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1) Dane wnioskodawcy

Maciej Giefing

2) Posiadane dyplomy i stopnie naukowe z podaniem miejsca i roku ich uzyskania wraz

z tytulem rozprawy doktorskiej

Tytut licencjata biotechnologii

(Wydziat Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu, rok 2002)

Tytut magistra biotechnologii

(Wydziat Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu, rok 2004)

Tytut doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna
(Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu, rok 2008)

Tytul rozprawy doktorskiej:
»Molekularna charakterystyka uszkodzen chromosomoéw w liniach komérkowych

chtoniaka Hodgkina oraz ptaskonablonkowego raka krtani.”

Promotorzy:
- Prof. Dr. med. Reiner Siebert (Instytut Genetyki Czlowieka, Klinika

Uniwersytecka, Uniwersytet Chrystiana-Albrechta w Kilonii / Niemcy)

- Prof. dr hab. Krzysztof Szyfter (Instytut Genetyki Czlowicka PAN w

Poznaniu)



3) Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

e Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu w latach 2004 — 2008 na stanowisku

biologa.

W Instytucie Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu zostatem zatrudniony krotko przed
obrong pracy magisterskiej na temat podloza molekularnego ptaskonablonkowego raka

krtani. Nastepnie prowadzitem badania dotyczqce genetyki tego nowotworu.

e Instytut Genetyki Czlowicka PAN w Poznaniu - od roku 2008, na stanowisku
adiunkta.

Moje zainteresowania naukowe koncentrujg sie wokol genetyki ptaskonabtonkowego raka

krtani oraz klasycznego chioniaka Hodgkina.

Podejmowatem takze prace za granica:

e Instytut Genetyki Czlowieka, Klinika Uniwersytecka, Uniwersytet Chrystiana-
Albrechta w Kilonii / Niemcy (Institut fir Humangenetik, Universitatsklinikum,
Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel) - w roku 2005 (6 miesigcy), na stanowisku

doktoranta.

W trakcie pobytu zagranicznego finansowanego poprzez stypendium fundacji FEBS
(Federation of European Biochemical Societies) - Collaborative Experimental Scholarship
for Central & Eastern Europe przeprowadzitem czesé¢ badan, ktore weszty w sktad mojej

rozprawy doktorskiej.

e Instytut Genetyki Czlowieka, Klinika Uniwersytecka, Uniwersytet Chrystiana-
Albrechta w Kilonii / Niemcy (Institut fiir Humangenetik, Universititsklinikum,
Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel) - w roku 2007 (2 miesigce), na stanowisku

doktoranta.

W trakcie pobytu zagranicznego kontynuowatem badania, ktore weszty w sklad mojej

rozprawy doktorskiej.



e Instytut Genetyki Cztowieka, Klinika Uniwersytecka, Uniwersytet Chrystiana-
Albrechta w Kilonii / Niemcy (Institut fiir Humangenetik, Universititsklinikum,
Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel) - w latach 2009 - 2012 (36 miesigcy), na

stanowisku ,,post-doc”.

Pobyt finansowany poprzez stypendium fundacji FEBS (Federation of European
Biochemical Societies) - Long-Term Fellowship (pierwszy rok) oraz z programu Ministra
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego o nazwie , Wsparcie Miedzynarodowej Mobilnosci
Naukowcow ”(drugi i trzeci rok). Prowadzone przeze mnie badania koncentrowatly sie
glownie wokot genetyki klasycznego chtoniaka Hodgkina. Wybor goszczgcego instytutu nie
byt przypadkowy, gdyz Instytut Genetyki Czltowieka w Kilonii jest jedng z najbardziej

renomowanych placowek zajmujgcych sie biologig tego chtoniaka na swiecie.

4) Dorobek naukowy

Jestem autorem 34 prac naukowych w sktad ktoérych wchodzi:
e 21 prac oryginalnych (wszystkie posiadaja Impact Factor)
e 10 prac przeglagdowych (w tym 2 posiadajace Impact Factor)
e 2 monografie (nie posiadajgce Impact Factor)
e 1 praca bedaca polskojezycznym streszczeniem rozprawy doktorskiej (nie

posiadajaca Impact Factor)

Dane bibliometryczne (z dnia 27.01.2014)
e sumaryczny Impact Factor: 118,772 (wedlug IF czasopisma w roku ukazania si¢
publikaciji)
e indeks H: 10
e liczba cytowan wedtug bazy Web of Science: 352
e laczny Impact Factor cyklu prac stanowigcych szczegdlne osiggnigcie naukowe:

19,194 (wedhug IF czasopisma w roku ukazania si¢ publikacji).

Jestem takze autorem 8 doniesien zjazdowych ustnych oraz 10 doniesien zjazdowych
plakatowych prezentowanych na kongresach polskich i miedzynarodowych.
Szczegotowa charakterystyka wszystkich osiggnie¢ naukowych zawarta jest w dokumencie

,Osiggniecia dydaktyczne oraz naukowo badawcze”.
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5) CyKkl prac stanowiacych szczegélne osiagniecie naukowe (w/g artykulu 16.2 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki; Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.) zebranych pod zbiorczym
tytulem: ,,Identyfikacja genow powiazanych z patogenezg klasycznego chloniaka

Hodgkina”

1. Giefing M*, Winoto-Morbach S*, Sosna J, Doring C, Klapper W, Kiippers R, Bottcher
S, Adam D, SiebertR, Schiitze S.
Hodgkin-Reed-Sternberg cells in classical Hodgkin lymphoma show alterations of
genes encoding the NADPH oxidase complex and impaired reactive oxygen species
synthesis capacity.
Plos One 2013; 8:e84928. (IF 3,73)
* obaj autorzy przyczynili sie w rOwnym stopniu do powstania pracy

Moj wktad w powstanie pracy szacuj¢ na 35%.

2. Giefing M, Siebert R.
FISH and FICTION to detect chromosomal aberrations in lymphomas.
Methods in Molecular Biology 2013; 971:227-44.

Mo¢j wkiad w powstanie pracy szacuj¢ na 90%.

3. Overbeck BM, Martin-Subero JI, Ammerpohl O, Klapper W, Siebert R, Giefing M*.
ETS1 encoding a transcription factor involved in B-cell differentiation is recurrently
deleted and downregulated in classical Hodgkin lymphoma.

Haematologica 2012; 97:1612-4. (IF 6,532)
* autor senioralny

Moj wklad w powstanie pracy szacuje na 60%.

4. Otto C*, Giefing M*, Massow A, Vater I, Gesk S, Schlesner M, Richter J, Klapper W,
Hansmann ML, SiebertR and Kiippers R.
Genetic lesions of the TRAF3 and MAP3K14 genes in classical Hodgkin lymphoma.
British Journal of Haematology 2012; 157:702-8. (IF 4,942)
* obaj autorzy przyczynili sie w rownym stopniu do powstania pracy

Moj wktad w powstanie pracy szacuj¢ na 35%.



5. Schmidt A, Schmitz R, Giefing M, Martin-Subero JI, Gesk S, Vater I, Massow A,
Maggio E, Schneider M, Hansmann ML, Siebert R and Kiippers R.
Rare occurrence of biallelic CYLD gene mutations in classical Hodgkin lymphoma.
Genes, Chromosomes & Cancer 2010; 49:803-809. (IF 3,99)

Moj wktad w powstanie pracy szacuje na 25%.

6) Omowienie prac stanowiacych szczegolne osiagniecie naukowe

Choroby nowotworowe sg opisywane jako choroby genéw. Wedlug teorii dwoch zdarzen,
sformutowanej w latach 70tych XX wieku przez Alfreda Knudsona i uwazanej obecnie za
klasyczna, u podstaw kancerogenezy lezy uszkodzenie obu alleli genu supresji nowotworowe;j
(ang. Two hit) [1]. Teoria ta zostala nastgpniec rozwini¢ta - do inaktywacji gendéw
supresorowych, ktorych funkcja utozsamiana jest z hamowaniem procesu nowotworzenia -
dodano patogenng aktywacje onkogenu, skutkujagcag wzmozong proliferacja zmutowanej
komorki. Przedstawiony model, cho¢ jest sporym uproszczeniem, trafnie oddaje naturg
uszkodzen genetycznych niezbednych do rozpoczgcia procesu kancerogenezy.

Badania podstawowe dotyczace genetyki nowotworéw skupiaja si¢ na poszukiwaniu
gendéw, ktorych uszkodzenia powigzane sa z procesem nowotworzenia. Badania te maja na
celu opis funkcji kodowanych przez dane geny bialek w komoérce zdrowej oraz
neoplastycznej, a takze - w szerszym ujgciu - charakterystyke sieci powigzan uszkodzonych
genow / biatek. W ten sposob probuje si¢ w pelni opisa¢ deregulowane szlaki sygnatowe
istotne dla rozwoju choroby nowotworowej. Nadrzednym celem tego typu badan, procz
aspektu stricte poznawczego jest wprowadzenie do codziennej praktyki lekarskiej
zindywidualizowanej terapii nowotworow, gdzie leczenie byloby dobierane na podstawie
profilu zmian genetycznych nowotworu u danego pacjenta. Podane leki dziatatyby na
wybrane geny lub kodowane przez nie bialka, niwelujac ich patogenna funkcje (onkogeny)
lub wznawiajac / zastgpujac ich dziatanie (geny supresji nowotworowej) I tym samym
przywracajac prawidtowe funkcjonowanie zmienionego szlaku sygnatowego.

Dobrze ugruntowanym podejsciem badawczym majagcym na celu identyfikacje gendéw
powigzanych z patogeneza nowotworow jest okre§lanie minimalnych regionow
chromosomowych, w ktorych wystepuja powtarzajace si¢ delecje lub amplifikacje (ang.
Minimal Altered Region). Podejscie to bazuje na zalozeniu, ze delecje i amplifikacje sa

mechanizmami prowadzacymi odpowiednio do utraty gendéw supresorowych oraz aktywacji



onkogendéw 1 stad rozmieszczenie tego typu zmian w genomie nie bedzie przypadkowe.
Oczekuje si¢ powtarzalnego wystepowania tych aberracji w regionach chromosomowych, w
ktorych zlokalizowane s3 geny powigzane z procesem nowotworzenia. W tym celu,
historycznie analizowano dziesigtki przypadkéw danego nowotworu, poréwnujac zakres
aberracji na danym chromosomie i maksymalnie go zawezajac identyfikowano geny bedace
kandydatami na geny supresji nowotworowej (delecje) lub onkogeny (amplifikacje).
Identyfikacja pojedynczych gendéw powiazanych z procesem nowotworzenia byta jednak
utrudniona ze wzgledu na niskga rozdzielczo$¢ technik stosowanych do analizy genomu.
Badania prowadzone technika cytogenetyki klasycznej czy CGH (ang. Comparative Genomic
Hybridization) umozliwiaty zawezenie regionu z powtarzalnymi aberracjami do wielko$ci
kilku milionéw par zasad, w ktérych czgsto zlokalizowanych byto nawet kilkadziesiagt gendw.
Stad identyfikacja jednego badz kilku genow docelowych (ang. Target Genes) byta
niemozliwa, a W najlepszym przypadku wymagata dodatkowych, zmudnych i kosztownych
badan.

Wraz z wprowadzeniem wysokorozdzielczych technik do badania genomu, takich jak
array-CGH czy obecnie coraz bardziej popularnych mikromacierzy typu SNP, po raz
pierwszy stalo si¢ mozliwe wykrywanie mikroaberracji, w obrgbie ktorych znajdowa¢ moze
si¢ zaledwie pojedynczy gen. W minionych latach obserwuje si¢ bezprecedensowy wzrost
rozdzielczo$ci dostgpnych mikromacierzy do badania genomu czlowieka. W pierwszej
dekadzie XXI wieku w wickszosci publikacji z genetyki nowotworow donoszono o
wykorzystaniu mikromacierzy, zbudowanych z 20-250 tysiecy sond (ang. Tag), natomiast w
chwili obecnej powszechnie wykorzystuje si¢ mikromacierze zbudowane z ponad 2 milionéw
sond. Daje to w uproszczeniu mozliwo$¢ wykrycia aberracji, ktorych rozmiar przekracza juz
2 tysigce par zasad, a wigc zdecydowanie ponizej rozmiaru wigkszosci genow.

W przypadku gendéw supresji nowotworowej wyjatkowo pomocna okazata sie analiza
delecji homozygotycznych, w przypadku ktorych utracie ulegaja zaréwno allel pochodzenia
matczynego, jak i ojcowskiego. Tego typu aberracja catkowicie pozbawia komorke
kodowanego przez dany gen biatka. Ponadto, obserwowane zazwyczaj wzglednie male
rozmiary delecji homozygotycznych zdecydowanie ulatwiaja identyfikacje genow
docelowych. Réwniez w oparciu o zasade prawdopodobienstwa, obecno$¢ delecji
homozygotycznej, a wigc powtarzajacej si¢ delecji obu alleli danego genu w danym typie
nowotworu, jest dodatkowg przestankg Swiadczgcg, ze zmiany te nie powstaty przypadkowo,

a sg sprawczo powigzane z rozwojem danego raka.



Tym samym, wprowadzenie do badan wysokorozdzielczych mikromacierzy do okreslania
zmian liczby kopii DNA, a takze innych, np. do pomiaru ekspresji genow czy ich metylacji,
stanowilo znaczny przetom i umozliwito szybka identyfikacje potencjalnych gendéw supresji
nowotworowej i onkogenow.

Badania prowadzone przeze mnie, a w szczego6lnosci prace przedstawione pod zbiorczym
tytutem ,Identyfikacja genéw powigzanych z patogeneza Kklasycznego chloniaka
Hodgkina”, stanowigce szczegdlne osiggnigcie naukowe wpisujg sie w nurt badan opisanych
powyzej. Celem tych prac byla identyfikacja genow, ktorych aktywacja lub inaktywacja
przyczynia si¢ do powstawania klasycznego chloniaka Hodgkina oraz okreslenie
mechanizm6éw molekularnych odpowiedzialnych za ich dysfunkcje.

Prowadzone przez mnie badania maja charakter mi¢dzynarodowy i sa umiejscowione
zarowno w Instytucie Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu, gdzie obecnie pracuje, jak
rowniez w Instytucie Genetyki Cztowieka Uniwersytetu Chrystiana Albrechta w Kilonii w
Niemczech. W instytucie niemieckim (w trakcie kilku krotszych pobytéw w latach 2005-
2008) wykonatem cze$¢ badan do przygotowywanej wowczas rozprawy doktorskiej. Stad tez,
ze wzgledu na che¢ kontynuowania podjetych uprzednio badan po uzyskaniu stopnia doktora
spedzitem tu trzy kolejne lata (2009-2012) jako stypendysta fundacji FEBS - Long-Term
Fellowship oraz programu MNiSW ,,Wsparcie Mi¢dzynarodowej Mobilnosci Naukowcow”.
Chcialbym podkresli¢, ze instytut kilonski jest jedng z najbardziej renomowanych placowek
na §wiecie zajmujacych si¢ biologig chtoniakow, w tym klasycznego chtoniaka Hodgkina i
zastlynagl migdzy innymi stosowang przez szereg lat Kilonskg Klasyfikacja Chtoniakow. W
Kilonii miatem mozliwo$¢ wspolpracy z najwybitniejszymi specjalistami zajmujacymi si¢
genetyka klasycznego chioniaka Hodgkina, takimi jak prof. Ralf Kiippers, prof. Reiner
Siebert czy dr Stephan Mathas wspotpracujacy w ramach German Hodgkin Study Group.

Rownoczesnie, pomimo Kilkuletniego pobytu zagranicznego, kontynuowatem wspotprace
naukowa z macierzysta jednostka w Poznaniu, z zakladem kierowanym przez prof.
Krzysztofa Szyftera, wykorzystujac wiedze zdobyta za granicg. Efektem tych prac sg liczne
publikacje dotyczace podtoza molekularnego patogenezy ptaskonabtonkowego raka krtani,
ktorych jednak - dla utrzymania maksymalnej spojnosci tematycznej cyklu - nie
zdecydowatem si¢ wilaczy¢ do wykazu publikacji stanowigcych szczegdlne osiggnigcie
naukowe.

W przedstawionym cyklu prac stanowigcym szczegdlne osiggnigcie naukowe punktem
wyjs$cia byla analiza genomu linii komorkowych klasycznego chioniaka Hodgkina przy

uzyciu wysokorozdzielczych mikromacierzy. Byty to mikromacierze typu array-CGH oraz



SNP umozliwiajgce analiz¢ zmian liczby kopii DNA, jak rowniez mikromacierze do badania
globalnej ekspresji genow w analizowanym genomie. Ponadto wykorzystano nowatorska
mikromacierz do badania poziomu metylacji regionow promotorowych gendéw potencjalnie
zwigzanych z patogeneza klasycznego chtoniaka Hodgkina.

W pracy z 2010 roku zatytutowanej “Rare occurrence of biallelic CYLD gene mutations
in classical Hodgkin lymphoma” oraz pracy z 2012 roku zatytutowanej ,,Genetic lesions of
the TRAF3 and MAP3K14 genes in classical Hodgkin lymphoma” podjeto problem
alternatywnych mechanizméw prowadzacych do hiperaktywacji szlaku sygnatowego NFkB w
klasycznym chioniaku Hodgkina. Hiperaktywacja szlaku sygnatowego NFkB jest cechg
charakterystyczng tego chtoniaka [2,3]. Jest to zarazem kluczowy mechanizm niezbedny dla
przezycia komorek neoplastycznych klasycznego chtoniaka Hodgkina, zwanych komoérkami
Hodgkina i Reed-Sternberga (HRS). Hiperaktywacja NFkB moze by¢ spowodowana wieloma
czynnikami. Do najczgstszych zaliczy¢ mozna amplifikacje regionu chromosomowego
2pl16.1, gdzie znajduje si¢ gen kodujacy podjednostk¢ NFkB — REL, infekcje wirusem EBV a
takze mutacje inaktywujace inhibitory szlaku NFkB, takie jak NFxBIA, NFxBIE czy
TNFAIP3 [4]. Znane sa jednak przypadki klasycznego chtoniaka Hodgkina, w ktorych
pomimo braku wyzej wymienionych zmian dochodzi do nadmiernej aktywnosci NFkB, stad
przypuszcza si¢, ze role odgrywaja tu takze inne, rzadsze i dotychczas niepoznane
mechanizmy patologii molekularnej.

W omawianych pracach przeprowadzono analiz¢ przy uzyciu mikromacierzy Affymetrix
Genome-Wide Human SNP Array 6.0 genomu siedmiu linii komérkowych klasycznego
chtoniaka Hodgkina (L428, HDLM2, KMH2, L1236, SUPHD1, UHO1, L540), dzi¢ki ktorej
zwrécono uwage na aberracje chromosomowe w obrgbie trzech gendw powigzanych ze
szlakiem sygnatowym NFkB. Byty to delecje genow CYLD i TRAF3 oraz przyrost materiatu
genetycznego w obrebie genu MAP3K14. W celu zbadania czy obserwowane zmiany nie sg
jedynie artefaktem analizowanych linii komérkowych badania uzupelniono o analiz¢ zmian
liczby kopii DNA w przypadkach pierwotnych klasycznego chloniaka Hodgkina technika
FICTION (potaczenie immunofluorescencji z hybrydyzacja in situ). Ponadto geny byty
sekwencjonowane z wykorzystaniem DNA z komoérek HRS (geny CYLD oraz TRAF3) po
mikrodysekcji laserowej.

Badanie wykazalo calkowita inaktywacje genu CYLD w jednej z badanych linii
komorkowych (KMH2) oraz delecje heterozygotyczng CYLD w kolejnej (HDLM2). Ponadto
delecje w obrebie locus CYLD obserwowano takze w 10/29 (35%) badanych przypadkow

pierwotnych, w tym w jednym z nich zaobserwowano delecj¢ homozygotyczng w czgséci
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badanych komoérek HRS. Gen CYLD koduje proteaze o aktywnosci endodeubikwitynazy
pelnigcg funkcje inhibitora dla czynnika transkrypcyjnego NFxB poprzez blokowanie jego
przemieszczenia si¢ do jadra komdrkowego [5]. W tym kontekscie, zidentyfikowane delecje
moga $wiadczy¢ o funkcjonowaniu CYLD jako genu supresji nowotworowej w klasycznym
chtoniaku Hodgkina.

Z kolei biatko kodowane przez gen TRAF3 jest rowniez regulatorem NFxB. Pelni ono
funkcje w przekazywaniu sygnatow z receptoréw z rodziny TNFR (ang. Tumor Necrosis
Factor Receptor) do wnetrza komorki. Uwaza si¢, ze biatko kodowane przez TRAF3 moze
mie¢ wptyw zardwno na podstawowy szlak aktywacji NFkB poprzez TNFR a takze moze
hamowac alternatywny szlak aktywacji poprzez inhibicj¢ Kinazy MAP3K14 i w ten sposob
pehi¢ funkcje supresorowa [6]. Kinaza MAP3K14 dziata natomiast poprzez fosforylacje
podjednostki NFkB pl100 i jest uwazana za gléwny aktywator szlaku alternatywnego o
dziataniu onkogennym [7].

Zgodnie z postawiong hipoteza, badanie wykazato delecj¢ homozygotyczng genu TRAF3
w jednej oraz przyrost liczby kopii DNA dla genu MAP3K14 w trzech badanych liniach
komorkowych. Sekwencjonowanie genu TRAF3 nie zaowocowato wykryciem dodatkowych
zmian mogacych odpowiadac za jego inaktywacje, jednak analiza zmian liczby kopii DNA
wykazala utrate¢ jednego allelu geny TRAF3 w 3/20 analizowanych przypadkoéw pierwotnych
klasycznego chtoniaka Hodgkina oraz przyrost kopii genu MAP3K14 w 5/16 przypadkach.
Ponadto, wykorzystujac wstepne wyniki sekwencjonowania nast¢pnej generacji jednej z linii
komorkowych  klasycznego chloniaka Hodgkina, zidentyfikowano oraz doktadnie
scharakteryzowano duplikacj¢ jako mechanizm skutkujacy przyrostem liczby kopii genu
MAP3K14.

Podsumowujac, przeprowadzone badania pozwolily na identyfikacje trzech kolejnych
gendéw, ktorych uszkodzenia potencjalnie przyczyniaja si¢ do hiperaktywacji szlaku
sygnatowego NFkB. Wyniki te tym samym znacznie wzbogacaja wiedz¢ na temat patologii
molekularnej lezacej u podstaw klasycznego chloniaka Hodgkina.

W pracy zatytulowanej “ETS1 encoding a transcription factor involved in B-cell
differentiation is recurrently deleted and downregulated in classical Hodgkin
lymphoma” postuzylismy si¢ danymi opublikowanymi wczes$niej z moim wspotautorstwem
na tamach Leukemia [8]. Dane te zawierajg profile metylacji ponad czternastu tysigcy genow
w genomach linii komorkowych klasycznego chioniaka Hodgkina, otrzymane przy uzyciu
mikromacierzy Infinium HumanMethylation27 BeadChip (Illumina). W cytowanej pracy

zawarta jest miedzy innymi lista 209 genow, ktorych hipermetylacja zostala zidentyfikowana
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wytacznie w klasycznym chloniaku Hodgkina, natomiast nie w liniach komérkowych innych
chloniakéw ani w kontrolach nienowotworowych.

Tak duza liczba gendéw inaktywowanych poprzez procesy epigenetyczne w klasycznym
chtoniaku Hodgkina jest zastanawiajaca szczegodlnie W kontek$cie zjawiska zwanego w
literaturze anglojezycznej ,,Loss of B-cell identity”. Neoplastyczne komorki chioniaka
Hodgkina cho¢ wywodzg si¢ z limfocytow typu B (bardzo rzadko takze z limfocytéw typu T)
tracg cechy typowe dla tych komoérek [9]. Dotyczy to zarowno cech morfologicznych —
komoérki HRS znacznie przewyzszaja rozmiarem limfocyty oraz posiadaja dwa lub kilka jader
komorkowych, jak i utraty szeregu markerow powierzchniowych. Sa to typowe dla
limfocytow typu B markery BCR, CD19, CD20, CD21, CD45. Zamiast nich, w komoérkach
HRS ekspresji ulegaja markery powierzchniowe, takie jak CD15, CD30 czy CD40 a takze
geny, ktorych ekspresja jest typowa dla innych typéw komoérek z tym CSFR1 czy NOTCH1
[10,11]. Charakterystyczny jest rowniez fakt utraty szeregu czynnikow transkrypcyjnych w
tym EBF1, E12, E2A warunkujacych prawidlowy rozwoj limfocytow typu B [12,13]. Obecnie
podejrzewa sie, ze ,,Loss of B-cell identity” nie jest jedynie skutkiem ubocznym licznych
aberracji chromosomowych obserwowanych w genomie tego chtoniaka lecz swoistg strategia
przezycia. Komorki HRS tracac cechy limfocytow, z ktérych si¢ wywodza, miatyby zwodzi¢
ukfad immunologiczny gospodarza i unikaé apoptozy jeszcze w obrgbie centr rozrodczych
grudek limfatycznych.

Stabo poznane pozostajg ciggle przyczyny obserwowanego przeprogramowania komorek
HRS. Jednak globalny zakres obserwowanych zmian sugeruje, Zze znaczng rol¢ moga
odgrywac¢ w nim zmiany epigenetyczne. Wykazano bowiem, ze metylacja genow, a co za tym
idzie ich wyciszenie, moze nastgpowac takze wtdrnie na skutek utraty regulujacego dane geny
czynnika transkrypcyjnego potozonego up-stream [14]. Stad w ramach omawianej pracy
zdecydowano si¢ przeprowadzi¢ analiz¢ bioinformatyczng 209 gendéw hipermetylowanych
wylacznie w klasycznym chtoniaku Hodgkina, w celu sprawdzenia czy geny te sa istotnie
statystycznie wzbogacone w miejsca wigzania znanych czynnikéw transkrypcyjnych. W
wyniku analizy zidentyfikowano grupe czynnikow transkrypcyjnych odpowiedzialnych za
prawidlowy rozwo6j limfocytow typu B, migdzy innymi EBF1, E12 a takze ETSI.
PostawiliSmy wigc hipotezg, ze hipermetylacja owych 209 genéw i w konsekwencji ich
wyciszenie jest wtorna i zostala spowodowana wczesniejsza utrata wymienionych czynnikow
transkrypcyjnych up-stream. W konsekwencji utrata czynnikow transkrypcyjnych powinna
przyczynia¢ si¢ do zjawiska ,,.Loss of B-cell identity”, a tym samym do patogenezy

klasycznego chtoniaka Hodgkina.
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Istotnym argumentem za przedstawiong hipoteza jest opisana juz w literaturze utrata /
uszkodzenie szeregu czynnikéw transkrypcyjnych takich jak EBF1, E12, E2A w przebiegu
klasycznego chloniaka Hodgkina [12,13]. Jak dotad nie laczono jednak czynnika
transkrypcyjnego ETS1 z tym chloniakiem. Stad w ramach omawianej pracy
przeprowadziliSmy szereg eksperymentéw majacych na celu identyfikacje potencjalnych
uszkodzen genu ETS1 w przypadkach tego chioniaka. Przeprowadzone badania byty
zaplanowane w taki sposob, aby zidentyfikowa¢ ewentualne uszkodzenia ETS1 na poziomie
genu poprzez analiz¢ mutacyjng, na poziomie chromosomu poprzez analiz¢ zmian liczby
kopii DNA oraz na poziomie ekspresji zarbwno MRNA jak i biatka poprzez analizg
mikromacierzowg i immunohistochemie.

Dzigki przeprowadzonym analizom wykazano nie tylko utrate ekspresji ETS1 w
klasycznym chtoniaku Hodgkina lecz okreslono takze najczestszy mechanizm patologii
molekularnej.  ZidentyfikowaliSmy bowiem czgste delecje  heterozygotyczne |
homozygotyczne wskazujagce wiasnie na delecje jako mechanizm odpowiedzialny za zanik
ekspresji. Nasza praca jest pierwszym doniesieniem wskazujacym na ETS1 jako czynnik
transkrypcyjny, ktoérego utrata przyczynia si¢ do zaniku cech typowych dla limfocytow typu B
w klasycznym chtoniaku Hodgkina, a tym samym do przezycia komoérek HRS 1 patogenezy
tego chloniaka.

Jestem rowniez autorem pracy metodologicznej zatytutowanej ,,FISH and FICTION to
detect chromosomal aberrations in lymphomas” dotyczacej zastosowania technik opartych
na hybrydyzacji in situ w badaniach chtoniakow. Praca zawiera szczegétowe protokoly wraz z
informacjami dotyczacymi poszczegdlnych sond fluorescencyjnych stosowanych w badaniach
chtoniakow. Ponadto, zawarliémy w niej protokot techniki Fluorescence Immunophenotyping
and Interphase Cytogenetic as a Tool for Investigation Of Neoplasia (FICTION) pierwotnie
rozwinigtej W Instytucie Genetyki Cztowieka w Kilonii w Niemczech [15]. Laczy ona w sobie
immunofenotypowanie z  wykorzystaniem przeciwcial skierowanych na  marker
powierzchniowy obecny specyficznie na powierzchni komoérek nowotworowych z technika
FISH, dzigki ktorej mozliwa jest ocena zmian liczby kopii danego locus genomowego.
FICTION umozliwia zatem precyzyjng analize wybranego locus praktycznie w pojedynczych
komoérkach nowotworowych.

Jest to szczegdlnie istotne w przypadku badan prowadzonych nad klasycznym chloniakiem
Hodgkina, gdyz udzial procentowy komoérek HRS w zajetym wezle chlonnym w przypadku
tej choroby nie przekracza zazwyczaj 1% [2]. Nie jest wiec mozliwe podejécie praktykowane

w przypadku guzow litych, gdzie z tkanki nowotworowej po wstepnej ocenie patologicznej
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izolowany jest DNA, a w otrzymanej probie udzial DNA z komoérek nowotworowych
przekracza nierzadko 90%. Stad tez, analiza materiatu pierwotnego klasycznego chloniaka
Hodgkina jest mozliwa jedynie poprzez czasochtonng i kosztowng mikrodysekcj¢ laserows.
Przedstawiony protokot techniki FICTION jest alternatywa zarazem tansza, a takze nie
wymagajaca kosztownego sprzetu. Praca ta zawiera ponadto szereg praktycznych wskazéwek
majacych na celu utatwienie wdrozenia tej techniki w laboratorium.

Ostatnia praca z omawianego cyklu, zatytutowana “Hodgkin-Reed-Sternberg cells in
classical Hodgkin lymphoma show alterations of genes encoding the NADPH oxidase
complex and impaired reactive oxygen species synthesis capacity” dotyczy zagadnienia
zaburzen w homeostazie reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species — ROS) w
komorkach HRS. Pierwotnie reaktywnym formom tlenu w oparciu o ich powszechnie znany
potencjal do generowania uszkodzen DNA przypisywano jedynie funkcje negatywne.
Gléwnym zrédlem reaktywnych form tlenu w komorce poza mitochondrium s3 enzymy
zlokalizowane w blonie komorkowej, takie jak oksydaza NADPH [16]. Enzym ten zostat
zidentyfikowany pierwotnie u fagocytow, gdzie pelni istotng role¢ w obronie organizmu
gospodarza przed mikroorganizmami. Podczas procesu zwanego wybuchem tlenowym (ang.
oxidative burst) oksydaza NADPH wytwarza duze ilo$ci anionorodnika ponadtlenkowego
przeksztatlcanego w nadtlenek wodoru o whasciwosciach bakteriobojczych [16]. Stad poglad o
wylacznie toksycznym dziataniu reaktywnych form tlenu na komodrke byl w Swietle
owczesnej wiedzy uzasadniony.

Obecnie wiadomo jednak, ze aktywna oksydaza NADPH jest obecna réwniez w btonach
komorkowych innych typéw komorek, w tym rowniez limfocytow typu B [17,18]. Przyjmuje
sie, ze syntezowane w tym przypadku reaktywne formy tlenu w przeciwienstwie do ich
funkcji w fagocytach dziataja jako czasteczki sygnalowe i pelnig istotng role w szeregu
szlakow sygnatowych, takich jak apoptoza czy rdéznicowanie. Stad tez, zaklada si¢ ze
zaklocenie homeostazy reaktywnych form tlenu w komdrce moze przyczyni¢ si¢ do
nieprawidlowego funkcjonowania powyzszych szlakow sygnalowych i1 tym samym
przyczynia¢ si¢ do patogenezy nowotworow.

Bezposrednig przestanka do podjecia badan nad oksydaza NADPH w klasycznym
chtoniaku Hodgkina byta identyfikacja delecji homozygotycznej genu CYBB w jednej z linii
komorkowych tego nowotworu. Delecje homozygotyczng zidentyfikowaliSmy dzigki
zastosowaniu mikromacierzy array-CGH w badaniach prowadzonych przeze mnie w ramach
pracy doktorskiej [19]. Oksydaza NADPH jest kompleksem, w sktad ktoérego wchodzi pie¢
podstawowych biatek kodowanych przez nastepujace geny: CYBA (p22-phox), CYBB (gp91-
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phox), NCF1 (p47-phox), NCF2 (p67-phox), NCF4 (p40-phox) [20]. Co istotne, analizujac
biologie przewlektej choroby =ziarniniakowej (ang. Chronic Granulomatous Disease)
charakteryzujacej si¢ obecnoscia uszkodzonej oksydazy NADPH na skutek mutacji jednego z
wyzej wymienionych gendw wida¢, ze niezaleznie od tego, ktory z genow ulegt mutacji,
obraz kliniczny choroby pozostaje taki sam [21,22]. Stad zaktada si¢, ze wszystkie z owych
pieciu gendw (biatek przez nie kodowanych) sg niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania
oksydazy NADPH. Tym samym, zidentyfikowana delecja homozygotyczna genu CYBB w
linii komoérkowej klasycznego chloniaka Hodgkina bedzie skutkowac dysfunkcja omawianej
oksydazy.

W celu analizy ekspresji pozostatych genow kodujacych oksydaz¢ NADPH wykorzystano
opublikowane profile ekspresji linii komorkowych klasycznego chioniaka Hodgkina,
otrzymane dzigki wykorzystaniu mikromacierzy U95 (Affymetrix) [23]. Wyniki
przeprowadzonych analiz wykazaly catkowity brak ekspresji genéw CYBA, CYBB oraz NCF1
w badanych liniach komérkowych w przeciwienstwie do grupy kontrolnej, ktorg stanowily
limfocyty typu B na réznych etapach rozwoju. W ramach omawianej pracy przeprowadzono
nastepnie szereg analiz linii komoérkowych klasycznego chtoniaka Hodgkina majacych na
celu identyfikacj¢ mechanizmoéw odpowiadajacych za obserwowany zanik ekspresji badanych
gendéw. Wykorzystano wyniki otrzymane dzigki badaniu przy uzyciu mikromacierzy SNP 6.0,
dotyczace zmian liczby kopii DNA oraz mikromacierzy do badan poziomu metylacji genow
(Infinium 27K Bead array) [8]. Ponadto przeprowadzono celowang analiz¢ FICTION genu
CYBB w materiale pierwotnym z weztéw chtonnych pacjentow, u ktorych zdiagnozowano
klasycznego chtoniaka Hodgkina. Analizy te pozwolity na identyfikacje czestych delecji a
takze obecno$¢ hipermetylacji badanych gendéw w klasycznym chtoniaku Hodgkina
odpowiednio w materiale pierwotnym jak i liniach komérkowych. Ponadto wykazano, ze
rézne mechanizmy inaktywujgce geny wspotwystepuja W analizowanych liniach
komorkowych, co podkresla znaczenie inaktywacji oksydazy NADPH dla patogenezy tego
chtoniaka. Rowniez badanie ekspresji biatek, odpowiednio CYBB poprzez analizg
immunohistochemiczng oraz NCF1 poprzez badanie Western blot, wykazalo ich obnizony
poziom lub wrecz catkowitg utrate w komorkach HRS, potwierdzajac hipoteze o uszkodzeniu
oksydazy NADPH w klasycznym chtoniaku Hodgkina.

W ramach omawianej pracy przeprowadzono takze analizy funkcjonale oksydazy NADPH.
W tym celu linie komoérkowe klasycznego chtoniaka Hodgkina oraz wykorzystane jako
kontrole linie komérkowe chtoniakow nieziarniczych podzielono na trzy grupy, w zaleznosci

od obecnosci markera CD30 na powierzchni komorek danej linii. Grupe badang stanowity
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silnie CD30 pozytywne linie komoérkowe klasycznego chtoniaka Hodgkina, kontrole
pozytywng stanowily CD30 pozytywne linie komorkowe chioniakéw nieziarniczych a
kontrole negatywng stanowily CD30 ujemne linie komoérkowe chioniakéw nieziarniczych.
Produkcje reaktywnych form tlenu indukowano poprzez stymulacje linii komdrkowych
przeciwcialem anty-CD30 w obecnosci fluorescencyjnego barwnika DHE (dihydroethidium),
ktory reaguje specyficznie z anionorodnikiem ponadtlenkowym [24,25]. Reakcja DHE z
anionorodnikiem skutkuje zmiang koloru barwnika, co jest wykorzystywane do detekcji przy
uzyciu cytometru przeptywowego. Intensywnos¢ fluorescencji jest wiec proporcjonalna do
stezenia anionorodnika ponadtlenkowego w komorce.

Warto podkresli¢, ze tak skonstruowany eksperyment zapewnia z jednej strony wysoka
specyficznos¢ analizy (identyfikacja wylacznie anionorodnika ponadtlenkowego) a takze
umozliwia poréwnanie funkcjonowania oksydazy NADPH w trzech badanych grupach linii
komoérkowych. W obecnosci funkcjonujacej oksydazy NADPH zaréwno silnie CD30
pozytywna grupa linii komorkowych chioniaka Hodgkina jak i grupa CD30 pozytywna grupa
kontrolna powinna zareagowa¢ wzmozong produkcja anionorodnika ponadtlenkowego po
stymulacji przeciwciatem anty-CD30 w przeciwienstwie do kontroli negatywnej. Zgodnie z
postawiong hipoteza, kontrolne linie komérkowe CD30 pozytywne zareagowaty wzmozong
synteza anionorodnika ponadtlenkowego w przeciwienstwie do grupy kontrolnej CD30
ujemnej. Podkresli¢ nalezy, ze zadna z badanych linii klasycznego chtoniaka Hodgkina,
pomimo silnej ekspresji CD30, nie wykazala wzrostu produkcji anionorodnika
ponadtlenkowego powyzej poziomu tla.

Przedstawione analizy funkcjonalne potwierdzaja, ze zaobserwowane uszkodzenia gendw
kodujacych kompleks oksydazy NADPH w klasycznym chioniaku Hodgkina powoduja
uszkodzenie enzymu i w konsekwencji pozbawiajag komorki HRS tego zrodha anionorodnika
ponadtlenkowego. Wyniki te pozwalajg na spekulacje, ze opisane w naszej pracy zjawisko
bedzie skutkowaé zaburzeniem szeregu szlakow sygnatowych, takich jak np. apoptoza,
przyczyniajac si¢ tym samym do przezycia komorek nowotworowych. Ponadto, w oparciu o
szereg doniesien literaturowych wskazujacych na istotng role reaktywnych form tlenu w
procesie rozwoju limfocytow typu B [26-28], zaburzenie homeostazy reaktywnych form tlenu
moze by¢ dotychczas nieznanym mechanizmem prowadzacym do loss of B-cell identity w
komorkach HRS.

Podsumowujac, prowadzone przeze mnie prace badawcze w znaczny sposob wzbogacity
dostgpng wiedze dotyczaca genetyki klasycznego chtoniaka Hodgkina. Sg to odkrycia

poszerzajace nasze rozumienie istotnych proceséw w patogenezie tego chloniaka, takich jak
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hiperaktywacja szlaku sygnalowego NFkB czy utrata czynnikow transkrypcyjnych co

przyczynia si¢ do loss-of-B-cell-identity komorek HRS. Podkresli¢ nalezy jednak, ze

omawiane prace nie ograniczajg si¢ jedynie do odkry¢ w obrgbie procesow znanych w

patogenezie tego chloniaka, ale réwniez prezentuja zupelnie nowy obszar badan dotyczacy

roli reaktywnych form tlenu w rozwoju klasycznego chtoniaka Hodgkina. Dalsze poznanie

tego obszaru przyniesie zapewne w najblizszych latach szereg odkry¢ zblizajacych nas o

kolejny krok do catkowitego zrozumienia biologii tej choroby.
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