wykazujgcych ekspresje TMEM244 na znaczacym
poziomie promotor byt hipometylowany. Sposrdd 39 probek pobranych od pacjentéw,
zdrowych dawcéw i linii komdrkowych, znaczgcy ekspresje TMEM244 zaobserwowano
w 13 prébkach: 5 zespotu Sézary’ego, 2 ziarniniakach grzybiastych, jednej CLL, T-ALL,
w chfoniaku z komdrek T i trzech liniach komdérkowych z komérek T. W tych prébkach
sredni poziom metylacji promotora wynosit 44,11%, a srednia relatywna ekspresja
TMEM244 wynosita 1246E-6. W prdbkach ze sladowg ekspresja TMEM244 lub jej
brakiem, sredni poziom metylacji byt wyraznie wyzszy (85%). Na podstawie uzyskanych
wynikoéw ustalono wartos$¢ odciecia dla hipometylacji promotora na 70% oraz dla
ekspresji TMEM244 na 100E-6. Stosujgc te wartosci odciecia, 11/12 prébek z
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hipometylacjg promotora miato ekspresje TMEM244 i 25/27 prébek z metylowanym
promotorem nie wykazywato ekspresji badanego genu (P <0,000001 test Fishera). Test
wspotczynnika korelacji Pearsona wykazat silng ujemna korelacje miedzy ekspresja
TMEM?244 a kwadratem metylacji jego promotora (R =-0,7813; P <0,00001).

W pracy udowodniono réwniez, ze ekspresje TMEM244 mozna aktywowac in
vitro przez indukowang systemem CRISPR-dCas9 specyficzng demetylacje regionu
promotorowego genu TMEM244. Zastosowano nowatorskie podejscie przy pomocy
biatka dCas9 pofgczonego z domeng aktywng demetylazy TET1 oraz sgRNA
nakierowanych na rejon CpG promotora genu TMEM?244. Przy uzyciu dwdch z czterech
sgRNA spowodowano istotne obnizenie poziomu metylacji odpowiednio 0 30% i 25%,
natomiast nie wykryto zadnego efektu dla dwdch innych sgRNA, a takze dla dwdéch
probek kontrolnych (ang. non-targeting, NT). Zmniejszeniu metylacji DNA towarzyszyta
aktywowana ekspresja TMEM244 w komorkach linii Jurkat, w ktdrych brak jest
endogennej ekspresji genu TMEM244. Aby sprawdzi¢ korelacje miedzy ekspresja
TMEM244 a metylacjg promotora, przeprowadzono test wspoétczynnika korelacji
Pearsona dla wszystkich probek dCas9-TET1. Analiza wykazata, ze poziom ekspresji
TMEM244 jest ujemnie skorelowany z kwadratem poziomu metylacji w regionie
promotora (R = -0,4766), a korelacja ta jest wysoce istotna (P <0,0002).

Wyniki przeprowadzonych badain umozliwity wyjasnienie mechanizmoéw
regulacji ekspresji genu TMEM?244, jak réwniez wytypowanie go jako potencjalnego
markera diagnostycznego w Zespole Sézary’ego. Praca ma obecnie 6 cytowan.

Moj wkitad polegat na: opracowaniu koncepcji badan, zaplanowaniu i

wykonywaniu eksperymentdéw; gromadzeniu materiatu od pacjentéw i prowadzeniu
bazy danych; separacji limfocytow T z czesci prébek krwi i szpiku kostnego; separacji
limfocytow T z biopsji skérnych; analizie ekspresji RT-qPCR; powadzeniu hodowli
komodrkowych i transdukcji komoérek; zaplanowaniu i opracowaniu protokotfu
eksperymentu CRISPR-dCas9; zaprojektowaniu wektoréow i sgRNA oraz klonowaniu;
interpretacji wynikdw oraz analizie statystycznej danych; napisaniu manuskryptu i
przygotowaniu rycin i tabel; uczestniczeniu w procesie zwigzanym z procedurg
wydawnicza

3. Katarzyna lzykowska, Karolina Rassek, Dorota Korsak, Grzegorz K Przybylski*
Novel targeted therapies of T cell lymphomas.
J Hematol Oncol. 2020 Dec 31;13(1):176. doi: 10.1186/s13045-020-01006-w.

Chtoniaki T-komérkowe (ang. T-cell lymphoma, TCL) stanowig heterogenng
grupe chtoniakdéw nieziarniczych (and. non-Hodgkin's lymphoma, NHL), ktére w chwili
rozpoznania czesto wystepujg w zaawansowanym stadium i najczesciej majg
agresywny przebieg kliniczny. Do tej grupy nalezg takze chtoniaki skérne z komorek T,
w tym zespot Sézary’ego. Leczenie TCL czesto wigze sie z wysokim odsetkiem
niepowodzen i nawrotami choroby. Ponadto, w przeciwieristwie do NHL z komorek B,
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w ktérym poczyniono znaczne postepy kliniczne wraz z wprowadzeniem przeciwciat
monoklonalnych, nie zaobserwowano poréwnywalnych postepéw w TCL. Aby
poprawi¢ rokowanie w TCL, konieczne jest opracowanie nowych terapii
ukierunkowanych na geny. Jest to obecnie mozliwe dzieki ogromnemu postepowi, jaki
dokonat sie w ostatnich latach w zrozumieniu biologii i patogenezy molekularnej TCL,
co umozliwia wdrozenie wynikdéw badan do praktyki klinicznej. W pracy przeglagdowej
przedstawiono nowe terapie oraz aktualne badania kliniczne i przedkliniczne nad
ukierunkowanymi terapiami TCL, w tym zespofu Sézary’ego i innych chtoniakdw
skornych CTCL, przy uzyciu inhibitoréw deacetylazy histonowej (HDACi), przeciwciat,
chimerycznych komérek T receptora antygenu (CART), inhibitorow kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu (PI3Ki), inhibitorow kinazy chtoniaka anaplastycznego (ALKi) i
antybiotykow, stosowanych pojedynczo lub w kombinacjach. Praca ma obecnie 25
cytowan.

Moj wkiad polegat na: zaplanowaniu i napisaniu czesci dotyczgcej inhibitoréw

deacetylaz histonowych w leczeniu chtoniakéw T komérkowych, w tym zespotu
Sezary’ego i innych T-komérkowych chtoniakdéw skdrnych, na podstawie dostepnych
danych literaturowych; przygotowaniu tabeli 2 dotyczgcej obecnie przeprowadzanych
prob klinicznych leczenia chtoniakdw T-komérkowych; korekcie rozdziatéw
przygotowanych przez pozostatych wspoétautordw; uczestniczeniu w procesie
zwigzanym z koricowg korektg manuskryptu i procedurg wydawnicza

4. Karolina Rassek, Katarzyna lzykowska*, Magdalena Zurawek, Karina Nowicka,

Monika Joks, Karolina Olek-Hrab, Berenika Olszewska, Matgorzata Sokotowska-
Wojdyto, Wojciech Biernat, Roman J Nowicki, Grzegorz K Przybylski

TMEM244 gene expression as a potential blood diagnostic marker distinguishing
Sézary syndrome from mycosis fungoides and benign erythroderma.

J Invest Dermatol. Volume 143, Issue 2, February 2023, Pages 344-347.e3. doi:
10.1016/j.jid.2022.08.046.

W naszym poprzednim badaniu zidentyfikowalismy ektopowg ekspresje genu
TMEM?244, o nieznanej funkcji biologicznej, u pacjentéw z zespotu Sezar’ego (ZS), ale
nie u 0sob zdrowych. Celem badania byta analiza potencjatu diagnostycznego ekspres;ji
genu TMEM244 do identyfikacji zespotu Sézary’ego. Ekspresje analizowano zaréwno
w catej populacji komédrek jednojgdrzastych krwi, jak i w separowanych limfocytach T
CDA4+, przy uzyciu techniki RT-gPCR. tacznie przeanalizowano grupe 16 pacjentéw z
zespotem Sézary’ego, 6 z ziarniniakiem grzybiastym, 8 z erytrodermia
nienowotworowg oraz 44 zdrowych dawcow, co byto wynikiem potgczenia analiz z
naszych poprzednich projektow jak i nowo pozyskanego materiatu od pacjentéw
hospitalizowanych w Katedrze i Klinice Dermatologii, Wenerologii i Alergologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Ponadto, zbadano ekspresje genu TMEM244
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w réznych subpopulacjach komérek krwi od szesciu zdrowych dawcéw pozyskanych z
Regionalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Poznaniu.

Analiza wykazata, iz w populacji komdrek jednojadrzastej krwi mediana
relatywnej ekspresji genu TMEM244 byta istotnie wyzsza u pacjentéw z ZS (1500E-06,
n = 13) niz u zdrowych dawcoéw (29,4E-06, n=30; P < 0,00001), jak rowniez u oséb z
ziarniniakiem grzybiastym (ang. mycosis fungoides, MF) i erytrodermig (MF/E) (23,7E-
06, n = 9; P = 0,0001). Podobnie, mediana ekspresji genu TMEM244 byta znacznie
wyzsza w populacji separowanych komérek T CD4+ od pacjentow z ZS (2360E-06, n=6)
niz u zdrowych dawcoéw (27,5E-06, n=14; P=0,00084) czy w grupie z MF/E (70E-06, n =
14; P = 0,002). Na podstawie zebranych wynikéw ustalono wartosé¢ graniczg dla
diagnozy ZS na poziomie 100E-06 dla komoérek jednojadrzastych krwi, oraz 360E-06 dla
sortowanych komdrek CD4+, co moze by¢ wykorzystane jako punkt odniesienia dla
innych badaczy.

Analiza ekspresji genu TMEM244 zostata rowniez przeprowadzono w réznych
subpopulacjach komérek krwi: CD4+, CD8+, CD45RA+, CD45R0O+, CD31+, CD56+,
CD14+ i CD19+, pozyskanych od zdrowych dawcéw. Wykazano, iz ekspresja TMEM244
byta wyzsza w limfocytach T, zaréwno CD4+ (mediana=392E-06) jak i CD8+
(mediana=557E-06), niz w komdrkach B CD19+ (mediana=23E-06), komdrkach NK
CD56+ (mediana=106E-06) oraz monocytach CD14+ (mediana=51E-06). Ponadto
analiza populacji limfocytéw T pamieci CD45RO+ (mediana=189E-06), limfocytéw T
naiwnych CD45RA+ (mediana=51E-06) i najmniej dojrzatych naiwnych limfocytéow T
CD31+ (mediana=75E-06) wykazata, ze ekspresja TMEM244 jest powigzana ze stanem
aktywacji limfocytéw T.

Nasze badania wykazaty, ze ekspresja TMEM244 u pacjentow z ZS jest znacznie
wyzsza nie tylko w porédwnaniu ze zdrowymi dawcami, ale przede wszystkim wyzsza
niz u pacjentéw z chorobami o podobnym obrazie klinicznym, takimi jak ziarniniak
grzybiasty i erytrodemie nienowotworowe, co moze by¢ szczegdlnie pomocne w
diagnostyce, ktora nadal stanowi duze wyzwanie dla klinicystow. Ponadto, wykazano
wyzszg ekspresje TMEM244 w komodrkach pamieci (CD45R0+) CD4+ i CD8+, co jest
zgodne z immunofenotypem komodrek Sézary'ego. Uzyskane wyniki mogg miec
zastosowanie aplikacyjne, gdyz pomiar ekspresji TMEM244 przy uzyciu RT-qPCR moze
by¢ precyzyjnym i dajgcym szybki wynik markerem diagnostycznym krwi do
rozrdznienia zespotu Sézary’ego od chordb o podobnym przebiegu klinicznym.

Moj wktad polegat na: opracowaniu planu badan i zaplanowaniu eksperymentéw;
nadzorowaniu prac pod kagtem merytorycznym; analizie danych; ustalenie ostatecznej
koncepcji pracy; koordynacji wspotpracy z klinicystami i przyjmowaniu materiatu do
badan i danych klinicznych od pacjentdw; prowadzeniu bazy danych pacjentéw;
udostepnieniu analiz ekspresji z moich poprzednich badarn do zbiorczej analizy
przedstawionej w pracy; separacji limfocytow T czesci préobek krwi; opracowaniu
protokotu i wykonaniu eksperymentu separacji oSmiu subpopulacji komdrek
jednojadrzastych krwi; barwieniu komdérek, analizie komérek przy pomocy cytometrii
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przeptywowej i analizie wynikdw; uczestniczeniu w pisaniu manuskryptu, tworzeniu
rycin i korekcie manuskryptu; koordynowaniu procesu zwigzanego z procedurg
wydawniczg jako autor korespondencyjny

5. Karolina Rassek, Katarzyna liykowska*, Magdalena Zurawek, Monika

Pieniawska, Karina Nowicka, Xing Zhao, Grzegorz K. Przybylski*
TMEM244 is a long non-coding RNA necessary for CTCL cell growth
Int. J. Mol. Sci. 2023, 24(4), 3531; https://doi.org/10.3390/ijms24043531

Celem pracy byto zbadanie funkcji genu TMEM244 w chtoniakach skérnych T-
komdrkowych. Funkcja tego genu nie zostata jak dotad zbadana w kontekscie zadnej
jednostki chorobowe;.

W pierwszej kolejnosci naszym celem badawczym byto zidentyfikowanie
ekspresji genu TMEM244 na poziomie biatka. Zbadano dwie linie komérkowe CTCL:
SeAx i HH, a takze linie komdrkowe inne niz CTCL: HDLM2, D341med i COLO684, z
przewidywanymi wysokimi poziomami transkryptu TMEMZ244. Wysoki poziom
ekspresji TMEM244 w linii komérkowej Jurkat indukowano przy uzyciu dwéch
systemow lentiwirusowych z réznymi promotorami (CMV i PGK). Sekwencje FLAG
wprowadzono na N- lub C-koncu genu TMEM244. Ekspresja TMEM244 na poziomie
MRNA, okreslona za pomocg RT-qPCR, byta najwyzsza w komdrkach Jurkat-CMV i
Jurkat-PGK. W liniach komdrkowych z endogenng ekspresja TMEM244 najwyziszy
poziom wykryto w D341med, nastepnie COLO684, SeAx, HDLM2 i HH. Po
potwierdzeniu ekspresji TMEM244 w wybranych liniach komdérkowych
przeprowadzono analize Western blot z uzyciem specjalnie wykonanych przeciwciat
anty-TMEM244 i przeciwciata anty-FLAG, z linig komérkowg typu dzikiego stosowang
jako kontrola. Ponadto, dostepny komercyjnie lizat biatkowy z tkanki mdzgowej
analizowano pod katem ekspresji biatka TMEM?244, poniewaz zgodnie z bazg danych
Human Protein Atlas TMEM244 ulega wysokiej ekspresji na poziomie mRNA w mdzgu.
Zadna z analiz Western blot nie wykryta biatka TMEM244. Ponadto, analiza in silico
wykazata bardzo niski potencjat kodujgcy genu TMEM244, z wartoscig odciecia < 0,364
wskazujgcg na sekwencje niekodujgcg. Podsumowujgc, wyniki te wskazuja, ze
TMEM244 nie ulega ekspresji na poziomie biatka, stad nie jest genem kodujgcym biatko
a dtugim niekodujgcym RNA (IncRNA).

Eksperymenty w wykorzystaniem metody frakcjonowania oraz RNA FISH
pozwolity na ocene lokalizacji transkyptu TMEM244 w komorce, ktdra znajduje sie
gtéwnie w cytoplazmie. Natomiast dzieki technologii RACE (ang. rapid amplification of
cdna ends) zidentyfikowano nowe warianty genu TMEM244 ulegajgce ekspresji na
poziomie mRNA. Oprdcz dwdch znanych transkryptéw: wariantu 1 z 5 eksonami
(RefSeq NM_001010876; ENST0O0000368143.6) i wariantu 2 z dodatkowym eksonem
na konicu 5’ (ENST00000438392.2), dostepnych w Genome Browser, zidentyfikowano
dwa dodatkowe warianty: wariant 3 bez eksonu 4 i wariant 4 bez eksondéw 2 i 3. Profil
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ekspresji kazdego wariantu w liniach komérkowych z ekspresja TMEM244 (SeAx, HH,
Hut78, HDML2 i D341med) przeprowadzono przy uzyciu RT-qPCR ze starterami
specyficznymi dla wariantu. W wiekszosci linii komdérkowych poziom ekspresji byt
nastepujacy: wariant 1>wariant2>wariant3>wariant4, z wyjgtkiem D341med, gdzie
ekspresja wariantu 3 byfa wyzsza niz wariantu 2. Aby ocenié¢ potencjat kodowania
kazdego wariantu transkryptu, przeprowadzono analize in silico przy uzyciu programu
CPAT. Analiza potwierdzita, ze zaden z wykrytych wariantéw nie miat potencjatu do
kodowania biatka. Potencjat kodowania wynosit odpowiednio 0,0976; 0,0003; 0,0359
i 0,0043 dla wariantéw 1, 2, 3i 4.

Aby ustali¢ funkcje TMEM244 w komdrkach nowotworowych, przeanalizowano
wptyw wyciszenia TMEM244 w liniach komérkowych SeAx i HH z endogenng ekspresja.
Wyciszenie TMEM244 przy uzyciu shRNA spowodowato silny negatywny wptyw na
wzrost komorek co zostato wykazane w tescie kompetycji wzrostu komadrek z biatkiem
zielonej fluorescencji (gfp). Wzrost komorek z wyciszonym genem TMEM244 byt
obnizony o 50% w stosunku do komodrek prawidtowych. W celu dalszego zbadania
mechanizmu hamowania wzrostu po wyciszeniu TMEM244 w komdérkach
nowotworowych przeprowadzono barwienie aneksyng V/7AAD w kierunku oceny
apoptozy. Wpykazano jednak tylko niewielkg rdinice w odsetku komdrek
apoptotycznych w populacji komdrek nowotworowych z wyciszonym TMEM244,

Podsumowujgc, badania wykazaty, ze ekspresja TMEM244 jest niezbedna do
wzrostu komdrek CTCL, dlatego mozina go potencjalnie uzna¢ za nowy cel
terapeutyczny w leczeniu CTCL. Chociaz transkrypt TMEM244 jest zlokalizowany w
cytoplazmie, nie koduje on biatka, lecz jest dtugim niekodujgcym RNA (IncRNA).
Zidentyfikowano rézne warianty transkryptu TMEMZ244, jednak zaden z nich nie miat
znaczacego potencjatu kodujgcego biatko i wszystkie ulegaty ekspresji na nizszym
poziomie w pordwnaniu z gtdwnym wariantem.

Mo wkiad polegat na: opracowaniu koncepcji badan; zaplanowaniu

eksperymentdéw; nadzorowaniu prac pod katem merytorycznym; analizie danych;
przeprowadzeniu eksperymentdéw i interpretacji wynikdw dotyczgcych identyfikacji
nowych transkryptow (RACE; RT-gPCR); zaprojektowaniu wektoréw do nadekspres;ji;
opracowaniu protokotu RNA FISH i analizie danych z eksperymentu; wykonywaniu
cytometrii przeptywowej i opracowywaniu wynikdw; prowadzeniu hodowli
komodrkowych; uczestniczeniu w pisaniu i korekcie manuskryptu; koordynowaniu
procesu zwigzanego z procedurg wydawniczg jako autor korespondencyjny
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Podsumowanie najwazniejszych osiggnie¢ wynikajgcych z przeprowadzonych badan

Do najwazniejszych osiggnie¢ prac badawczych wchodzgcych w sktad osiggniecia

naukowego nalezg:

1.

10.

11.

12.

Przeanalizowanie genomoéw i transkryptoméw pacjentéw z zespotem Sézary’ego
pod katem zmian liczby kopii i rearanzacji skutkujgcych deregulacjg transkryptomu
oraz wytypowanie nowych gendw kandydatéw do dalszych badan.

Wykazanie zmian liczby kopii w rejonach znanych juz gendw supresorowych (TP53,
PTEN, FAS), onkogenéw (MYC), i nowych gendéw kandydatéw (ZEB1, USP28,
CAAP1), oraz deregulacji modulatoréw epigenetycznych (NCOR1, CTBP1,
DNMT3A) i gendéw zaangazowanych w szlak sygnalizacji TCR (PTPRC).
Zidentyfikowanie nowych gendéw fuzyjnych, ulegajacych ekspresji w postaci
transkryptow fuzyjnych zgodnych z ramkg odczytu, albo prowadzacych do
aktywacji fragmentow gendw nieulegajgcych ekspresji w limfocytach T.
Zidentyfikowanie nowych rearanzacji gendow, ktore wptynety znaczgco na poziom
ekspresji gendw, takich jak TMEM244, EHD1, MTMR2, RNF123 and TOX.
Wykazanie, iz gen TMEM244 ulega ekspresji ektopowej u wszystkich pacjentéw z
zespotem Sézary’ego, w mniejszym stopniu w ziarniniaku grzybiastym i innych
chtoniakach T-komérkowych, ale nie ulega ekspresji w nowotworach ztosliwych z
komoérek B i komadrkach jednojadrzastych zdrowych oséb.

Wykazanie, iz w prawidtowych komérkach ekspresja genu TMEM244 jest
wykrywalna na niewielkim poziomie tylko w populacji dojrzatych limfocytéw T
pamieci CD45R0+, zardwno CD4+ jak i CD8+, co jest zgodne z immunofenotypem
zespotu Sezry’ego

Wskazanie hipometylacji jako mechanizmu regulujacego ekspresje TMEM244, co
zaobserwowano w nowatorskiej analizie in silico z zastosowaniem systemu CRISPR-
dCas9-TET1 do swoistej demetylacji badanego regionu promotorowego.
Wykazanie, iz TMEM244 nie koduje biatka, a petni funkcje dtugiego niekodujgcego
RNA, ktéry zlokalizowany jest gtdwnie w cytoplazmie.

Zidentyfikowanie nowych wariantéw transkrypcji genu TMEM244 i potwierdzenie
ich niskiego potencjatu kodujacego.

Udowodnienie, iz wysoka ekspresja TMEM244 ma potencjat diagnostyczny mogacy
odrdznicé zespot Sezar’ego od innych chordb o podobnym obrazie klinicznym, w tym
ziarniniaka grzybiastego oraz erytrodemii nienowotworowych.

Wykazanie, iz ekspresja TMEM244 jest niezbedna dla wzrostu komdrek
nowotworowych i moze by¢ potencjalnym celem terapii antynowotworowe;.
Przedstawienie celowanych terapii chtoniakéw T-komérkowych wdrozonych jak i
testowanych w prdébach klinicznych.
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OMOWIENIE GEOWNYCH OSIAGNIEC POZA CYKLEM PRAC

Wptyw nadekspresji deacetylazy histonowej 10 na biologie komorek
nowotworowych w zespole Sézary’ego

Tematyka poszukiwania podtoza molekularnego zespotu Sézary’ego jest przeze
mnie kontynuowana w ramach trwajgcego projektu, ktérego jestem kierownikiem, pt.
»Znaczenie deacetylaz histonowych klasy Il: HDAC9 i HDAC10 w zespole Sézary’ego”,
finansowanego w ramach konkursu NCN SONATA15 (2019/35/D/NZ5/00407). Jedng z
terapii w leczeniu chtoniakéw skérnych jest zastosowanie inhibitorow deacetylaz
histonowych (HDACI), gtéwnie w lekach takich jak Verinostat i Romidepsina [1].
Deacetylazy histonowe (HDACs) biorg udziat w regulacji ekspresji genéw poprzez
deacetylacje histonéw i zmiane w kondensacji chromatyny w wyniku czego
zablokowany jest dostep czynnikéw transkrypcyjnych, co prowadzi do repres;ji
transkrypcji [17]. Zidentyfikowano 18 HDACs i pogrupowano je w cztery klasy.
Inhibitory HDAC (HDACi) wptywajg na HDAC klasy |, Il i IV, prowadzgc do kilku dalszych
efektéw w komodrkach nowotworowych, w tym zatrzymania cyklu komdérkowego i
apoptozy. Jednak trudno jest przypisa¢ precyzyjny sposéb dziatania tych lekdw,
poniewaz majg one szerokie spektrum dziatania i wptywajg na wiele deacetylaz. W celu
opracowania nowych, bardziej specyficznych terapii, kluczowe jest zrozumienie, ktére
HDACs ulegajg deregulacji w poszczegdlnych nowotworach i jakie sg tego
konsekwencje. Celem obecnego projektu jest analiza, czy zmieniona ekspresja
okreslonego HDAC przyczynia sie do wzrostu lub przezycia komoérek nowotworowych
w chtoniakach skérnych z komorek T. Wykazano, ze ekspresja HDAC klasy || moze by¢
specyficzna dla danego typu nowotworu i zwigzana z przebiegiem choroby. Analiza
RNAseq pacjentéw z ZS, ktérg przeprowadzitam bedac gtéwnym wykonawcg w
projekcie NCN HARMONIA, wykazata nadekspresje wiekszosci gendéw HDAC klasy Il w
probkach od pacjentéw z zespotem Sézary’ego w pordédwnaniu z normalnymi
komérkami T, a wyniki zostaty potwierdzone z uzyciem RT-gPCR na dodatkowej grupie
pacjentéw. Poniewaz rdéznica w ekspresji byta bardzo znaczgca dla HDAC9 i HDAC10,
wyselekcjonowatam je do dalszych badan i przygotowatam projekt grantowy, ktéry
uzyskat finansowanie w konkursie NCN SONATA 15. Celem projektu jest zbadanie
znaczenia wybranych deacetylaz histonéw klasy 1| HDAC9 i HDAC10 w zespole
Sézary'ego, ich wptywu na biologie komarki, globalng ekspresje gendéw i poszczegdlne
szlaki komdrkowe. W ramach projektu badany jest wptyw HDAC9 i HDAC10 na
kluczowe procesy biologiczne, takie jak apoptoza, cykl komérkowy, proliferacja
komérek i autofagia. Dodatkowo, przeprowadzana jest analiza RNAseq w celu
indentyfikacji zmian w globalnej ekspresji gendw i szlakach komérkowych, na ktére
wptywajg te deacetylazy. Przy pomocy ChiP-Seq mapowane sg miejsca wigzania dla
HDAC9 i HDAC10 w genomie, a za pomocg koimmunoprecypitacji (Co-IP) i
spektrometrii mas identyfikowane sg biatka, z ktérymi badane deacetylazy tworza
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kompleksy. Wyniki uzyskane w ramach realizowanego projektu przyczynia sie nie tylko
do lepszego zrozumienia patogenezy zespotu Sézary'ego i byé moze do ulepszenia
terapii, ale takze do zwiekszenia ogdlnej wiedzy na temat HDAC9 i HDAC10 oraz
sposobu ich dziatania.

Projekt jest prowadzony od lipca 2020 roku. W ramach projektu realizowana
jest praca doktorska Moniki Pieniawskiej, oraz praca magisterska Bogumity Skwary, a
takze wspdtpraca z Katedrg i Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz Katedrg i Klinikg Dermatologii
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Jak dotad
opracowali$my stabilne linie komérkowe z nadeskpresjg i wyciszeniem genéw HDAC9
i HDAC10, oraz przeprowadzilismy wiekszos¢ testow funkcjonalnych. Wptyw
nadekspresji HDAC10 dodatkowo zbadalismy w pierwotnych limfocytach T CD4+
pozyskanych od zdrowych dawcéw. Ponadto, ocenilismy lokalizacje badanych biatek
zaréowno w komodrkach nowotworowych jak i prawidtowych. Analizy pokazaty gtéwnie
cytoplazmatyczng lokalizacje wybranych biatek w limfocytach T i komdrkach
Sézary’ego. Ponadto, wykazalismy wptyw nadekspresji HDAC10 na progresje apoptozy
w komérkach w obecnosci czynnika proapoptycznego kamptotecyny, ktéry jest
zaliczany do lekéw przeciwnowotworowych. Ta obserwacja sugeruje, iz nadeskpresja
HDAC10 moze zmienia¢ odpowiedZz komdrek nowotworowych na dziatanie innych
lekéw indukujgcych apoptoze stosowanych w terapii antynowotworowej chtoniakéw
skdrnych, takich jak np. doksorubicyna. Ta hipoteza bedzie weryfikowana w kolejnych
badaniach z zastosowaniem lekéw indukujgcych programowang smier¢ komoérki i
swoistych inhibitorow HDAC10.

Uzyskane jak dotad wyniki zostaty zaprezentowane w postaci plakatéow na VI
Kongresie Genetyki w Krakowie (26-30.06.2022) oraz na miedzynarodowej konferencji
EMBL (Europejskie Laboratorium Biologii Molekularnej; ang. EMBL) pt. ,,Chromatin and
transcription” w Hedeilbergu (26-30.08.2022): Pieniawska M., Rassek K., Skwara B.,
Zurawek M., Ziétkowska-Suchanek 1., Podralska M., Nowicka K., Rozwadowska N.,
lzykowska K., Histone deacetylase 10 is localized mainly in the cytoplasm and its
overexpression affects the apoptosis progression in cutaneous T-cell lymphoma cells.
Ponadto, nasze badania zostaly docenione przez organizatoréw dwdch wydarzen
krajowych i wybrane do prezentacji ustnej na Zjezdzie sekcji Forum Mtodych Polskiego
Towarzystwa Dermatologicznego w todzi (20-21.10.22), gdzie prezentacja ustna,
wygtoszona przez doktorantke Monike Pieniawskg, zostata wyrdzniona w sesji prac
eksperymentalnych, oraz na ,XIV Ogdlnopolskiej Konferencji Postepow w Badaniach
Biomedycznych”, ktéra odbyta sie 04.03.2023r. w Warszawie, gdzie Monika Pieniawska
otrzymata gtdwng nagrode im. Prof. Kazimierza Ostrowskiego za wystgpienie ustne pt.
,Wptyw nadekspresji deacetylazy histonowej 10 na biologie komérek nowotworowych
w Zespole Sezary’ego”. W ramach projektu powstata réwniez praca przeglgdowa
dotyczgca znaczenia deacetylaz histonowych w limfocytach T (Monika Pieniawska,
Katarzyna lzykowska*, Role of Histone Deacetylases in T-Cell Development and
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Function. Int J Mol Sci. 2022 Jul 15;23(14):7828. doi: 10.3390/ijms23147828),
przedstawiajgca aktualny stan wiedzy na temat olbrzymiej roli jakg petnig deacetylazy
histonowe w rozwoju i funkcjonowaniu limfocytow T.

Stworzenie indukowalnego nokautu genu BCL11B w transgenicznym mysim modelu
TAL1/LMO1 biataczki/chtoniaka z komorek T

W ramach pierwszego polsko-chinskiego konkursu bilateralnego NCBIiR bytam
zaangazowana w realizacje projektu pt. ,Podwdjny efekt supresji genu BCL11B w
celowanej terapii nowotworéw z komoérek T”, petnigc funkcje wspédtkierownika
projektu. Grant byt realizowany we wspétpracy z profesorem Grzegorzem Przybylski i
profesor Yangqiu Li z Uniwersytetu Jinan w Guangzhou w Chinach. Gen BCL11B
odgrywa kluczowa role w rozwoju komérek T, ale jego rola w nowotworach ztosliwych
zkomorek T jest nadal niejasna [18]. W Instytucie Genetyki Cztowieka PAN prowadzone
byly badania z wykorzystaniem mysiego modelu biataczki/chtoniaka z komérek T z
indukowalnym systemem wyciecia genu BCL11B, w celu oceny efektu terapeutycznego
wyciszenia tego genu w komodrkach nowotworowych. Myszy posiadajace ludzki
onkogen TAL1 lub LMO1, odpowiedzialne za rozwdj ostrej biataczki limfoblastycznej z
komorek T (ang. T-cell acute lymphoblastic leukemia, T-ALL), krzyzowano z osobnikami
,BCL11B floxed” i z ,CRE-ER/lox”. Myszy z pojedynczym onkogenem
BCL11Bflov/floxCRE®/®8TAL1®E |ub BCL11Bflox/floxCRE®/®8LMO1% byty zdrowe, hodowane
normalnie i byty uzywane do utrzymania myszy w hodowli. Po skrzyzowaniu u ponad
90% podwajnie transgenicznych myszy BCL11Bflo/floxCRE®8/teTAL1%8LIMO1', w ciggu 3 do
6 miesiecy po urodzeniu, spontanicznie rozwijata sie biataczka/chtoniak z komérek T.
Po podaniu syntetycznego estrogenu (tamoksyfenu), ktory wigze sie z receptorem
estrogenowym i aktywuje rekombinaze Cre, gen BCL11B zostat wyeliminowany przez
wyciecie jego czwartego eksonu z genomu. Opis wyprowadzania modelu mysiego
przedstawiono w pracy: Grzegorz K Przybylski*, Dorota Korsak, Katarzyna lzykowska,
Karina Nowicka, Tomasz Zalewski, Matgorzata Tubacka, Maria Mosor, Danuta
Januszkiewicz-Lewandowska, Magdalena Frydrychowicz, Maciej Boruczkowski,
Grzegorz Dworacki, Jens van den Brandt, Piotr Grabarczyk, Christian A Schmidt,
Chengwu Zeng, Yangqiu Li. Generation of Inducible BCL11B Knockout in TAL1/LMO1
Transgenic Mouse T Cell Leukemia/Lymphoma Model. Int J Mol Sci. 2022 Apr
29;23(9):4932. doi: 10.3390/ijms23094932 (IF2021-6,208). Rozpoznanie atypowych
limfocytow T potwierdzane byto przy pomocy cytometrii przeptywowej komorek krwi
obwodowej. Opracowany protokdét barwienia komdrek krwi umozliwit ocene rozwoju
biataczki na podstawie analizy ekspresji markeréw powierzchniowych takich jak CD3,
CD4, CDS8, CD44, CD25, oraz markera wewnatrzkomaérkowego jakim byta terminalna
transferaza deoksynukleotydowa (TdT). W przeciwienstwie do zdrowych myszy, u
zwierzat, u ktorych rozwineta sie biataczka, oprocz zwiekszonego stosunku komédrek
CD3+, wykryto podwdjnie dodatnie subpopulacje komoérek T CD4+/CD8+, CD25+ lub
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TdT+. Kolejny pomiar przeprowadzano po wycieciu genu BCL11B, w celu oceny efektu
wyciecia tego genu na obecnos$¢ markerow nowotworowych we krwi. Dodatkowo
wykazano, iz supresja BCL11B powoduje transformacje komdrek T w komorki NK,
czego dowodem jest ekspresja markera NK1.1. Natomiast w zespole profesor Yangqiu
Li prowadzone sg badania nad okresleniem efektu terapeutycznego genu BCL11B w
modelu mysim NSI (NOD-scid-IL2Rg-/-) po ksenotransplantacji komdrek od
pacjentéw z biataczkg T-ALL.

Stworzony przez nas model mysi mozna wykorzysta¢ do badania funkcji genu
BCL11B w nowotworach ztosliwych z komorek T, zwtaszcza wptywu supresji tego genu
na komérki nowotworowe, tym bardziej iz nadal nie wynaleziono swoistego inhibitora
BCL11B.
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Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowg albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
W szczegoélnoS$ci zagranicznej.

OPIS KIERUNKOW BADAWCZYCH REALIZOWANYCH W OKRESIE PRZED UZYSKANIEM
STOPNIA DOKTORA:

Aktywnos¢ naukowa w zagranicznej jednostce naukowej — Woolcock Institute of
Medical Research, Sydney, Australia

Po zakoniczeniu studidw magisterskich na Wydziale Biologii Uniwersytetu
Adama Mickiewicza w Poznaniu wyjechatam do Australii, gdzie w 2006 roku
rozpoczetam studia magisterskie na wydziale biotechnologii molekularnej
Uniwersytetu w Sydney. Studia ukonczytam w 2007 roku i uzyskatam tytut ,Master of
Applied Science”. W czasie trwania studidw zrealizowatam samodzielnie projekt
naukowy w instytucji naukowej Woolcock Institute of Medical Research, w ktérym
prowadzone sg badania dotyczgce zaburzen snu, problemdéw z oddychaniem oraz
alergii. W zespole profesora Euana Tovey’a (Allergen Group), oraz pod bezposrednig
opieka Jasona Sercombe, zrealizowatam projekt dotyczacy pomiaru stezenia alergenu
Der p 1 w powietrzu, w obecnosci zlokalizowanych systemoéw filtracji powietrza. Po
udanej wspotpracy zostatam zatrudniona w zespole profesora Tovey’'a w celu
kontynuacji pracy. Alergen Der p 1 jest produkowany przez roztocza domowe i stanowi
w Australii jedng z gtdwnych przyczyn zaostrzenia objawdéw astmy oskrzelowej. Jego
wysokie stezenie moze znajdowac sie nie tylko w osadzonym kurzu, ale takze w
powietrzu, co ma o wiele wieksze znaczenie w kontekscie zaostrzenia objawow alergii.
Pomiar stezenia alergenu w powietrzu pozwala na lepsze zrozumienie mechanizmdw
ekspozycji na alergeny wziewne oraz zbadanie efektywnosci miejscowe] filtracji
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powietrza przez urzadzenia zaprojektowane w celu redukcji ekspozycji. Zespot
profesora Tovey’a nie tylko opracowat technologie pomiaru alergenéw w powietrzu,
ale takze zainicjowat prace nad stworzeniem bardziej efektywnych urzadzen do filtracji
powietrza, ktére mogtyby byé stosowane przez osoby z alergiami wziewnymi.

W realizowanym przeze mnie projekcie stezenie alergenu Der p 1 w powietrzu
mierzono w dwdch sypialniach w dwdéch oddzielnych domach przy uzyciu prébnikow
frakcji wdychanej powietrza IOM oraz testéw immunologicznych ELISA i testu
halogenowego. Liczbe czgsteczek unoszgcych sie w powietrzu zmierzono za pomoca
laserowego licznika czastek. Pomiary byly wykonane zaréwno bez filtracji powietrza,
jak i w bliskiej odlegtosci od specjalnie zaprojektowanego filtra powietrza, w
warunkach spokojnej aktywnosci domowej oraz w pustym pomieszczeniu. Pomiary
wykazaty, iz bez filtracji powietrza wystepuje wysoki poziom Der p 1 w powietrzu w
warunkach duzej aktywnosci w pomieszczeniu (Srednia geometryczna testu ELISA
3567,7 pg/m3). Mniej unoszacego sie w powietrzu Der p 1 wykryto przy cichej
aktywnosci (46,40 pg/m3) i w niezamieszkanym pomieszczeniu (11,35 pg/m3). Z filtrem
powietrza stezenie Der p 1, zmierzone metodg ELISA, zmniejszyto sie o >70%
(p=0,0037), co wykazat réwniez test immunologiczny halogen. Natomiast pomiar
laserowego licznika czgstek wykazat, ze filtr powietrza wytworzyt zlokalizowang strefe
z > 85% redukcjg unoszacych sie w powietrzu czgsteczek =21 um. Podsumowujac,
miejscowy filtr powietrza skutecznie usuwat unoszgce sie w powietrzu alergeny
roztoczy Der p 1 i inne czastki z matej strefy w poblizu wylotu przefiltrowanego
powietrza. Wyniki zostaty przedstawione w postaci dwéch doniesien zjazdowych:
L»Airborne der p 1 can be found in undisturbed conditions and can be removed by
localized air filtration (P21)”, Katarzyna Wrzeszcz (K. lzykowska), Christina Weber-
Chrysochoou, Jason Sercombe , Euan Tovey; Australian Society of Clinical Immunology
& Allergy 18th Annual Scientific Meeting; INTERNAL MEDICINE JOURNAL 2007
(https://doi.org/10.1111/j.1445-5994.2007.01558.x (poster 21)), oraz “Localized air
filtration can reduce airborne der p 1 allergen concentration and airborne particle
count in both disturbed and undisturbed conditions” K. Wrzeszcz (K. lzykowska), J. K.
Sercombe, E. R. Tovey; 64th Annual Meeting of the American-Academy-of-Allergy-
Asthma-and-Immunology. J ALLERGY CLIN IMMUNOL, FEBRUARY 01, 2008 (DOI:
https://doi.org/10.1016/j.jaci.2007.12.367). (Wrzeszcz jest moim nazwiskiem
panienskim)

Charakterystyka molekularna delecji w regionie 6q23-27 w zespole Sézary’ego i
biataczce z duzych ziarnistych limfocytow T

Po powrocie do Polski rozpoczetam staz doktorski w Instytutu Genetyki
Cztowieka PAN w Poznaniu w Zaktadzie Patologii Molekularnej kierowanego przez
profesora Jerzego Nowaka. Promotorem mojej pracy doktorskiej byt profesor Grzegorz
Przybylski, a tematem rozprawy ,Charakterystyka molekularna delecji w regionie
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6q23-27 w zespole Sézary’ego i biataczce z duzych ziarnistych limfocytéw T (T-LGL)".
Projekt byt realizowany we wspdtpracy z osrodkami zagranicznymi: Uniwersytetem w
Greifswaldzie, Charité-Universitatsmedizin w Berlinie i HELIOS Klinikum Berlin Buch.
Zaréwno zespot Sézary’ego jak i biataczka T-LGL nalezg do grupy rzadkich chtoniakéw
nieziarniczych z dojrzatych komérek T i charakteryzujg sie obecnoscia komodrek
nowotworowych we krwi obwodowe] oraz duzg niestabilnoscig chromosomowg. W
momencie, kiedy rozpoczetam prace w tej tematyce, nie udato sie ustali¢ typowych
aberracji chromosomowych, ktére mogtyby by¢ bezposrednio zaangazowane w rozwdj
tych nowotworéw. Prowadzone badania cytogenetyczne i molekularne wykazywaty
obecnosé wielu aberracji chromosomowych u pacjentéw z zespotem Sézary’ego i T-
LGL, a delecje w obrebie dtugiego ramienia chromosomu 6-tego (6q) byty jednymi z
najczesciej pojawiajgcych sie zmian. Region 6q czesto ulega zmianom w réznych
nowotworach, stgd przypuszczano, iz znajdujg sie tam geny biorgce udziat w
onkogenezie. Szczegdtowa charakterystyka molekularna zmian na poziomie DNA
mogta zatem ujawni¢, ktére geny ulegty zmianom i wytoni¢ mozliwe geny fuzyjne.
Celem tego projektu byta analiza regionu 6923-27 na poziomie molekularnym u 12
pacjentéw z zespotem Sézary’ego i w linii komdrkowej SeAx, MOTN-1 oraz u 3
pacjentéw z T-LGL. Wysokorozdzielcza poréwnawcza hybrydyzacja genomoéw (FT-CGH)
przeprowadzona dla regionu 6q23-27 wykazata obecnos¢ delecji u 6 pacjentéw z
zespotem Sézary’ego, linii SeAx i MOTN-1, oraz u jednego pacjenta z T-LGL.
Wczesniejsze badania wykazaty, iz zmiany liczby kopii DNA wykryte metodg FT-CGH
moga by¢ skojarzone w miejscu pekniecia ze zmianami strukturalnymi, takimi jak
inwersje czy translokacje. Probki, w ktérych obecno$é delecji zostata wykazana metoda
FT-CGH poddano analizie technikg ang. ligation-mediated PCR (LM-PCR) w celu
zsekwencjonowania poszczegdlnych punktéw pekniecia. Dodatkowo, dla dwéch
przypadkdéw zespotu Sézary’ego przeprowadzono sekwencjonowanie nowej generacji
z dwéch koncéw (ang. paired-end next generation sequencing) przy wykorzystaniu
platformy HiSeq2000 firmy Illumina, co w czasie kiedy wykonywatam prace doktorska
byto podejsciem bardzo nowatorskim. Nasza grupa badawcza zainicjowata powyisze
analizy w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN. Wykorzystujgc te metody
scharakteryzowatam tacznie 42 punkty peknie¢ i wykrytam 25 nowych rearanzacji,
bedacych wynikiem 8 prostych delecji, 8 inwers;ji, 5 translokacji (zchromosomem 3, 10,
12 w zespole Sézary’ego i chromosomem 14§22 w T-LGL) oraz 4 transpozycji. W wyniku
zidentyfikowanych rearanzacji 16 gendw ulegto peknieciu, w tym onkogen MYB i
IL22RA2 ulegty peknieciu wiecej niz jeden raz w zespole Sézary’ego. Podsumowujgc,
potaczenie techniki FT-CGH i LM-PCR, oraz zastosowanie wysokoprzepustowego
sekwencjonowania NGS wykazato obecno$é¢ wielu rdznych rearanzacji, rowniez
wynikajgcych z inwersji oraz translokacji, skojarzonych z delecjg w rejonie 6q-23-27 z
zespole Sézary’ego i biataczce T-LGL.

Wyniki uzyskane w ramach rozprawy doktorskiej byty opublikowane w formie
dwdch prac oryginalnych, z czego jedna dotyczyta zespotu Sézary’ego, natomiast druga
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biataczki T-LGL, i zostaty przyjete do druku po obronie doktoratu. W pracy dotyczacej
zespotu Sézary’ego: lzykowska K, Zawada M, Nowicka K, Grabarczyk P, Braun FCM,
Delin M, Mdébs M, Beyer M, Sterry W, Schmidt CA, Przybylski GK. Identification of
Multiple Complex Rearrangements Associated with Deletions in the 6q23-27 Region in
Sézary Syndrome. ) Invest Dermatol. 2013 Nov;133(11):2617-2625. doi:
10.1038/jid.2013.188. Epub 2013 Apr 18. (IF2013-6,372), zamiescitam nie tylko wyniki
mojej pracy doktorskiej opisane powyzej, ale poszerzytam badania o analize RT-gPCR
oraz technike wielokolorowej fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (ang. multicolour
FISH; mFISH). Analiza cytogenetyczna na linii SeAx przy pomocy mFISH potwierdzita
obecnosé wiekszych rearanzacji wykrytych przy pomocy technik molekularnych. W
celu zbadania wptywu rearanzacji na ekspresje gendéw, ekspresja trzech gendéw
zaangazowanych w rearanzacje: MYB, [L22RA2 i PERP, oraz trzech genow
regulowanych przez c-MYB: MYC, BCL2, and HSPAS8, zostata oceniona przy pomocy
techniki RT-qPCR. Wszyscy trzej pacjenci ze zmianami w genie MYB wykazywali niski
poziom ekspresji MYB, podczas gdy siedmiu pozostatych pacjentéw wykazato
nadekspresje. Wiekszo$¢ pacjentéw z nadekspresja MYB wykazywato réwniez
zwiekszong ekspresje MYC, HSPA8 i BCL2. Poza tym zidentyfikowano pie¢ fuzji gendw,
z ktérych dwa, CCDC28A —IL22RA2 i AIG1 — GOSR1, oba w SeAx, byty w tej samej
orientacji i ulegty ekspresji na poziomie RNA.

W pracy dotyczacej biataczki T-LGL: lzykowska K, Zawada M, Nowicka K,
Grabarczyk P, Kuss AW, Weissmann R, Busemann C, Ludwig WD, Schmidt CA, Przybylski
GK. Submicroscopic genomic rearrangements change gene expression in T-cell large
granular lymphocyte leukemia. Eur J Haematol. 2014 Aug;93(2):143-9. doi:
10.1111/ejh.12318. Epub 2014 Apr 9. (IF2014-2,066), zamiescitam wyniki mojej
rozprawy doktorskiej, jak i badania uzyskane w ramach realizacji projektu NCN
PRELUDIUM, ktérego bytam kierownikiem podczas stazu doktorskiego. Oprécz analizy
regionu 6g u pacjentdw z biataczkg T-LGL, przeprowadzono analize mFISH linii
komoérkowej MOTN-1, wyprowadzonej od pacjenta z T-LGL, jak rowniez
sekwencjonowanie nowej generacji (NGS; lllumina HiSeq2000) tej linii komdrkowe;j i
jednego pacjenta z T-LGL, natomiast ekspresje gendéw badano przy pomocy techniki
RNAseqg (SOLID5500). Rearanzacje wykryte w rejonie 1p i 2q w linii MOTN-1
spowodowaty zmiane ekspresji gendw FGR, ZEB2 i CASP8, natomiast te wykryte w
rejonie 6g w MOTN-1 i u jednego pacjenta z T-LGL, wptynety na poziom ekspresji
genow MAP3K5 i IFNGR1. Dziewietnascie gendw, w tym FOXN3, RIN3, AKT1, PPP2R5C,
ulegto nadekspresji w wyniku amplifikacji w regionie 14q u jednego pacjenta z T-LGL
oraz zidentyfikowano dwa nowe transkrypty fuzyjne: CASP8-ERBB4 w linii MOTN-1 i
SBF1-PKHD1L1 u pacjenta z T-LGL.

26



Charakterystyka starzenia sie uktadu immunologicznego u diugowiecznych myszy
Ames dwarf

W trakcie trwania doktoratu bytam réwniez zaangazowana w realizacje
projektu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego Nr N401 0426 38 pt.:
»,Charakterystyka starzenia sie uktadu immunologicznego u dfugowiecznych myszy
Ames dwarf”, we wspétpracy z Michatem Masternakiem. W ramach projektu
wykonano analize RT-gPCR liczby kopii TREC i genu referencyjnego RAG2 w prébkach
DNA z leukocytow krwi obwodowej myszy Ames dwarf i normalnej kontroli, w celu
poréwnania historii proliferacyjnej limfocytéw T. Historie proliferacyjng limfocytéw T
mozna ustali¢ oznaczajac odsetek komodrek posiadajacych fragment genu receptora
limfocytow T ulegajacych wycieciu podczas jego rearanzacji (ang. T cell receptor
excision circle; TREC), gdyz wskaznik ten maleje po kazdym podziale komorki. W
czterech niezaleznych pomiarach, probek pobranych od czterech rdézinych grup
zwierzat stwierdzono nieznacznie wyzszy (12-20%) poziom TREC u myszy Ames dwarf
w poréwnaniu z ich normalna kontrola.

OPIS KIERUNKOW BADAWCZYCH REALIZOWANYCH W OKRESIE PO UZYSKANIU
STOPNIA DOKTORA:

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych w 2013 roku, oprécz badan
opisanych wyzej w osiggnieciach, ktore stanowity gtéwny nurt mojej pracy, bytam i
jestem nadal zaangazowana w inne projekty realizowane w Instytucie Genetyki
Cztowieka PAN i we wspdtpracy ze innymi osrodkami.

Znaczenie indukowanego hipoksjq genu FAM13A w niedrobnokomorkowym raku
pluc

W ramach wspétpracy z dr hab. n. med. lwong Ziétkowska-Suchanek bratam
udziat w realizacji projektu dotyczgcego oceny wyptywu hipoksji na ekspresje genéw
IREB2 i FAM13A w niedrobnokomérkowym raku ptuc (ang. non small cell lung cancer
— NSCLC). Poziom ekspresji gendéw badano w liniach NSCLC i prawidtowych komdrkach
ptuc oraz wycinkach guzéw ptuc, hodowanych w warunkach atmosferycznego stezenia
tlenu i hipoksji. Dodatkowo, okreslono wptyw hipoksji na ilos¢ produktu biatkowego
badanych gendéw przy pomocy metody Western blot. Materiat do badan pozyskiwano
z Wielkopolskiego Centrum Pulmonologii i Torakochirurgii im. Eugenii i Janusza
Zeylandéw w Poznaniu. Wykazano, ze hipoksja indukuje nadekspresje genu FAM13A,
zwtaszcza w komaorkach niedrobnokomérkowego raka ptuci fragmentach pozyskanych
z guzow ptuc. Wyniki opublikowano w czasopismie Journal of Cancer: Zidtkowska-
Suchanek I*, Mosor M, Podralska M, Izykowska K, Gabryel P, Dyszkiewicz W, Stomski
R, Nowak J. FAM13A as a Novel Hypoxia-Induced Gene in Non-Small Cell Lung Cancer.
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J Cancer. 2017 Oct 23;8(19):3933-3938. doi: 10.7150/jca.20342 (IF2017-3,249). Badania
nad genem FAM13A kontynuowano w projekcie dotyczagcym efektu wyciszenia tego
genu w komadrkach raka ptuc. Przeprowadzono szereg testow funkcjonalnych, w celu
okreslenia proliferacji, migracji oraz inwazyjnosci komdérek NSCLC z wytgczonym
genem FAMI13A. Wykazano, iz inhibicja genu FAMI13A w liniach
niedrobnokomdérkowego raka ptuc, hodowanych w warunkach atmosferycznego
stezenia tlenu i hipoksji, powoduje ograniczenie proliferacji w wyniku zaburzen cyklu
komdrkowego, spowolnienie tempa migracji w zwigzku ze zmianami w cytoszkielecie,
oraz zmniejszenie inwazyjnosci, co sugeruje iz FAM13A wptywa na potencjat
przerzutowy komorek raka ptuc. Wyniki opublikowano w czasopi$mie International
Journal of Molecular Sciences: lwona Ziétkowska-Suchanek*, Marta Podralska,
Magdalena Zurawek, Joanna taczmarska, Katarzyna lzykowska, Agnieszka Dzikiewicz-
Krawczyk, Natalia Rozwadowska. Hypoxia-Induced FAM13A Regulates the Proliferation
and Metastasis of Non-Small Cell Lung Cancer Cells. Int J Mol Sci. 2021 Apr
21;22(9):4302. doi: 10.3390/ijms22094302 (IF2021-6,208).

Poszukiwanie czynnikow epigenetycznych zwigzanych z nieswoistq odpowiedzig
immunologiczng w cukrzycy typu 1

W ramach wspétpracy z dr hab. m. med. Magdaleng Zurawek z Instytutu
Genetyki Cztowieka oraz dr hab. n. med. Martg Fichng z Katedry i Kliniki
Endokrynologii, Przemiany Materii i Choréb Wewnetrznych, Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego, bytam zaangazowana w badanie czynnikow
epigenetycznych, a dokfadnie czasteczek microRNA, zwigzanych z nieswoistg
odpowiedzig immunologiczng w cukrzycy typu 1 (ang. type 1 diabetes, T1D). Celem
badan byta analiza profilu ekspresji miRNA w T1D oraz wptywu rozregulowanych
miRNA na geny docelowe. Globalng ekpresje miRNA oceniano przy pomocy
mikromacierzy Affymetrix GeneChip miRNA 4.0, w komdrkach jednojadrzastych krwi
obwodowej pozyskanych od 15 dzieci ze swiezo rozpoznang cukrzycg typu 1, i 3 probek
kontrolnych od oséb bez cukrzycy. Analiza wykazata 24 miRNA o podwyzZszonej
ekspresji oraz 67 miRNA o obnizonej ekspresji u chorych z T1D w porédwnaniu do osdb
zdrowych. W celu weryfikacji eksperymentu, przeprowadzono analize RT-qPCR u 28
nowo zdiagnozowanych pacjentéw z T1D i 28 zdrowych dawcow dobranych pod
wzgledem wieku. Ta analiza potwierdzita nadekspresje miedzy innymi miR-487a-3p,
ktory wybrano do dalszych badan. W analizie in silico wytypowano nastepujgce geny
jako potencjalnie regulowane przez miR-487a-3p: CTLA4, FOX03, MARCHS5 i PTPN2, z
czego dla dwéch: CTLA4 i FOX0O3 udowodniono bezpos$rednie oddziatywanie w rejonie
3'UTR z badanym microRNA, z wykorzystaniem uktadu reporterowego lucyferazy.
Wyniki sugerujg, ze miR-487a-3p moze obnizaé ekspresje CTLA4 i FOX0O3 poprzez
wigzanie sie z ich 3'UTR i przyczyniac sie do rozwoju T1D, co zostato opublikowane w
pracy: Zurawek M?*, Dzikiewicz-Krawczyk A, lzykowska K, Ziétkowska-Suchanek
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I,Skowronska B, Czainska M, Podralska M, Fichna P, Przybylski G, Fichna M, Nowak J.
miR-487a-3p upregulated in type 1 diabetes targets CTLA4 and FOX0O3. Diabetes Res
Clin Pract. 2018 Aug;142:146-153. doi: 10.1016/j.diabres.2018.05.044 (IF2018-3,239).
Celem kolejnych badan byto zbadanie poziomu ekspresji miR-652-5p u pacjentow z
rozpoznang cukrzycg T1D oraz wptywu jego ekspresji na potencjalne geny docelowe:
ADAR i MARCH5, co opisano w pracy: M. Zurawek*, A. Dzikiewicz-Krawczyk, K.
lzykowska, |. Ziotkowska-Suchanek, B. Skowronska, M. Czainska, M. Kazimierska, M.
Podralska, P. Fichna, GK. Przybylski, J. Nowak, M. Fichna, N. Rozwadowska.
Overexpression of miR-652-5p in new onset type 1 diabetes. Clinical Diabetology.
2018;7(4):189-195. DOI: 10.5603/DK.2018.0019. Analiza wykazata nadekspresje miR-
652-5p w grupie T1D w poréwnaniu ze zdrowymi kontrolami, jednak test reporterowy
lucyferazy nie wskazat, zeby miR-652-5p wigzat sie do rejonu 3’UTR gendw ADAR i
MARCHS.

Identyfikacja i funkcjonalna charakterystyka dfugich niekodujgcych RNA
zaangazowanych w zaleinq od ATM odpowiedz na uszkodzenia DNA

W kolejnym projekcie (NCN OPUS14), ktéry jest w trakcie realizacji,
wspotpracuje z dr hab. n. med. Agnieszkg Dzikiewicz-Krawczyk oraz dr n. med. Marta
Podralska. Prowadzone badania majg na celu identyfikacje dtugich niekodujgcych RNA
(InRNA) indukowanych przez napromieniowanie, identyfikacje IncRNA oddziatujacych
z biatkiem ATM oraz funkcjonalng charakterystyka wybranych IncRNA w kontekscie
odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Wyniki zostaty zaprezentowane m. in. na Sympsium
w Keystone w Stanach Zjednoczonych: Non-Coding RNAs: Biology and Applications: M
Podralska, M Sajek, A Bielicka, M Zurawek, | Ziétkowska-Suchanek, K lzykowska, T
Kolenda, M Kazimierska, M Kasprzyk, W Sura, B Pietrucha, B Cukrowska, N
Rozwadowska, A Dzikiewicz-Krawczyk. Identification of irradiation-induced ATM-
dependent IncRNAs.

Plany

W najblizszej przysztosci pragne skupié sie przede wszystkim na kontynuacji
realizacji projektu NCN SONATA15, ktérego jestem kierownikiem.

Moje przyszte projekty chciatabym oprzeé na rozwijaniu zagadnien zwigzanych
z epigenetykg, zarowno w kontekscie chordéb nowotworowych, jak i ogdlnie
mechanizméw dziatania modulatoréw epigenetycznych w komadrkach. Epigenetyka to
dziedzina bardzo ztozona i wiele jej aspektéw jest jeszcze nie do korica wyjasnionych,
stad olbrzymie zainteresowanie naukowcow tg tematyky. Mdj obecny projekt dotyczy
dwdch wybranych regulatoréw epigenetycznych i ich mechanizmoéw dziatania,
natomiast istnieje cata grupa deacetylaz histonowych, szczegdlnie w klasie I, ktore
mimo swojej nazwy, czesto sg zaangazowane w inne procesy niz regulacja transkrypcji
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poprzez deacetylacje histonéw. Mogg lokalizowa¢ sie w cytoplazmie i powodowad
deacetylacje biatek niehistonowych, wiele z nich wchodzi w sktad duzych komplekséw
biatkowych. Niektére z nich sg transportowane pomiedzy jagdrem a cytoplazma,
mechanizmy regulacji tych proceséw nie sg do korica znane, a maja kluczowe znaczenie
dla ich funkcji. Obecnie jestem w trakcie przygotowywania projektu badawczego
dotyczacego zwigzku miedzy wybranymi deacetylazami klasy Il, a biatkiem ATM.
Ponadto, chciatabym kontynuowac¢ tematyke zwigzang z badaniem chtoniakow
skornych z komérek T w kontekscie medycyny spersonalizowanej, w szczegdlnosci
testowania na modelowych liniach komérkowych tgczonych terapii celowanych z
zastosowaniem swoistych inhibitorow deacetylaz histonowych klasy Il. Rdwnolegle
bede aplikowac do NCN o finasowanie powyzszych badan w ramach konkurséw OPUS
i SONATA BIS.

Podsumowanie wspodtpracy naukowej:

Wspotprace z zespotami badawczymi z nastepujacych placéwek:

Clinic for Internal Medicine C, University Greifswald, 17489 Greifswald, Niemcy

Christian A. Schmidt, Piotr Grabarczyk — wspotpraca w ramach projektu z konkursu 39

NCN, HARMONIA4, OPUS14

e W ramach wspotpracy zrealizowano 3 projekty badawcze i opublikowano 4

prace oryginalne: Izykowska et al., J Invest Dermatol. 2013; Izykowska et al., Eur
J Haematol. 2014; Przybylski et al., Int J Mol Sci. 2022. Izykowska et al.,
Oncotarget. 2017. Wspdtpraca obejmowata wspdlne badania oraz konsultacje
naukowe, wsparcie merytoryczne, udziat we wspdlnych konferencjach i
spotkaniach naukowych.

Katedra i Klinika Katedra i Klinika Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, ul. Szamarzewskiego 84, 60-
569, Poznan, Polska

Monika Joks -wspotpraca w ramach projektu NCN OPUS14

e W ramach wspodtpracy zrealizowano jeden grant i opublikowano dwie prace
oryginalne: lzykowska et al., J Cell Mol Med. 2020; Rassek et al., J Invest
Dermatol. 2023. Wspodtpraca polegata na otrzymywaniu z kliniki materiatu do
badan (krew, szpik kostny) i danych klinicznych pacjentéw chorujgcych na
nowotwory hematologiczne, przede wszystkim rzadkie chtoniaki T-komérkowe,
oraz konsultacje przypadkow klinicznych.

Katedra i Klinika Dermatologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu, ul. Przybyszewskiego 49, 60-355 Poznan, Polska
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Karolina Olek-Hrab — wspotpraca w ramach projektéw NCN HARMONIA4, OPUS14,
SONATA15

e W ramach wspétpracy zrealizowano dwa granty badawcze i opublikowano 3
prace oryginalne: lzykowska et al., Oncotarget. 2017; Izykowska et al., J Cell Mol
Med. 2020; Rassek et al., J Invest Dermatol. 2023. Wspodtpraca polegata na
otrzymywaniu z kliniki materiatu do badan (krew, biopsje skérne), wraz z
opisem klinicznym, od pacjentéw z chtoniakami skérnymi z komérek T, oraz
konsultacje przypadkéw klinicznych.

Katedra i Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii; Gdanski Uniwersytet
Medyczny, ul. Mariana Smoluchowskiego 17, 80-214, Gdansk, Polska

Berenika Olszewska, Matgorzata Sokotowska-Wojdyto, Roman J. Nowicki

Katedra i Zaktad Patomorfologii; Gdanski Uniwersytet Medyczny, ul. Mariana
Smoluchowskiego 17, 80-214, Gdansk, Polska

Wojciech Biernat

-wspoétpraca w ramach projektéw NCN OPUS14, SONATA15

e W ramach wspétpracy zrealizowano jeden grant badawczy, a wspotpraca jest
kontynuowana w ramach realizacji grantu NCN SONATA15. Opublikowano
wspdlnie jedng prace oryginalng: Rassek et al.,, J Invest Dermatol. 2023.
Wspotpraca polegata na dostarczeniu z kliniki materiatu do badan (krew,
biopsje skérne), wraz z opisem klinicznym, od pacjentéw z zespotem
Sézary’ego, ziarniniakiem grzybiastym oraz chorujacych na erytrodermie
nienowotworowe, oraz konsultacje przypadkdw klinicznych.

Key Laboratory for Regenerative Medicine of Ministry of Education, Institute of
Hematology, School of Medicine, Jinan University, Guangzhou 510632, Chiny
Yanggiu Li — wspdtpraca w ramach pierwszego polsko-chiniski konkursu bilateralnego
NCBIR
e W ramach wspdtpracy realizowano jeden projekt badawczy i opublikowano
wspdlnie jedng prace oryginalng: Przybylski et al., Int J Mol Sci. 2022. Badania
w projekcie po stronie chiiskiej s w dalszym ciggu kontynuowane, po stronie
polskiej przygotowywana jest kolejna publikacja. Wspoétpraca obejmowata
rowniez udziat w konferencji: 1st Chinese-German Hematological Symposium
“New aspect of molecular pathogenesis in lymphocytic malignancies”.

Department of Dermatology, Leiden University Medical Center, Leiden, Holandia
Cornelis P Tensen — wspotpraca w ramach projektu NCN HARMONIA4
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6.

e W ramach wspotpracy dostarczono materiat do badan od pacjentéw z
zespotem Sézary’ego, oraz przeprowadzono cze$¢ badan i analiz w ramach
grantu HARMONIA4. Wyniki opublikowano w jednej pracy oryginalne;j:
Izykowska et al., Oncotarget. 2017.

Human Molecular Genetics, Institute for Human Genetics, University Medicine
Greifswald, Greifswald, Niemcy
Andreas W Kuss - wspétpraca w ramach projektu HARMONIA4

e W ramach wspodtpracy przeprowadzono analize bioinformatyczna
wysokoprzepustowych danych sekwencjonowanie nastepnej generacji co
wykorzystano w dwéch publikacjach: 1zykowska et al., J Invest Dermatol. 2013.;
Izykowska et al., Eur J Haematol. 2014.

Department of Dermatology and Allergy, Skin Cancer Center, Charité-
Universitatsmedizin Berlin, Berlin, Niemcy
Markus Moébs— wspétpraca w ramach realizacji projektu NCN (konkurs 39)

e W ramach wspotpracy dostarczono materiat do badan od pacjentéw z
zespotem Sézary’ego, wraz z opisem klinicznym. Materiat zostat wykorzystany
do realizacji grantu pod kierownictwem profesora Przybylskiego i mojego
doktoratu, a wyniki opublikowano w jednej pracy oryginalnej: Izykowska et al.,
J Invest Dermatol. 2013.

Department of Hematology, Oncologyand Tumor Immunology, HELIOS Klinikum Berlin
Buch, Berlin, Niemcy
Wolf-Dieter Ludwig - wspotpraca w ramach projektu PRELUDIUM1

e W ramach wspodtpracy dostarczono materiat do badan od pacjentéw z bardzo
rzadka biataczka T-LGL, wraz z opisem klinicznym. Materiat zostat wykorzystany
w realizacji mojego doktoratu i grantu PRELUDIUM1, a wyniki opublikowano w
jednej pracy oryginalnej: Izykowska et al., Eur J Haematol. 2014.

Informacja 0  osiagnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych  oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

Osiggniecia dydaktyczne:
Obecnie petnie funkcje promotora pomocniczego dwoéch doktoratéw oraz
opiekuna pracy magisterskiej:
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1. Mgr Karolina Rassek: data rozpoczecia studiéw doktoranckich: 02.11.2018;
tematyka badawcza: Poznanie funkcji genu kodujgcego transbtonowe biatko
TMEM244 i jego roli w rozwoju nowotworéw limfoidalnych
(2017/27/B/NZ5/01540); temat pracy: ,Identification of mechanisms related to
the expression of TMEM244 gene and its role in cutaneous T-cell lymphoma”.

2. Mgr Monika Pieniawska: data rozpoczecia ksztatcenia w PSD IPAN: 01.10.2020;
tematyka badawcza: Znaczenie deacetylaz histonowych klasy II: HDAC9 i HDAC10
w Zespole Sézary’ego.

3. Bogumita Skwara: data rozpoczecia pracy magisterskiej: 09.2022; temat: , The role
of overexpression of class Il histone deacetylase HDAC10 in primary CD4+ T-cells”.

Zaréwno doktorat pani Moniki Pieniawskiej, jak i praca magisterska pani Bogumity
Skwary s3 realizowane w ramach projektu NCN SONATA15 (2019/35/D/NZ5/00407),
ktorego jestem kierownikiem.

Ponadto bytam opiekunem dwéch studentéw podczas stazu:
1. Krzyzanowska Weronika: praktyka - 08.2019
2. Bogumita Skwara: praktyka — 07.2021; wolontariat —10.2021-02.2022

Wyktady naukowe na zaproszenie

e 7.07.2019 Zaktad Genetyki Molekularnej UAM, "Function of the TMEM244
gene in Sézary syndrome and other hematological maligancies." - wykfad na
zaproszenie prof. Joanny Wesoty

e (07.05.2014, Greifswald, Germany, 1st Chinese-German Hematological
Symposium “New aspect of molecular pathogenesis in lymphocytic
malignancies” — "Genetic Alterations in Sézary Syndrome" — wyktad na
zaproszenie prof. Christiana A. Schmidta

e 25.06.2014, Poznan, Obchody 40-lecia Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w
Poznaniu, "Sekwencjonwanie nowe] generacji genomu i transkryptomu w
poszukiwaniu uszkodzonych genéw w zespole Sézary’ego” - wyktad na
zaproszenie prof. Jerzego Nowaka

Dziatalnos¢ organizacyjna:

W ramach mojej dziatalnosci w organizacji Women for Science zorganizowatam
i prowadzitam serie spotkan pod tytutem ,Inspiring Female Scientists” ze swiatowej
stawy naukowczyniami, ktdre otrzymaty nagrode FEBS | EMBO Women in Science: Elly
Tanaka (28.04.22), Fiona Watt (12.05.22) oraz Dame Caroline Dean (13.06.22)
(http://womenforscience.pl/activities/). W ramach naszych spotkan rozmawiatySmy o
tym jak przebiegata ich kariera, jakie miaty przed sobg wyzwania i jak je pokonaty, oraz
o tym co jest wazne w pracy naukowca i jak sie motywowa¢ do dziatania.
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Prowadzenie zajec-wyktadow o charakterze popularnonaukowym:

Od lat angazujg sie w dziatalnos¢ Stowarzyszenia Gen-i-juz, dziatajgcego przy
Instytucie Genetyki Cztowieka PAN. Biore aktywny udziat w prowadzeniu warsztatow i
wyktadéw o charakterze popularnonaukowym dla dzieci ze szkét podstawowych i
ponadpodstawowych, ktdére przyjezdzajg do instytutu w ramach cotygodniowych
zaje¢. W zaleznosci od grupy wiekowej prowadze zajecia opisujgce: podstawowe
pojecia genetyczne potgczone z warsztatami badawczymi (doswiadczania
kolorymetryczne, izolacja DNA), proces transformacji i profilaktyke nowotworows,
oraz zagadnienia zwigzane z technikami hodowli komérek in vitro.

Dodatkowo dwukrotnie, w okresie 05-06.2021 oraz 05-11.2022, bratam udziat
w realizacji grantu Mobilna Akademia Nauki MAN, w ramach ktérego prowadzitam
warsztaty w réznych szkotach podstawowych na terenie miasta Poznania. W ramach
realizacji programu pt. ,,Mobilna Akademia Nauki (MAN)— Nie taki wirus straszny — czyli
co genetycy chowajg w probdéwkach”, finansowanego z Wydziatu Oswiaty Miasta
Poznania, odwiedzilismy 14 szkét podstawowych w Poznaniu i przeprowadzilismy
zajecia dla okoto 1200 ucznidw. Zajecia umozliwity przyblizenie zagadnien zwigzanych
z budowg DNA, RNA w odniesieniu do wirusa SARS-CoV-2 oraz poznanie mechanizmow
powstawania i zasad dziatania testow diagnostycznych i szczepionek.

Ponadto reprezentowatam Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu oraz
bratam udziat w organizacji stanowisk, prowadzeniu warsztatow oraz
przygotowywaniu i wygtaszaniu wyktadéw, w ramach nastepujacych wydarzen
popularyzujgcych nauke:

- Festyn Naukowy 30.03.2019 w Srodzie WLKP.
- Festiwal Nauki ICHB Poznan 9.04.2019

- Noc Naukowcéw 2019

- Noc Naukowcow 2020

- Poznanski Festiwal Nauki i Sztuki 2022

- Noc Naukowcéw 2022

- Noc Biologéw 2023

Jestem réwniez zaangazowana w realizacje projektu pt. ,Szczepionki, alergie i
nowotwory. Jak genetycy pomagajg biatym krwinkom” (SONP/SP/550868/2022),
finansowanego przez Ministerstwo Edukacji i Nauki w ramach programu: Spoteczna
odpowiedzialnos¢ nauki — Popularyzacja nauki i promocja sportu (budzet projektu 131
340,00 PLN). Motywem przewodnim cyklu warsztatow bedzie popularyzacja wiedzy
dotyczacej funkcjonowania uktadu odpornosciowego i mechanizmie dziatania
szczepionek.

Oproécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.
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Otrzymane nagrody i wyrdznienia:

W trakcie trwania studidw magisterskich na Wydziale Biologii zdobytam
stypendium Socrates-Erasmus, w ramach ktérego spedzitam jeden semestr studiujgc
na Uniwersytecie w Luton w Wielkiej Brytanii, w terminie 13.09.2003-31.01.2004
(,Study Abroad Programme”). Studia magisterskie ukonczytam z nagroda za
wyrdzniajace wyniki w nauce (Wydziat Biologii, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu). W trakcie trwania doktoratu zdobytam nagroda cytogenetyczng ,,Bocian”,
przyznang przez Polskie Towarzystwo Genetyczne za prezentacje plakatowg pt.
»,Charakterystyka cytogenetyczna i molekularna aberracji chromosomowych w
biataczce z duzych ziarnistych limfocytéw T”, w trakcie trwania IV Polskiego Kongresu
Genetyki (Poznan, 10-13.09.2013). W 2013 roku moja rozprawa doktorska zostata
wyrdzniona przez Dyrektora Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu. W 2014
Fundacja na rzecz Nauki Polskiej przyznata mi stypendium START, prestizowe
wyrdznienie dla wybitnych mtodych naukowcéw. W 2019 zostatam laureatem
Programu PROM (Miedzynarodowa wymiana stypendialna doktorantéow i kadry
akademickiej z oferty Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej), w ramach ktérego
wzietam udziat w kursie Europejskiej Organizacji Biologii Molekularnej EMBO ,,Systems
approaches in cancer” (21 — 26.09.2021), odbywajacego sie w Chorwacji, w
miejscowosci Split, na terenie instytutu MEDILS (Mediterranean Institute for Life
Sciences). Ponadto, w 2020 roku otrzymatam nagrode Miedzynarodowego
Towarzystwa Chtoniakéw Skérnych (International Society for Cutaneous Lymphoma):
ISCL Travel Scholarship Award, ktdra pozwolita mi na udziat w 4 Kongresie Chtoniakdéw
Skérnych (12-14.02.2020) w Barcelonie, na ktérym to kongresie zaprezentowatam
wyniki swoich badan w formie wystgpienia ustnego.

Odbyte kursy i szkolenia:

W trakcie mojej kariery naukowej staratam sie podnosi¢ moje kompetencje
biorgc udziat w réznego rodzaju kursach i szkoleniach. 25 pazdziernika 2013 roku
odbytam szkolenie ,Bioinformatyczne podstawy sekwencjonowania nowej generacji”,
organizowane przez ldeas for Biology w Poznaniu. W dniach 24-25.02.2022, na terenie
Instytutu Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu, wzietam udziat w szkoleniu
realizowanym w ramach projektu pt. Rozwdj internacjonalizacji Instytutu Genetyki
Cztowieka PAN poprzez wsparcie zdolnosci instytucjonalnej do obstugi zagranicznych
doktorantow i naukowcow (2INTEGRATe): ,,Zarzgdzanie zespotem miedzynarodowym
— trening miedzykulturowy (14 godz.)”. Odbytam réwniez szkolenie w zakresie
obowigzujgcym dla oséb uczestniczacych w procedurach przeprowadzanych na
zwierzetach laboratoryjnych (3.03.2020-12.04.2021, Instytut genetyki Cztowieka PAN
w Poznaniu) oraz szereg szkolen organizowanych przez Polskie Towarzystwo Nauk o
Zwierzetach Laboratoryjnych (01-28.07.2020) w zakresie:

. Szkolenie dla oséb odpowiedzialnych za planowanie procedur i doswiadczen
oraz za ich przeprowadzanie
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U Szkolenie dla 0séb wykonujgcych procedury
. Szkolenie dla oséb usmiercajgcych zwierzeta wykorzystywane w procedurach

Informacja o projektach

Bytam/jestem kierownikiem dwdéch projektéw grantowych finansowanych prze
Narodowe Centrum Nauki (NCN): PRELUDIUM1 (2011/01/N/NZ2/02982) oraz
SONATA15 (2019/35/D/NZ5/00407).

Grant PRELUDIUM zostat mi przyznany w trakcie trwania doktoratu, w 2011
roku, a tematem badan byta , Charakterystyka cytogenetyczna i molekularna aberracji
chromosomowych w biataczce z duzych ziarnistych limfocytow T”. Grant byt
realizowany w okresie 06.12.2011-05.12.2013, a przyznana kwota wynosita 91 000
PLN. W ramach grantu powstata jedna publikacja oraz trzy doniesienia zjazdowe, z
czego jedno doniesienie plakatowe otrzymato wyrdznienie na IV Polskim Kongresie
Genetyki, a grant uzyskat pozytywng ocene w rozliczeniu merytorycznym.

Grant SONATA zostat mi przyznany w 2020 roku i jest w trakcie realizacji, a
tematem projektu jest ,,Znaczenie deacetylaz histonowych klasy II: HDAC9 i HDAC10 w
Zespole Sézary'ego”. Przyznana kwota to 1 161 600 PLN. W ramach grantu realizowana
jest jedna praca doktorska i jedna praca magisterska. Jak dotad powstaty trzy prace, z
czego dwie prace przeglagdowe i jedna oryginalna, a uzyskane wyniki zaprezentowano
w formie plakatu na dwdch konferencjach, krajowej i zagranicznej, oraz wykfadu na
Zjezdzie sekcji Forum Mtodych Polskiego Towarzystwa Dermatologicznego oraz , XIV
Ogélnopolskiej Konferencji Postepow w Badaniach Biomedycznych”.

Ponadto bytam gtéwnym wykonawcg w trzech projektach NCN, wykonawcg w
jednym projekcie NCN i Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyziszego, oraz
wspotkierownikiem jednego projektu Narodowego Centrum Badan i Rozwoju (NCBIR).

Doniesienia zjazdowe na konferencjach krajowych i zagranicznych

Wyniki swojej pracy badawczej prezentowatam na przestrzeni lat na wielu
konferencjach krajowych i zagranicznych. Dwukrotnie uczestniczytam w prestizowym
Swiatowym Kongresie Chtoniakéw Skérnych (2nd WCCL, Berlin i 4th WCCL, Barcelona),
gdzie zostatam wybrana do zaprezentowania swoich badan w formie wyktadu. Wyniki
prezentowatam rowniez na Kongresach Europejskiego Towarzystwa
Hematologicznego (EHA) oraz Polskich Kongresach Genetyki. W ramach IV Polskiego
Kongresu Genetyki w Poznaniu zaprezentowatam wyniki swoich badan zaréwno w
formie wyktadu jak i plakatu. Osobiscie uczestniczytam réwniez w konferencjach
miedzynarodowych “From Omnics to novel Therapies in Cancer” w Berlinie oraz
Keystone Symposia: Cancer Epigenetics w Stanach Zjednoczonych. t3gcznie jestem
autorkg 26 doniesien zjazdowych, z czego w 9 bytam autorem pierwszym i
prezentujgcym, a w czterech senioralnym.
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Cztonkostwo w organizacjach naukowych

Jestem cztonkinig Polskiego Towarzystwa Dermatologicznego od grudnia
2021. W ramach dziatalnosci towarzystwa uczestnicze w spotkaniach na ktérych
prezentowane sg wyktady z réznych dziedzin dermatologii, a takze rozwijam nowe
wspotprace z dermatologami. Obecnie rozwijang wspotpracy jest wspétpraca z prof. dr
hab. n. med. Aleksandrg Danczak — Pazdrowska, przewodniczacg Poznanskiego
Oddziatu PTDerm, oraz dr hab. n. med. Adriang Polanska, petnigca funkcje sekretarza,
w ramach ktérej chcemy kontynuowac badania nad chtoniakami skérnymi.

Ponadto, w styczniu 2022 przyfaczytam sie do organizacji Women in Science at
Nencki, obecnie przeksztatcong na Women for Science (womenforscience.pl).
Zostatam wybrana na wspoétprzewodniczacg do spraw rozwoju zawodowego oraz
cztonkinie rady, ktérg to role sprawuje nadal. Celem organizacji jest promowanie
interesdw naukowczyn oraz walka o réwnosé ptci w srodowisku akademickim. W
ramach mojej dziatalnosci w WfS organizowatam i prowadzitam wspomniane juz wyzej
trzy spotkania pod tytutem ,Inspiring Female Scientists”, ale takze uczestniczytam w
wydarzeniach organizowanych przez inne cztonkinie WTS, takich jak spotkanie z prof.
Aleksandrg Cistak-Wajcik (Uniwersytet SWPS) i dr Ewg Krzaklewskg (Uniwersytet
Jagiellonski) pt. ,Science of gender equality in Academia” (21.09.2022) oraz spotkanie
pt.”Not yet another mainly men meeting”, gdzie gos¢mi w dyskusji byli prof. Jerzy
Duszynski (Prezes PAN), dr Fredrick Bondestam (University of Gothenburg), oraz MSc.
Stephen Blum (Yale Alumni Association). Reprezentowatam réwniez organizacje WfS
na dwéch konferencjach dotyczacych réwnosci ptci w nauce: ,Breaking Barriers for
Gender Equity Through Research”, organizowang w formie online przez Nature
Conferences w dniach 9-10 Marzec 2022, oraz konferencje ,,Doskonatos¢ naukowa nie
ma ptci” organizowang przez Akademie Mfodych Uczonych PAN we wspodtpracy z
Narodowym Centrum Nauki, Centrum Badan nad Partycypacjg Kobiet w Przestrzeni
Publicznej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu oraz Biurem Promocji
Nauki “PolSCA” Polskiej Akademii Nauk w Brukseli, ktora odbyta sie 10 lutego 2023 na
Woydziale Nauk Politycznych i Dziennikarstwa UAM w Poznaniu.

Aktywnos¢ recenzencka:

Bytam recenzentem 9 manuskryptow w czasopismach miedzynarodowych:
- Life — 2 manuskrypty 2020

- International Journal of Molecular Sciences — 2 manuskrypty 2020, 2021
- Cancers — 1 manuskrypt 2021

- Journal of Personalized Medicine — 2 manuskrypty 2021

- Pharmaceuticals — 1 manuskrypt 2021

- Biomedicines — 1 manuskrypt 2022
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Uczestnictwo w programach Europejskich

Biore aktywny udziat w wydarzeniach w ramach projektu NEXT_LEVEL - On the
road to excellence in unravelling the (epi)genetic landscape of hematologic neoplasms.
Projekt ten jest finansowany z Programu ramowego Unii Europejskiej na rzecz badan
i innowacji — Horyzont 2020 w ramach umowy grantowej nr 952304, i realizowany
przez miedzynarodowe konsorcjum w skfadzie: Instytut Genetyki Cztowieka PAN,
Uniwersytet w Gandawie, Uniwersyteckie Centrum Medyczne Groningen i
Uniwersytet w Ulm. W ramach projektu bratam udziat w szkoleniu ,,Experiments with
the use of laboratory animals —is it so difficult? Practical, ethical, and legal aspects of
working with laboratory animals” (20.04.2021, Instytut Genetyki Cztowieka PAN).
Ponadto, bytam zaangaziowana w organizacje pierwszego Dnia Hematologii
(28.10.2021, Instytut Genetyki Cztowieka PAN) dotyczacego ostrej biataczki
limfoblastycznej. W trakcie trwania tygodnia wymiany pracownikéw (Staff Exchange
Week 28.03-1.04.2022) wygtositam wykfad pod tytutem ,The role of epigenetic
modifiers, HDAC9 and HDAC10, in cutaneous T-cell lymphoma” (29.03.22 Instytut
Genetyki Cztowieka PAN). Ponadto wzietam udziat w rekrutacji i zostato mi przyznane
stypendium na wyjazd studyjny do uczelni partnerskiej, w ramach ktérego spedzitam
tydzien (18-24.09.2022) na uniwersytecie w Gadnawie w laboratorium profesora
Pietera van Vlierberghena (Department of Biomolecular Medicine). W ramach wizyty
studyjnej miatam okazje zapozna¢ sie z technikami badarn nad epigenetyka
nowotwordw, takich jak ATAC-seq, wzietam udziat w licznych spotkaniach naukowych,
miedzy innymi w obronie doktoratu dotyczgcego zastosowania asparaginzay w
leczeniu biataczki oraz cotygodniowym spotkaniu catego zespotu. Ponadto, miatam
okazje zapoznac sie i przedyskutowac projekty naukowe z cztonkami zespotu, jak
rowniez podzieli¢ sie doswiadczeniem z naszych badan w Instytucie Genetyki
Cztowieka PAN.

Przerwy w pracy naukowej:
Urlop macierzyniski - 25.12.2008 - 29.07.2009 r. (31 tygodni)

Podsumowanie dorobku naukowego:

e Jestem autorkg 17 prac naukowych, z czego pierwszym autorem jestem w 7, a
autorem korespondencyjnym w 3.

Dane bibliometryczne (na dzien 19.04.23):

Sumaryczny Impact Factor (wedtug IF czasopisma w roku ukazania sie publikacji):

92,651

Sumaryczna liczba punktéw ministerialnych (MEiN): 1485

Indeks Hirscha (wg Web of Science): 6

Liczba cytowan (wg Web of Science): 150 (136 bez autocytowan)
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Studiowatam zaréwno w Polsce, jak i za granicg (Wielka Brytania, Australia) i
realizowatam projekt naukowy w Woolcock Institute of Medical Research w Sydney
w Australii.

Bytam stypendystkg Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (START 2014), laureatem
programu PROM, NEXT_LEVEL oraz nagrody Miedzynarodowego Towarzystwa
Chtoniakéw Skoérnych (ISCL).

Bytam zaangazowana w realizacje 8 projektéw grantowych, z czego w dwdch
bytam/jestem kierownikiem, w jednym petnitam funkcje wspétkierownika, w 3
bytam gtéwnym wykonawca, a w 2 bytam wykonawca.

Wspotpracowatam z 6 partnerami z zagranicy oraz 4 osrodkami w Polsce.

Jestem autorka 26 doniesien zjazdowych, w tym 7 doniesien ustnych, z czego 3 byty
prezentowane przez mnie, a w 4 bylam wspodtautorem, oraz 19 doniesien
plakatowych.

Wygtositam 3 wyktady na zaproszenie.

Jestem promotorem pomocniczym dwdch doktoratéw i opiekunem jednej pracy
magisterskiej oraz sprawowatam opieke nad dwoma stazystami.

Prowadze dziatalnos¢ popularyzujaca nauke.

Jestem zaangazowana w dziatalno$¢ organizacji Women for Science oraz cztonkinig
Polskiego Towarzystwa Dermatologicznego.

Bytam recenzentem 9 manuskryptow w czasopismach miedzynarodowych.

(podpis wnioskodawéy)
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