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1. Imie i nazwisko

Dorota Pastuszak-Lewandoska

2. Posiadane dyplomy, stopnie haukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz
tytulu rozprawy doktorskiej

1991

2011

stopien magistra biologii; tytul pracy magisterskiej: Metody rozpoznawania
aneuploidii chromosomu X i genopatii sprzeionych z plcig.

stopien doktora n. medycznych w zakresie biologii medycznej, Uniwersytet
Medyczny w Lodzi, Wydzial Lekarski; tytul rozprawy doktorskiej: Analiza efektu
epimutacji sekwencji promotorowych wybranych genow supresorowych (RASSFIA,
VHL, CDH1) jako przyczyny zmiany ich ekspresji w tagodnych i zlosliwych

nowotworach tarczycy oraz w wolu guzkowym.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1991 - 1992

1992 — 2001

2001 — 2009

2006 — 2009

od 2009

Instytut Genetyki Czlowieka Uniwersytetu w Getyndze, Niemcy (Institut fiir
Humangenetik der Universitit Gottingen), staz

Zaklad Biologii i Genetyki Medycznej, Instytut Nauk Podstawowych Wojskowej
Akademii Medycznej w Lodzi, pracownik naukowo-dydaktyczny

Klinika Endokrynologii i Choréb Metabolicznych, Instytut Centrum Zdrowia
Matki Polki w Lodzi, mt. asystent

Klinika Endokrynologii i Choréb Metabolicznych Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi, Pracownia Endokrynologii Molekularnej, pracownik naukowo-
dydaktyczny; od 2008 na stanowisku haukowo-technicznym

Zaklad Molekularnych Podstaw Medycyny, I Katedra Choréb Wewnetrznych,
Uniwersytet Medyczny w Lodzi, specjalista naukowo-techniczny, od czerwca 2014 —
na stanowisku adiunkta; w czerwcu 2017 Zaktad Molekularnych Podstaw Medycyny

zostal wiaczony do Katedry Biologii i Parazytologii Lekarskiej UM

Pelnione funkcje

0d 2.12.2015 p.o. kierownika Uczelnianego Laboratorium Antropometrii Tréjwymiarowej

CDUM w Lodzi
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4. Wskazanie osiagni¢ecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2013 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego:

Cykl publikacji obejmujacych zagadnienie pt:

ANALIZA MECHANIZMOW GENETYCZNYCH 1 EPIGENETYCZNYCH
UCZESTNICZACYCH W ETIOPATOGENEZIE NIEDROBNOKOMORKOWEGO
RAKA PLUCA

b) autor/autorzy, tytul publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa:

Wskaznik Impact Factor oraz punkty MNiSW podane sg z roku publikacji.

1. Pastuszak-Lewandoska D, Czarnecka KH, Migdalska-S¢k M, Nawrot E, Domanska D,
Kiszalkiewicz J, Kordiak J, Antczak A, Gorski P, Brzezianska-Lasota E. Decreased FAM107A
Expression in Patients with Non-Small Cell Lung Cancer. Adv Exp Med Biol. 2015; 852:39-48.
doi: 10.1007/5584 2014 109.

IF 2015: 1,953 MNiSW 2015: 25

2. Pastuszak-Lewandoska D, Kordiak J, Czarnecka KH, Migdalska-Sek M, Nawrot E,
Domanska-Senderowska D, Kiszatkiewicz JM, Antczak A, Gorski P, Brzezianska-Lasota E.
Expression analysis of 3 miRNAs, miR-26a, miR-29b and miR-519d, in relation to MMP-2 expression
level in non-small cell lung cancer patients - a pilot study. Med Oncol. 2016; 33(8):96.
doi: 10.1007/s12032-016-0815-z.

W publikacji znajduje sie oswiadczenie, e udzial dwdch pierwszych autorow jest rownocenny

IF 2016: 2,634 MNiSW 2015: 20

3. Pastuszak-Lewandoska D, Kordiak J, Migdalska-Sek M, Czarnecka KH, Antczak A, Gorski
P, Nawrot E, Kiszatkiewicz JM, Domanska D, Brzezianska-Lasota E. Quantitative analysis of mMRNA
expression levels and DNA methylation profiles of three neighboring genes: FUS1, NPRL2/G21 and
RASSF1A in non-small cell lung cancer patients. Respir Res. 2015; 16:76. doi: 10.1186/s12931-015-
0230-6.
W publikacji znajduje sie oswiadczenie, e udzial dwoch pierwszych autorow jest rownocenny

IF 2015: 3,751 MNiSW 2015: 35
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4. Pastuszak-Lewandoska D, Kordiak J, Antczak A, Migdalska-S¢k M, Czarnecka KH, Gorski
P, Nawrot E, Kiszatkiewicz JM, Domanska-Senderowska D, Brzezianska-Lasota E. Expression level
and methylation status of three tumor suppressor genes, DLEC1, ITGA9 and MLH1, in non-small cell
lung cancer. Med Oncol. 2016; 33(7):75. doi: 10.1007/s12032-016-0791-3.
W publikacji znajduje sie oswiadczenie, Ze udzial dwdch pierwszych autorow jest rownocenny

IF 2016: 2,634 MNiSW 2015: 20

5. Antczak A, Pastuszak-Lewandoska D, Gorski P, Domanska D, Migdalska-S¢k M, Czarnecka
K, Nawrot N, Kordiak J, Brzezianska E. CTLA-4 Expression and Polymorphisms in Lung Tissue of
Patients with Diagnosed Non-Small-Cell Lung Cancer. Biomed Res Int. (Journal of Biomedicine and
Biotechnology) 2013; 2013:576486. doi: 10.1155/2013/576486.
W publikacji znajduje sie oswiadczenie, Ze udzial dwoch pierwszych autorow jest rownocenny

IF 2013: 2,706 MNiSW 2013: 30

6. Dutkowska A, Antczak A, Pastuszak-Lewandoska D, Migdalska-Sek M, Czarnecka KH,
Gorski P, Kordiak J, Nawrot E, Brzezianska-Lasota E. RARB Promoter Methylation as an Epigenetic
Mechanism of Gene Silencing in Non-small Cell Lung Cancer. Adv Exp Med Biol. 2016;878:29-38.

IF 2016: 1,881 MNiSW 2016: 25

7. Czarnecka KH, Migdalska-Sek M, Domanska D, Pastuszak-Lewandoska D, Dutkowska A,
Kordiak J, Nawrot E, Kiszatkiewicz J, Antczak A, Gorski P, Brzezianska-Lasota E. FHIT promoter
methylation status, low protein and high mRNA levels in patients with non-small cell lung cancer. Int
J Oncol. 2016;49(3):1175-84. doi: 10.3892/ij0.2016.3610.

IF 2016: 3,079 MNiSW 2015: 25

8. Antczak A, Migdalska-S¢k M, Czarnecka K, Pastuszak-Lewandoska D, Nawrot E,
Domanska D, Kordiak J, Gorski P, Brzezianska E. Significant frequency of allelic imbalance in 3p
region covering RARPB and MLHI loci in non-small lung cancer. Med Oncol. 2013;30(2):532. doi:
10.1007/s12032-013-0532-9.

IF 2013: 2,058 MNiISW 2013: 20

9. Czarnecka KH, Migdalska-Se¢k M, Antczak A, Pastuszak-Lewandoska D, Kordiak J, Nawrot
E, Domanska D, Kaleta D, Gorski P, Brzezianska EB. Allelic imbalance in 1p, 7q, 9p, 11p, 129 and
16q regions in non-small cell lung carcinoma and its clinical association: a pilot study. Mol Biol Rep.
2013; 40(12):6671-84. doi: 10.1007/s11033-013-2782-1.

IF 2013: 1,958 MNiSW 2013: 20
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Sumaryczny Impact Factor prac oryginalnych zgloszonych jako osiagniecie IF = 22,654 z roku
publikacji, liczba punktow MNiSW = 220 z roku publikacji.
Oswiadczenia wspotautorow, okreslajace indywidualny wkilad w powstanie publikacji

naukowych dotaczono w Zataczniku 6.

C) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

1. Wprowadzenie i motywacja badan.
1.1. Charakterystyka raka pluca

Rak pluca jest nowotworem pierwotnym, ktory wywodzi si¢ z komodrek nabtonkowych. Ze
wzgledu na odrebne cechy biologiczne, przebieg kliniczny i wynikajace z tego odmienne sposoby
leczenia, rozroznia si¢ dwa gltowne typy raka ptuca: niedrobnokomorkowy i drobnokomoérkowy.
Ponad 80% wszystkich rozpoznanych nowotwordw pluca nalezy do grupy niedrobnokomoérkowych
nowotworow pluc, 17% to raki drobnokomorkowe; 3% przypadkoéw obejmuje inne, nieokreslone typy
nowotworow ptuc, tacznie z migsakami i rakowiakami [1].

Raka drobnokomorkowego ptuca (SCLC, small cell lung cancer) charakteryzuje duza dynamika
wzrostu oraz sklonno$¢ do wczesnego rozsiewu. Ten typ raka ptuca jest wrazliwy na dziatanie lekow
cytostatycznych i promieniowanie jonizujace, a metoda leczenia zwykle opiera si¢ na zastosowaniu
radio- i chemioterapii w leczeniu skojarzonym.

Rak niedrobnokomorkowy ptuca (NSCLC, non-small cell lung cancer) jest najczestsza postacia
raka ptuca. W tej grupie rozrdznia sie trzy podtypy: rak ptaskonablonkowy (SCC, squamous cell
carcinoma), rak gruczotowy (gruczolakorak) (AC, adenocarcinoma) i rak wielkokomoérkowy (LCC,
large cell carcinoma). Rak ptaskonabtonkowy stanowi 25-30% wszystkich przypadkéw raka pluca.
Wzrost raka ptaskonabtonkowego jest stosunkowo wolny, a jego rozwoj rozpoczyna si¢ zwykle w
jednym z wigkszych oskrzeli. Najczestszym typem raka phuca jest gruczolakorak, ktory stanowi 40%
wszystkich przypadkow raka ptuca, zarowno u osob palacych, jak i nie palacych, u mezczyzn i u
kobiet, bez wzgledu na wiek [2]. W poréwnaniu z innymi typami raka ptuca, rak gruczotowy rosnie
wolniej 1 cze$ciej jest identyfikowany ze wzgledu na rozsiew poza tkanke ptuca. W przeciwienstwie
do gruczolakoraka, ktory swoj wzrost rozpoczyna na obwodzie ptuca, rak wielkokomorkowy rozwija
si¢ centralnie w plucu oraz charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem i rozsiewem, stanowi 5-10%
wszystkich przypadkow raka pluca i czgsto rozpoznawany jest poprzez wykluczenie innych typow

raka. Czgsto daje odlegte przerzuty i silnie wiagze si¢ z paleniem papierosow [3].
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1.2. Epidemiologia raka pluca

Rak ptuca, w skali Swiatowej, jest najczgstsza przyczyna $mierci z powodu nowotworoOw
ztosliwych, obok raka prostaty i jelita grubego wsrdd mezczyzn oraz raka piersi i raka jelita grubego
wsrdd kobiet. Te cztery typy nowotworow odpowiadajg za 46% wszystkich zgondéw nowotworowych,
przy czym sam rak ptuca stanowi przyczyne ponad 1/4 tych przypadkow (27%) [4]. W Polsce dane
Krajowego Rejestru Nowotworow za 2012 rok wskazuja, ze zachorowania na raka ptuca stanowity
ponad 14% ze wszystkich 152 855 przypadkow zachorowan na nowotwory zto§liwe wsrod polskich
pacjentow. Nowotwory ztosliwe ptuca sa przyczyna okoto 21% zachorowan i 31% zgonow wsrod
mezczyzn oraz 9% zachorowan i 15% zgonow wsrod kobiet. Ryzyko zachorowania na raka ptuca
wzrasta z wiekiem, wigkszo$¢ zachorowan na nowotwory ztos§liwe ptuca wystepuje po 50. roku zycia,
przy czym okoto 50% zachorowan u obu pici przypada na populacje osob po 65. roku
zycia. Zachorowalno$¢ i umieralno$¢ na raka ptuca u m¢zczyzn zwigkszata si¢ do poczatku lat 90-tych
XXw., obecnie zachorowalno$¢ wsrod mezczyzn ksztaltuje si¢ na tym samym poziomie (Srednio
okoto 15 100 nowych przypadkéw rocznie), natomiast zachorowania i zgony na raka ptuca wsrod
kobiet charakteryzuje niewielki trend wzrostowy (o okoto 4% rocznie) [5].

Przezycia 5-letnie wérdd polskich pacjentéw z nowotworami ptuca w ciagu pierwszej dekady
XXI u mgzezyzn wzrosty z 10,8% do 11,9%, natomiast u kobiet wzrosty z 15,7 % do 16,9%. U obu
plci 5-letnie przezycie jest jednak krétsze niz przecietna dla krajow Unii Europejskiej czy USA, gdzie
odsetek 5-letnich przezy¢ wynosi 18% [4]. Tak niskie wskazniki wynikaja, przynajmniej czgsciowo, z
faktu, ze ponad potowa przypadkow raka ptuca jest diagnozowana na poéznym etapie rozwoju.

Poprawa wynikow leczenia pacjentow z rakiem ptuca zaleze¢ bedzie od profilaktyki pierwotnej
(walka z natogiem palenia tytoniu), skutecznej profilaktyki wtornej (badania przesiewowe) oraz
mozliwosci wprowadzenia zindywidualizowanego, celowanego leczenia w oparciu o typowanie

genetyczne i markery molekularne.

1.3. Czynniki ryzyka

Najbardziej powszechnym czynnikiem ryzyka zachorowania na raka ptuca jest palenie tytoniu,
rowniez bierne. Pomimo postepu zwigzanego z porzucaniem nalogu przez wiele osob, wciaz 80%
zgondw z powodu raka pluca spowodowane jest paleniem papierosow. Na drugim miejscu klasyfikuje
si¢ kontakt z kancerogennymi substancjami chemicznymi i pierwiastkami promieniotworczymi, jak
rowniez zanieczyszczenie Srodowiska, przede wszystkim — powietrza. Pozostatymi czynnikami
zwigkszajacymi ryzyko zachorowania na raka pluca sa: uwarunkowania genetyczne, wiek i wczesniej

przebyte nowotwory [6].



Zalacznik nr 2 AUTOREFERAT — Dorota Pastuszak-Lewandoska

1.4. Diagnostyka raka pluca

Podejrzenie raka pluca opiera si¢ na wywiadzie, badaniu przedmiotowym i badaniach
obrazowych. Ostateczne rozpoznanie ustalane jest na podstawie badania mikroskopowego materiatu
pozyskanego od pacjenta (plwocina, materiat biopsyjny z guza).

Badanie histologiczne ma na celu rozr6znienie drobno- i niedrobnokomoérkowego raka ptuca oraz
ocen¢ zaawansowania choroby w momencie jej wykrycia. Podstawa stosowanego w Klinice
roznicowania NSCLC 1 SCLC sa charakterystyczne cechy biologiczne i kliniczne raka
niedrobnokomodrkowego ptuca, takie jak: wysoki wskaznik proliferacji, krotki czas podwojenia masy
guza, zwigkszona sktonno$¢ do tworzenia wczesnego rozsiewu krwiopochodnego, chemiowrazliwos¢
i promieniowrazliwos$¢. Ustalenie stopnia zaawansowania raka ptuca opiera si¢ na klasyfikacji TNM,
ktéra uwzglednia wielko$¢ guza i jego stosunek do otaczajacych struktur (cecha T), obecnos¢
przerzutow w regionalnych weztach chtonnych klatki piersiowej (cecha N) oraz przerzutow w
odleglych narzadach (cecha M).

Ograniczona skuteczno$¢ diagnostyki i leczenia niedrobnokomorkowego raka phuca jest glownie
spowodowana trudno$cia w odrdznianiu podtypéw i ograniczong wiedzg na temat mechanizmoéw
patogenezy podtypéw NSCLC. Roéznice pomiedzy rakiem gruczotowym (AC) i rakiem
ptaskonabtonkowym (SCC) mogg by¢ odzwierciedlone na poziomie komérkowym i molekularnym.
Tradycyjne metody polegaja na wizualnej ocenie morfologii komorek (wielko$¢ guza i cechy
histologiczne), jednak r6znice morfologiczne pomiedzy podtypami NSCLC nie sg jasne [7]. Znaczenie
doktadnego roéznicowania podtypéw NSCLC wigze si¢ z wyborem odpowiedniej i skutecznej metody
leczenia. Dynamiczny rozw¢j nauk genetycznych daje nadziejg, ze osiagnigcia biologii molekularnej i
analiza danych na poziomie molekularnym (mRNA, mikroRNA, metylacja DNA) przyniesie przetom
w diagnostyce raka ptuca, umozliwi modyfikacje klasyfikacji oraz zaoferuje nowe mozliwo$ci w

terapii tego nowotworu.

1.5. Poszukiwanie biomarkeréw o znaczeniu diagnostycznym i/lub prognostycznym w raku
phluca

Rokowanie u pacjenta z rakiem pluca zalezy przede wszystkim od pierwotnego stopnia za-
awansowania i typu histopatologicznego nowotworu, natomiast wiek i ple¢ maja mniejsze znaczenie.
Szereg wspomnianych juz czynnikow, takich jak: (&) pdzne rozpoznanie, (b) maty odsetek chorych
kwalifikujacych si¢ do leczenia chirurgicznego, (C) niski wskaznik 5-letniego przezycia, (d) brak
uniwersalnego badania przesiewowego w kierunku wczesnego wykrywania raka ptuca, sprawia, ze
uzasadnione jest poszukiwanie molekularnych markeréw, ktore bylyby wczesnymi molekularnymi
markerami diagnostycznymi zwigzanymi z inicjacjg i/lub progresja NSCLC. Jest to szczegdlnie
wazne, gdy na wczesnym etapie rozwoju guz nie daje objawow klinicznych — tak jak w przypadku

SCC, ktory pozostaje zmiang bezobjawowa az do osiggni¢cia duzych rozmiardéw, kiedy zabieg
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chirurgiczny nie przyniesie efektu. Ponadto, chociaz palenie papierosow jest uznanym czynnikiem
ryzyka, nie u wszystkich palaczy dochodzi do rozwoju raka ptuca — stad konieczne sg swoiste i czute
testy, ktore pozwola zidentyfikowac tych palaczy, u ktérych ryzyko rozwoju choroby nowotworowej
jest wysokie.

Na przestrzeni ostatnich lat obserwuje si¢ dynamiczny rozwoj badan w kierunku opracowania
informatywnych, molekularnych markeréw diagnostycznych w réznych typach nowotworow.
Biomarker, zanim zostanie uznany za uzyteczny do wykorzystania w praktyce klinicznej, musi
odznaczac¢ si¢ szeregiem ztozonych cech: w sposob jednoznaczny musi charakteryzowac okreslong,
istotng pod wzgledem klinicznym, ceche guza (stopien zaawansowania, wrazliwos¢ lub opornos¢ na
leczenie, potencjat przerzutowania), musi posiada¢ wysoka czulos¢ i specyficznos¢, co ma przetozenie
na wiarygodno$¢ diagnostyczng oraz cechowac si¢ tatwo$cia oznaczania (nieinwazyjne metody
pobierania materiatu biologicznego i jego dostgpnos¢) i niskimi kosztami procedury.

Dostepne, nowoczesne techniki biologii molekularnej umozliwiajg efektywne i wiarygodne
badania zmian genetycznych i epigenetycznych w tkance nowotworowej ptuca, jak rowniez w
surowicy i osoczu krwi, plwocinie, poptuczynach oskrzelowo-pecherzykowych. Wérdod zmian
molekularnych w NSCLC do najczestszych naleza: mutacje onkogendéw (np. EGFR, KRAS, MYC,
TP53), niestabilno$¢ genetyczna (np. LOH w 3p), modyfikacje ekspresji genow supresorowych,
onkogenow czy genow naprawy DNA wynikajace z hipermetylacji ich regionéw promotorowych (np.
RASSF1A, APC, DAPK, p16INK4A, hMLH1, ERCC1) czy aktywnosci miRNA (np. miR-25, miR-100,
miR-223, miR-449a).

Molekularne techniki analizy ekspresji gendéw na poziomie transkrypcji, takie jak RT-PCR,
gPCR, mikromacierze oligonukleotydowe, sekwencjonowanie nowej generacji (NGS, next-generation
sequencing) umozliwiaja jednoczesng analize poziomu mRNA dla setek, a nawet tysiecy gendow.
Wiyniki tych badan moga umozliwi¢ modyfikacje klasyfikacji histologicznej i zaawansowania rozwoju
raka pluca o kryteria molekularne. Juz kilka lat temu wykazano istnienie kilku, réznigcych sie
rokowaniem, ,,molekularnych podtypoéw” gruczotowego raka phluca [8,9], jak i 3 rozne profile
ekspresji genow zwigzane z rokowaniem w odniesieniu do ptaskonabtonkowego raka ptuca [10-12].

Dane z ostatnich lat wskazuja, Ze miRNA spelniaja wymagania ,,idealnych biomarkeréw” ze
wzgledu, m.in., na swoja znaczng stabilno$¢, duzo wigkszg niz mRNA, obecno$¢ w ptynach
ustrojowych, co stwarza mozliwo$¢ ich badania nie tylko w tkance, ale i w 0S0Czu, surowicy czy
plwocinie oraz swoistos¢ nowotworowa, a wigc mozliwo§¢ diagnostyki guzow na podstawie profili
ekspresji miRNA. W raku pluca poszukiwanie miRNA o potencjalnej roli biomarkerow pozwolito
zidentyfikowa¢ rézne miRNA, ktorych ekspresja jest zwigkszona lub zmniejszona u pacjentow z
NSCLC w stosunku do zdrowych kontroli [13-15]. Niektore z nich stanowia potencjalne biomarkery
diagnostyczne NSCLC, stuzace do identyfikacji nowotworu we wezesnym stadium lub réznicowania

podtypow histologicznych.
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2. Cel badan i streszczenie kluczowych wynikéow

Celem przeprowadzonych badan, prezentowanych jako osiagni¢cie naukowe, byto poszukiwanie
markerow molekularnych wspomagajacych wezesng diagnostyke NSCLC i/lub markeréw o znaczeniu
prognostycznym, skorelowanych z rozwojem guza i/lub ryzykiem przerzutowania.

Materiatem do badan byly fragmenty tkanki ptuca (100-150 mg) pobrane podczas zabiegu
pulmonektomii/lobektomii od pacjentow ze zdiagnozowanym niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca,
operowanych w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej, Chirurgii Ogodlnej i1 Onkologicznej,
Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. Wojskowej Akademii Medycznej, Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi w latach 2011-2013.

Od kazdego pacjenta — oprocz fragmentu tkanki z ogniska pierwotnej zmiany — pobrano takze
fragment tkanki niezmienionej makroskopowo (pochodzacy z otaczajacego zmiang marginesu
operacyjnego), co pozwolito utworzy¢ grupe kontrolna.

Wyniki badan histopatologicznych umozliwity podziat tkanek na grupy: SCC (rak
ptaskonabtonkowy), AC (gruczolakorak) i LCC (rak wielkokomorkowy). Materiat tkankowy zostat
pogrupowany zgodnie z klasyfikacjami AJCC i pTNM.

Pacjentéw scharakteryzowano pod wzgledem wieku, pici i palenia papieroséw. Kryterium
podziatu palaczy byla tez liczba paczkolat (1 paczkorok to 20 papierosow wypalanych dziennie przez
1 rok).

Zastosowane metody badawcze, po wyizolowaniu RNA i/lub DNA z materiatu biologicznego, to:
gPCR (quantitative real-time polymerase chain reaction, PCR w czasie rzeczywistym) z
wykorzystaniem sond TagMan; MS-PCR (metylospecyficzny PCR) z zastosowaniem specjalnie
zaprojektowanych starterow dla sekwencji zmetylowanych i niezmetylowanych w obrebie promotora
badanych genéw; analiza LOH/MSI z uzyciem markeréw mikrosatelitarnych zaprojektowanych w
oparciu o baze danych NCBI i in.; analiza polimorfizméw genowych (SNP, single nucleotide
polymorphism) z wykorzystaniem sond TagMan; analiza poziomu immunoekspresji biatek metoda
ELISA.

2.1. Zaburzony poziom ekspresji genow supresorowych oraz stopien metylacji promotorowe;j
TSG jako potencjalne biomarkery NSCLC

Geny supresorowe (TSGs, tumour suppressor genes) — okre$lane mianem ,,straznikow genomu” —
odpowiadaja za hamowanie fenotypu nowotworowego. Zaburzenia funkcji gendéw supresorowych
regulujacych cykl komorkowy prowadza do pozbawienia komorki sygnatéw ograniczajacych podziat
komorki i wywotujgcych apoptoze, a w efekcie do niekontrolowanej proliferacji komorkowe;.
Zgodnie z teorig ,,dwoch zdarzen” Knudsona, do niekontrolowanej proliferacji komorek o

zmienionym fenotypie konieczna jest utrata funkcji obu kopii genu supresorowego. Uwaza si¢, ze W



Zalacznik nr 2 AUTOREFERAT — Dorota Pastuszak-Lewandoska

nowotworach sporadycznych hipermetylacja sekwencji promotorowej genu odpowiada za wylaczenie
jednego z alleli, podczas gdy mutacja punktowa badz utrata heterozygotycznosci (LOH, loss of
heterozygosity) stanowi drugie zdarzenie, inaktywujace aktywny dotad allel genu. W przypadku
niektorych genéw obserwowana jest hipermetylacja obydwoch alleli.

W raku ptuca istotng role petnig TSGs zajmujace loci w krotkim ramieniu chromosomu 3 (3p),
gdzie wystepuja liczne, tzw. regiony krytyczne. Dwa z nich zlokalizowano w 3p21.3: LUCA (lung
cancer region) w regionie centromerowym (3p21C) oraz AP20 (4lu-PCR clone 20 region) w regionie
telomerowym (3p21T), w ktorych zidentyfikowano /oci licznych potwierdzonych lub potencjalnych
genow supresorowych [16].

Zatozeniem badan, ktorych wyniki opisano w publikacjach nr 1, 3, 4, 6, 7, byta analiza poziomu
ekspresji mMRNA 9 wybranych genow supresorowych (RASSF1A, FUS1, NPRL2/G21, FAM107A,
DLEC1, ITGA9, MLH1, RARp, FHIT) w tkance nowotworowej w korelacji z hipermetylacja sekwencji
promotorowych badanych genow.

Jak wykazuja badania prowadzone w liniach komoérkowych ptuca i guzach pierwotnych,
wskaznik wystepowania mutacji w genach supresorowych jest niski (<10%), co sugeruje wigksze
znaczenie modyfikacji epigenetycznych wplywajacych na ekspresje TSG w karcynogenezie pluca
[17]. Modyfikacjom epigenetycznym przypisuje si¢ tak samo wazne znaczenie w inicjacji 1 progresji
raka, jak zmianom genetycznym. A jak wykazaty wyniki licznych badan, zmieniony poziom metylacji
w obrebie sekwencji promotorowej TSG moze stanowi¢ idealny potencjalny marker diagnostyczny i
prognostyczny w danym typie nowotworu [ 18].

Metylacja DNA, tj. kowalencyjne dotaczenie grup metylowych w obrebie sekwencji CpG, jest
najlepiej poznang modyfikacja epigenetyczng u ludzi. Jest to proces enzymatyczny, w ktorym
posredniczg enzymy metylotransferazy DNA (DNMTs, DNA methyltransferases). Metylotransferaza
DNA 1 (DNMT1) jest gldownym enzymem odpowiedzialnym za kopiowanie wzoru metylacji, czyli za
jego prawidlowe utrzymanie, natomiast rodzina enzymoéw DNMT3 (-3A i -3B) wykazuje aktywnos¢
metylacji de novo, wptywajac na metylacj¢ tych wysp CpG, ktoére w warunkach prawidlowych sa
niezmetylowane. Istotnym aspektem jest fakt, ze metylotransferazy DNA nie tylko pelnig istotng role
w karcynogenezie poprzez wplyw na modyfikacje wzoréw metylacji DNA, ale rowniez wydajg si¢
by¢ obiecujacymi biomarkerami molekularnymi w diagnostyce 1 terapii rakow [19].

Metylacja wysp CpG zlokalizowanych w obrebie sekwencji promotora genu supresorowego
(hipermetylacja promotorowa TSG) jest modyfikacja epigenetyczng majaca potencjalny wplyw na
rozw0j nowotworu poprzez hamujacy wplyw na ekspresje genu supresorowego. Analiza
hipermetylacji promotorowej TSG stwarza wigc mozliwo$¢ oszacowania ryzyka rozwoju nowotworu,
wczesnego wykrycia, oceny progresji i rokowania, jak rowniez daje mozliwo$¢ zaplanowania i
rozwoju postgpowania terapeutycznego oraz monitorowania choroby po wdrozeniu leczenia. W

rozwoju raku ptuca genami, ktore czesto ulegaja hipermetylacji promotorowej i ktore opisywane sg w
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pisSmiennictwie jako potencjalne biomarkery sa: APC, CDHI, CDHI3, DAPKI, FHIT, MGMT,
p16INK4a, RARfS, RASSF1A4, RUNX3 i SHOX2 [17,20].

Wisrdd prezentowanych jako osiggniecie naukowe publikacji pi¢¢ z nich (publikacje nr 1, 3, 4, 6,
7) laczy analize wzglednej ekspresji wybranych gendéw na poziomie mRNA (metoda qPCR) oraz
analize metylacji promotorowej badanych genéw (metylospecyficzny PCR) jako mozliwego
mechanizmu wyciszenia ekspresji genow supresorowych w przebiegu karcynognezy w tkance ptuca.
Dodatkowo w kazdej pracy oszacowany jest stopien metylacji badanych genéw, tj. Indeks Metylacji
wskazujacy % udzial zmetylowanych alleli danego genu. Analizie poddano korelacje pomigdzy
uzyskanymi wynikami (poziom ekspresji genu/poziom metylacji genu) a parametrami kliniczno-
patologicznymi: histopatologiczna ocena guza (klasyfikacje pTNM i AJCC), podtyp histopatologiczny

NSCLC, wiek i pte¢ pacjenta oraz historia palenia papierosow.

Publikacja nr 1

Pastuszak-Lewandoska D, Czarnecka KH, Migdalska-Sek M, Nawrot E, Domanska D,
Kiszatkiewicz J, Kordiak J, Antczak A, Gorski P, Brzezianska-Lasota E. Decreased FAM107A
Expression in Patients with Non-Small Cell Lung Cancer. Adv Exp Med Biol. 2015;852:39-48. doi:
10.1007/5584_2014_109.

W pierwszej z przedstawionych jako osiggnigcie naukowe prac analizowane jest znaczenie genu
FAMI107A4 (family with sequence similarity 107 member A) w karcynogenezie ptuca. Gen,
zlokalizowany w 3p21.1, zaangazowany jest w regulacj¢ transkrypcji poprzez indukcj¢ apoptozy, badz
poprzez mechanizm epigenetyczny oddziatujac z kompleksem acetylotransferazy histonowe;j.
Obnizony poziom ekspresji genu powigzano z rozwojem rakéw nabtonkowych, a najczgscie]
obserwowany mechanizm odpowiedzialny za wyciszenie genu to utrata heterozygotycznosci w
regionie z locus FAMI07A4. Poniewaz nie udato si¢ zidentyfikowa¢ mutacji w genie, jako drugi
mechanizm odpowiedzialny za jego wyciszenie, sugeruje si¢ modyfikacje epigenetyczna, tj.
hipermetylacj¢ promotorowa. Potwierdzily to badania przeprowadzone w kilku typach nowotworow,
natomiast w raku ptuca wigkszo$¢ badan dotyczyla linii komorkowych [21-23]. Uzyskane wyniki byty
jednak zachecajace i sugerowaly role zaburzonej funkcji genu w karcynogenezie phuca.

W prezentowanym jako osiggnigcie naukowe badaniu potwierdziliSmy niski poziom ekspresji
genu FAM1074 w tkance guza pierwotnego NSCLC, niezaleznie od podtypu histopatologicznego czy
wielkosci guza (cecha T w klasyfikacji pTNM). Co wazne, zaobserwowaliS§my istotng roznicg w
poziomie ekspresji genu pomig¢dzy tkanka nowotworowa a tkankg niezmieniona makroskopowo.
Wyniki te potwierdzaja znaczenie zaburzonej ekspresji genu FAMI1074 w rozwoju raka ptuca.

Analizujac  poziom metylacji sekwencji promotorowej genu wykazaliSmy obecno$¢
zmetylowanych alleli tylko w 4 badanych probach (7%) NSCLC. Co ciekawe, po obliczeniu Indeksu
Metylacji (MI) okazalo si¢, ze we wszystkich tych przypadkach obydwa allele genu byty
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zmetylowane, tj. MI=1. W pozostalych jednak probach nie stwierdziliSmy obecnosci zmetylowanych
alleli (MI=0). Taki wynik moze oznacza¢, ze w przypadku badanego genu supresorowego FAM107A4
mechanizm epigenetyczny nie odgrywa znaczacej roli w wyciszeniu ekspresji genu. Nalezy jednak
podkresli¢ mozliwo$¢ zaangazowania w inaktywacje FAM107A innych procesow epigenetycznych, w
tym modyfikacje histonéw (np. obecnos¢ dwoch grup metylowych przy lizynie 9 histonu H3,
H3me2K9) 1 nastgpcza rearanzacj¢ chromatyny w kierunku heterochromatyny, uniemozliwiajgca

rozpoczecie transkrypcji czy regulacje transkrypcji z udzialem miRNA czy IncRNA.

Publikacja nr 3

Pastuszak-Lewandoska D, Kordiak J, Migdalska-Sek M, Czarnecka KH, Antczak A, Gorski P,
Nawrot E, Kiszatkiewicz JM, Domanska D, Brzezianska-Lasota E. Quantitative analysis of mRNA
expression levels and DNA methylation profiles of three neighboring genes: FUS1, NPRL2/G21 and
RASSF1A in non-small cell lung cancer patients. Respir Res. 2015;26;16:76. doi: 10.1186/s12931-
015-0230-6.

Nastgpna z przedstawionych jako osiggniecie naukowe prac jest jednym z nielicznych
opublikowanych badan, ktorych celem byto jednoczesne poréwnanie poziomu ekspres;ji kilku genow
supresorowych zlokalizowanych w regionie 3p w pierwotnym raku ptuca; podobnie, w nielicznych
tylko pracach badano poziom metylacji wiecej niz dwoch gendéw, o w/w lokalizacji chromosomowe;j.
W badaniu analizowali$my takze poziom ekspresji dwdch enzymow uczestniczacych w procesie
metylacji DNA: metylotransferazy DNA 1 (DNMT1) i metylotransferazy DNA 3B (DNMT3B).
Badanymi genami supresorowymi byty FUS1, NPRL2/G21 i RASSF1A z regionu LUCA (3p21.3).

Sposrod wybranych genow, gen RASSF1A (Ras association domain family member 1 isoform A)
0 potwierdzonej roli supresorowej, odpowiedzialny za regulacje cyklu komoérkowego oraz aktywacje
TP53 w odpowiedzi na uszkodzenie DNA, jest genem najczesciej badanym — na poziomie
genetycznym, epigenetycznym, funkcjonalnym — w wielu typach nowotworéw. Wigkszo$¢ tych badan
potwierdza utrat¢ ekspresji genu, a najczestszym mechanizmem odpowiedzialnym za wyciszenie genu
jest hipermetylacja promotorowa, rzadko natomiast wystepuja mutacje. Metaanaliza przeprowadzona
w 2013 roku potwierdzita istotny zwiazek pomigdzy metylacja RASSF1A a NSCLC [24], jednakze
wyniki dotyczace wykorzystania epigenetycznej inaktywacji genu RASSF1A jako markera
prognostycznego w NSCLC sg wciaz niejednoznaczne.

W prezentowanym badaniu wykazaliSmy, ze spos$réd badanych genow RASSF1A
charakteryzowat si¢ najnizszym poziomem ekspresji i najwyzszym stopniem metylacji. Jednoczesne
obnizenie ekspresji genu i obecno$¢ hipermetylacji promotorowej zaobserwowalismy w 71%
badanych préob NSCLC. To w sposob posredni potwierdza epigenetyczny mechanizm wyciszenia

ekspresji RASSF1A w raku ptuca.
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Réznice w poziomie ekspresji RASSF1A pomigdzy podtypami NSCLC (najnizszy poziom
ekspresji w SCC), jak rowniez pomiedzy guzem pierwotnym a otaczajaca go tkanka niezmieniong
makroskopowo byty statystycznie istotne. Analiza krzywej ROC dla genu RASSF1A — jako markera
roéznicujgcego tkanke nowotworowsg i tkanke niezmieniona makroskopowo — wykazata czulo$¢ na
poziomie 61%, swoisto$é: 73% 1 doktadnos¢: 67% (AUC=0,695). Wynik ten moze sugerowaé
mozliwos¢ wykorzystania ekspresji genu RASSF1A jako markera potencjalnie uzytecznego w
diagnostyce. Ponadto, istotnie nizszy poziom ekspresji RASSF1A stwierdziliSmy w guzach
zaklasyfikowanych pod wzgledem cechy T (wielko$¢ guza w klasyfikacji pTNM) jako T2 w
porownaniu do grupy T3/T4 — to moze potwierdza¢ znaczenie zaburzonej funkcji genu na wczesnych
etapach rozwoju raka pluca. Pod wzgledem poziomu metylacji promotorowej zaobserwowana czgstos¢
wystgpowania metylacji wynosita 76%, co plasuje si¢ blisko gornej granicy czestosci metylacji
RASSF1A opisywanej w pismiennictwie $wiatowym [25,26]. Oszacowany natomiast Indeks Metylacji
genu przekroczyt 50% (w zaleznos$ci od podtypu histopatologicznego), co wskazuje, ze ponad potowa
alleli badanego genu charakteryzowala si¢ hipermetylacja promotorowa. Ten wskaznik trudno nam
jednak byto poréwna¢ z wynikami innych badaczy z powodu braku tego typu analiz.

Kolejny z badanych genow, gen FUSL (fused in sarcoma), zostat zidentyfikowany jako gen
supresorowy zaangazowany w proces apoptozy, a caltkowita badz czgsciowa utratg ekspresji biatka
FUS1 — powigzang z gorszym rokowaniem — zaobserwowano w raku phuca [27]. Mato wiadomo na
temat mechanizméw zaangazowanych w regulacje ekspresji genu FUS1 w raku ptuca, brak jest
rowniez badan dotyczacych zmian epigenetycznych. Wyniki uzyskane w prezentowanej jako
osiggniecie naukowe pracy wskazaly statystycznie istotne réznice w poziomie ekspresji genu
pomiedzy poszczegdlnymi podtypami NSCLC, przy czym najnizszy poziom ekspresji dotyczyt
podgrupy SCC, co moze podkresla¢ role zaburzonej ekspresji genu w ptaskonabtonkowym raku ptuca.
Natomiast w podtypie NSCC istotne réznice stwierdzilismy pomiedzy II a III stadium rozwoju guza
(klasyfikacja AJCC), co z kolei sugeruje znaczenie zaburzonej funkcji genu na wczesnym etapie
karcynogenezy. Analiza metylacji promotorowej genu ujawnita czesto$¢ wystgpowania
zmetylowanych alleli w 58% préb NSCLC, natomiast poziom metylacji genu miescil si¢ w zakresie
10-22% w zaleznosci od podtypu histopatologicznego. Tym niemniej, to wtasnie w przypadku tego
genu, jako jedynego sposrod badanych, stwierdzilismy odwrotng korelacje pomigdzy poziomem
ekspresji genu a stopniem metylacji. Dodatkowo, istotnie wyzszy poziom metylacji genu w II stadium
rozwoju guza (grupa SCC) w poréwnaniu do stadium III podtrzymuje znaczenie wyciszenia FUS1A
na wczesnym etapie rozwoju raka ptuca.

Trzeci z badanych genow, NPRL2/G21 (nitrogen permease regulator-like 2 gene) jest genem
supresorowym zaangazowanym w napraw¢ DNA, kontrole cyklu komoérkowego i apoptoze. Wyniki
innych badaczy dotyczace poziomu ekspresji genu w raku ptuca sg rozbiezne [16,28], nie analizowano

roOwniez mechanizmu epigenetycznego odpowiedzialnego za mozliwg inaktywacje genu w raku
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pierwotnym pluca. W prezentowanym jako osiagnigcie naukowe badaniu nie stwierdziliSmy
obnizonego poziomu ekspresji NPRL2/G21; pomimo tego wystepowaly istotne roéznice pomiedzy
podtypami histopatologicznymi NSCLC, a najnizszy poziom ekspresji dotyczyl podgrupy SCC.
Poziom metylacji promotorowej NPRL2/G21, zaréwno pod wzgledem czestosci wystgpowania
zmetylowanych alleli, jak i stopnia metylacji genu, byt bardzo niski (5%).

Analizujac jednoczesne obnizenie poziomu ekspresji badanych gendéw, dodatnig korelacje
zaobserwowali§my w parach genow: RASSF1A i NPRL2/G21 oraz RASSF1A i FUS1. Natomiast
jednoczesne obnizenie poziomu ekspresji i metylacja regionu promotorowego TSG wystepowalo w:
71% préb NSCLC dla genu RASSF1A, 20% prob NSCLC dla genu FUSL 1 5% prob NSCLC dla genu
NPRL2/G21.

Badajac epigenetyczny mechanizm wyciszenia ekspresji TSG, jakim jest hipermetylacja
promotorowa, analizie poddaliSmy takze poziom ekspresji dwoch enzymoéw uczestniczacych w
procesie metylacji DNA: DNMTI i DNMT3B. Wysoki poziom ekspresji mRNA obydwoch enzymow
zaobserwowaliSmy w wigkszosci badanych prob (w 75% prob NSCLC dla DNMTI i w 92% dla
DNMT3B) oraz stwierdziliSmy dodatnig korelacj¢ pomiedzy nimi. Co wazne, réznice w poziomie
ekspresji obydwoch gendw pomiedzy grupa tkanek nowotworowych i niezmienionych makroskopowo
byty statystycznie istotne. Obserwacje wykazaly ponadto wyzszy poziom ekspresji DNMT3B w SCC
niz w NSCC, oraz u pacjentow w wieku < 60 lat; jak réwniez wyzszy poziom ekspresji DNMT1 w
grupie guzoéw o I/l stopniu rozwoju (klasyfikacja AJCC), co moze sugerowaé znaczenie procesu

metylacji — prowadzace do wyciszenia TSGs — na wczesnym etapie rozwoju raka ptuca.

Publikacja nr 4
Pastuszak-Lewandoska D, Kordiak J, Antczak A, Migdalska-Sek M, Czarnecka KH, Gorski P,
Nawrot E, Kiszatkiewicz JM, Domanska-Senderowska D, Brzezianska-Lasota E. Expression level and
methylation status of three tumor suppressor genes, DLEC1, ITGA9 and MLH1, in non-small cell lung
cancer. Med Oncol. 2016;33(7):75. doi: 10.1007/s12032-016-0791-3.

Celem nastepnej z prac prezentowanych jako osiagnigcie naukowe byta ocena poziomu ekspresji
1 stopnia metylacji trzech kolejnych genow supresorowych zlokalizowanych w regionie telomerowym
krétkiego ramienia chromosomu 3 (3p21T), nazwanym Alu-PCR clone 20 region (AP20). Podobnie
jak region centromerowy 3p (LUCA, lung cancer region), obejmujacy loci genow analizowanych w
publikacjach nr 1 i 3, region AP20 réwniez jest tzw. regionem krytycznym, w ktorym czgsto
obserwowane sa zdarzenia genetyczne i epigenetyczne w réznych typach nowotwordw, co sugeruje
obecno$¢ w tym regionie gendow supresorowych, peligcych istotng rol¢ w blokowaniu
karcynogenezy.

Genami wybranymi do analizy bylty: DLECI (deleted in lung and oesophageal cancer 1), ITGA9
(integrin, alpha 9) 1 MLHI (mutL homolog I). Sa to geny o uznanej roli supresorowej, hamujace
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wzrost guza oraz przerzutowanie (DLECI), kontrolujace proliferacje i réznicowanie komorkowe
(ITGAY) czy uczestniczace w systemie naprawy DNA (MLH]I). Jednak opublikowane wyniki badan
dotyczacych poziomu ekspresji tych genow w raku pluca sg rozbiezne, a podloze molekularne
odpowiedzialne za obnizenie ich ekspresji pozostaje niewyjasnione. I cho¢ modyfikacje epigenetyczne
sa opisywane jako mechanizm wyciszajacy ich ekspresje, obserwowany poziom metylacji genoéw jest
r6zny, np. w przypadku DLECI od 27% do 56% [29,30], a MLH1 od 0% do 70% [31,32].

Wyniki uzyskane w naszym badaniu potwierdzity obnizony poziom ekspresji badanych genow,
zwlaszcza DLECI i ITGA9 — co zaobserwowalismy, odpowiednio, w 78% i 71% prob NSCLC.
Obnizong ekspresj¢ MLHI stwierdziliSmy jedynie w < 20% przypadkdéw. Natomiast, zarowno gen
ITGAY jak 1 MLHI wykazaly istotnie nizszy poziom ekspresji w SCC w poroéwnaniu do NSCC. Co
wazne, geny DLECI i ITGA9 mialy istotnie nizszy poziom ekspresji w tkance guza w poréwnaniu do
tkanki otaczajacej zmiane pierwotng, niezmieniong makroskopowo. Jednoczesne obnizenie poziomu
ekspresji DLECI i ITGA9 zaobserwowali§my w ponad 50% NSCLC i w niemal 77% SCC. To moze
sugerowac¢ mozliwo$¢ wiaczenia obydwoch gendéw do panelu gendéw o znaczeniu diagnostycznym czy
roéznicujacym podtypy histopatologiczne NSCLC.

Pod wzgledem czesto$ci metylacji, zaobserwowane przez nasz Zespot wartosci przekraczaty te
opisywane w pis$miennictwie: czgstos¢ metylacji badanych genow wynosita 57-84%, przy czym gorna
warto$¢ osiagnety geny DLECI i MLH]I. Jednoczesng metylacje wszystkich genow stwierdziliSmy w
ponad 50% prob NSCLC. Obliczony stopien metylacji badanych gendow (% zmetylowanych alleli,
warto$¢ wskaznika MI) wyniost 26% w przypadku DLECI, 34% dla ITGA9 1 27% dla MLH].

Jednoczesne obnizenie ekspresji genu DLECI i obecno$¢ metylacji promotorowej genu
zobserwowali$§my w 63% prob NSCLC, w przypadku genu ITGA9 — w 40% NSCLC, a MLHI —w 6%
NSCLC.

Dodatkowo, uzyskane wyniki wykazaty istotnie wyzszy stopien metylacji DLEC1 w grupie
guzéw zaklasyfikowanych pod wzgledem wielkosci jako T2 w grupie SCC oraz w przypadku guzow
w | stadium rozwoju w grupie NSCC. Taka zalezno$¢ moze wskazywac na znaczenie modyfikacji
epigenetycznej genu DLEC1 w inicjacji procesu nowotworowego w plucu. Wydaje si¢, ze pod
wzgledem metylacji, gen DLEC1 mogltby zosta¢ uznany za marker o znaczeniu diagnostycznym i
prognostycznym w NSCLC.

Podobne znaczenie mozna przypisa¢ genowi ITGA9, w przypadku ktérego niskiemu poziomowi
ekspresji towarzyszyl stosunkowo wysoki poziom metylacji (25-37%, w zalezno$ci od podtypu
NSCLC), a jednoczesne obnizenie poziomu ekspresji i metylacja sekwencji promotorowej genu —
wskazujace na epigenetyczny mechanizm wyciszenia ITGA9 — zaobserwowalismy w ponad 50% prob
SCC.

W przypadku trzeciego badanego genu, MLH1, ktoéry odgrywa wazng role w utrzymaniu

stabilno$ci genomu, wyniki badania przedstawianego jako osiggniecie naukowe wskazujg na istotnie
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wyzszy poziom metylacji w SSC o stopniu rozwoju I/Il, co sugeruje znaczenie modyfikacji
epigenetycznych genu MLH1 na wczesnych etapach karcynogenezy w ptlucu. Ciekawg obserwacja
dotyczaca tego genu jest niewielki odsetek prob NSCLC, w ktérych poziom ekspresji genu byt
obnizony co najmniej dwukrotnie w poréwnaniu do kalibratora (3-6%, w zalezno$ci od podtypu
histopatologicznego). Tylko badania przeprowadzone w populacji chinskiej [31] wykazaty jednakowo
wysoka metylacje genu i wyciszenie jego ekspresji. Inne badania nie potwierdzily obnizenia ekspresji
MLH1, pomimo znaczacej (72%) badz umiarkowanej (35%) metylacji sekwencji promotorowej, co
moze sugerowac, ze ten typ modyfikacji epigenetycznej nie powoduje wyciszenia genu w raku pluca

badz tez inne zmiany genetyczne poprzedzaja zaburzenie ekspresji genu.

Publikacja nr 6

A.Dutkowska, A.Antczak, D.Pastuszak-Lewandoska, M.Migdalska-Sek, K.H.Czarnecka, P.Gérski,
JKordiak, E.Nawrot, and E.Brzezianska-Lasota. RARfS Promoter Methylation as an Epigenetic
Mechanism of Gene Silencing in Non-small Cell Lung Cancer. Adv Exp Med Biol. 2016;878:29-38.

Gen RARp (retinoic acid receptor beta) to kolejny gen supresorowy zlokalizowany na krotkim
ramieniu chromosomu 3 (3p24.2), odpowiedzialny za wzrost i réznicowanie komorek nabtonkowych,
ktérego obnizong ekspresj¢ stwierdzono w wielu typach nowotwordéw, w tym w raku ptuca, jak
rébwniez zaobserwowano metylacj¢ promotorowg jako mechanizm odpowiedzialny za wyciszenie
genu.

Gen RARp zostal wybrany do badania ze wzgledu, z jednej strony, na potwierdzone znaczenie
zaburzonej ekspresji i metylacji w nowotworzeniu, z drugiej strony — na brak podobnych analiz
uwzgledniajacych mechanizmy epigenetyczne w populacji polskich pacjentow z NSCLC. Wyniki
pracy prezentowanej jako osiggniecie naukowe, potwierdzaja obnizong ekspresje genu w tkance guza,
w 38-80% prob NSCLC, w zaleznosci od podtypu histopatologicznego. Réznice pomigdzy grupami
SCC i NSCC byly istotne statystycznie, przy czym nizszy poziom ekspresji stwierdzilismy w NSCC.
Dodatkowo, w grupie NSCC zaobserwowalismy korelacje z paleniem papieroséw: istotnie nizszy
poziom ekspresji genu odnotowano w grupie pacjentow zakwalifikowanych do grupy < 40 paczkolat.
Moze to potwierdzaé wplyw palenia (ilo$¢ wypalanych papieroséw, czas palenia) na zwigkszone
ryzyko rozwoju raka pluca.

Analiza metylacji RARf na podstawie wskaznika metylacji (MI) wskazala na obecno$¢ co
najmniej jednego zmetylowanego allelu genu w 85% prob NSCLC, natomiast obydwa zmetylowane
allele (MI=1, 100% metylacji genu) odnotowalismy w 19% prob. Nalezy zwroci¢ uwage, ze w
pracach innych badaczy brak jest skalkulowanego wskaznika metylacji, a wykorzystanie tylko metody
MSP pozwala na zaobserwowanie czgstosci metylacji, ktora w przypadku genu RARf opisywana jest
na poziomie 30-80% [33,34]. W prezentowanej jako osiggniecie pracy, czesto$¢ metylacji RARfS
wyniosta 65%.
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Pod wzgledem znaczenia metylacji genu RARp jako wskaznika o znaczeniu diagnostycznym lub
prognostycznym, doniesienia innych badaczy sa rozne: czgs¢ z nich wskazuje na zalezno$c pomiedzy
poziomem metylacji genu a stopniem rozwoju guza, inni nie znajdujg takich korelacji. W
prezentowanej pracy, w grupie SCC zaobserwowalismy istotnie wyzszy poziom metylacji genu w
grupie T1, co moze wskazywaé na znaczenie modyfikacji epigenetycznych genu RARS na wczesnym
etapie rozwoju raka ptuca.

Natomiast brak korelacji pomigdzy poziomem ekspresji a metylacji sugeruje znaczenie innych
zdarzen genetycznych (LOH/MSI, SNP) badZ epigenetycznych (modyfikacje histonow, aktywnosé
miRNA) odpowiedzialnych za obnizenie ekspresji badanego genu w NSCLC.

Publikacja nr 7

Czarnecka KH, Migdalska-Sek M, Domanska D, Pastuszak-Lewandoska D, Dutkowska A, Kordiak
J, Nawrot E, Kiszalkiewicz J, Antczak A, Brzezianska-Lasota E. FHIT promoter methylation status,
low protein and high MRNA levels in patients with non-small cell lung cancer.

Gen FHIT (member of the histidine triad gene family) zlokalizowany w 3p14.2, indukuje
apoptoze i hamuje przerzutowanie komorek guza, reguluje aktywno$¢ kinazy serynowo-treoninowej
Akt w szlaku PI3K; biatko FHIT uczestniczy w odpowiedzi na uszkodzenia DNA, hamuje szlak
sygnalowy Wnt.

Zaburzong ekspresje genu FHIT odnotowano w kilku typach nowotworow. Wyniki badan w raku
pluca sg rozbiezne: obserwowany byt zwigzek braku ekspresji genu zaréwno z agresywnoscia guza
poprzez pobudzenie tranzycji nabtonkowo-mezenchymalnej (EMT, epithelial mesenchymal
transition), jak i ze zmianami przednowotworowymi w oskrzelach. Nieroztrzygniety jest roéwniez
mechanizm wyciszenia genu: badacze wskazujg na LOH badz hipermetylacje [35,36].

Wyniki analizy metylacji w pracy prezentowanej jako osiggnigcie naukowe wskazuja na
obecnos$¢ zmetylowanych alleli genu FHIT zarowno w tkance guza (83% NSCLC), jak i w tkance
otaczajacej zmian¢ pierwotng (68% prob). Ale tylko w przypadku podtypu AC réznica w czgstosci
metylacji genu pomigdzy tkanka nowotworowa a niezmieniong makroskopowo byla istotna
statystycznie. Stopien metylacji genu, obliczony jako MI, byt na umiarkowanym poziomie od 31% do
43%, w zaleznosci od podtypu histopatologicznego NSCLC. Ciekawa obserwacjg byt zréznicowany
poziom metylacji w probach NSCLC sklasyfikowanych zgodnie z cecha N (stopien zajgcia weztow
chtonnych). Wartos¢ MI w grupie NO wyniosta 53%, w N1 - 27%, w N2 - 22%. Co wazne, rdznice
pomiedzy grupa NO i pozostatymi grupami bytly istotne statystycznie. Takie wyniki moga wskazywaé
na udziat epigenetycznych modyfikacji genu FHIT na wczesnym etapie rozwoju raka pluca oraz
mozliwo$¢ uznania genu jako markera o znaczeniu prognostycznym W NSCLC.

Umiarkowany stopien metylacji genu nie osiggnat przetozenia na poziom jego ekspresji. Nalezy

podkresli¢ brak wczesniejszych badan korelujacych poziom ekspresji genu ze stopniem metylacji
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promotorowej zarowno w guzie, jak i w tkance otaczajacej zmiane¢ pierwotna. W prezentowanej pracy,
najnizsza ekspresje zaobserwowalismy w grupie SCC, cho¢ jej poziom przekraczat warto$¢ ekspresji
kalibratora. To moze sugerowa¢ aktywacje genu FHIT w odpowiedzi na kumulacje zmian
genetycznych w trakcie karcynogenezy w ptucu [37].

Zwigkszona ekspresja genu FHIT na poziomie mRNA mogtaby sugerowac¢ zwickszony poziom
produktu genu, tj. biatka FHIT. Jednak analiza ilosci biatka, z zastosowaniem metody ELISA,
ujawnita obnizenie immunoekspresji. Obnizony poziom biatka Stwierdzilismy w 71% préb NSCLC
(zakres 60-88 %, w zaleznoS$ci od typu histopatologicznego, z najnizszg $rednig warto$cig w podtypie
AC, ale bez istotnosci statystycznej). Mozliwym mechanizmem lezacym u podstaw obnizonego
poziomu biatka FHIT moze by¢ regulacja z udziatem miRNA, ktore blokujg proces translacji badz
degraduja mRNA.

WNIOSKI na podstawie analizy poziomu ekspresji i stopnia metylacji wybranych genow
supresorowych w NSCLC (5 publikacji):

Wyniki przeprowadzonych badan poszerzyly wiedze na temat molekularnego podtoza
niedrobnokomorkowego raka ptuca, taczac analize poziomu ekspresji gendw supresorowych z
okresleniem stopnia metylacji regionow promotorowych badanych genow. Wybrane geny — z
wyjatkiem RASSF1A — jak dotad nie byly analizowane u polskich pacjentow ze zdiagnozowanym
niedrobnokomorkowym rakiem ptuca. Przeprowadzona analiza pozwolita wytoni¢ geny: (1) petnigce
wazna rolg w rozwoju NSCLC, zwlaszcza na wczesnym etapie karcynogenezy, (2) geny o oznaczeniu
diagnostycznym 1 roéznicujacym podtypy NSCLC, (3) geny mogace stuzy¢ jako markery
epigenetyczne. Badania tego typu, kontynuowane w przyszto$ci mogg si¢ przyczyni¢ do opracowania
panelu markeréw uzytecznych klinicznie, wspomoc diagnostyke raka ptuca czy stanowi¢ podstawe do
opracowania nowych metod terapeutycznych opartych na mechanizmach epigenetycznych
(przeciwnowotworowe leki epigenetyczne).

Za najwazniejsze osiagniecia z tego zakresu uwazam:

1) Udokumentowanie znaczenia badanych genoéw supresorowych — na podstawie obnizonego
poziomu ich ekspresji w duzym odsetku badanych prob NSCLC — a zwlaszcza DLEC1, ITGA9 i
RASSF1A (z regionu 3p21.3) oraz FAM107A (3p21.1), w rozwoju niedrobnokomoérkowego raka ptuca.
Ponadto, zaobserwowana dodatnia korelacja pomigdzy genami ITGA9 (locus w AP20) i RASSF1A
(locus w LUCA) podkresla rolg genow z réznych subregionéw chromosomu 3p. Dodatkowo,
znaczenie genéw DLEC1, ITGA9, RASSF1A i FAM107A zostalo wzmocnione przez fakt
zaobserwowania statystycznie istotnych roznic w poziomie ekspresji tych gendéw w tkance
nowotworowej w porownaniu do tkanki niezmienionej makroskopowo, otaczajacej zmiang pierwotna.
To moze sugerowaé potencjalne znaczenie diagnostyczne wymienionych genow w rozpoznawaniu

raka ptuca in situ.
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2) Mozliwoé¢ uznania roli badanych gendéw supresorowych — na podstawie réznic w poziomie
ich ekspresji — w rdéznicowaniu podtypow histopatologicznych NSCLC, co moze wspomoc
diagnostyke roznicowa niedrobnokomorkowego raka ptuca. Geny: ITGA9, RASSF1A, FUS1, FHIT,
MLH1 i RARS mozna uzna¢ za markery réznicujace podtypy SCC i NSCC, a gen NPRL2/G21 moze
by¢ uznany za marker réznicujacy podtypy SCC i AC. Wszystkie wymienione geny, procz genu
RARp, wykazaly istotnie nizszy poziom ekspresji w podtypie SCC.

3) Potwierdzenie udzialu — na podstawie wysokiego poziomu hipermetylacji regionéw
promotorowych genéow RASSF1A, RARp, ITGA9, MLH1, DLEC1 i FUS1 — epigenetycznego
mechanizmu regulujacego poziom ich ekspresji, zwlaszcza w przypadku genow DLEC1, ITGA9 i
RASSF1A, ktore byly najsilniej wyciszone. Natomiast w przypadku genu FHIT metylacja
promotorowa nie wydaje si¢ by¢ wystarczajacym mechanizmem, ktéry prowadzi do wyciszenia
ekspresji genu, a niski poziom biatka FHIT — przy wysokim poziomie mRNA genu — moze sugerowaé
udzial innych, potranslacyjnych mechanizmoéw epigenetycznych, takich jak aktywnos¢ miRNA czy
modyfikacje histonow. Podobnie, niski poziom metylacji promotorowej w przypadku genow:
FAM107A, NPRL2/G21 i RARfS wskazuje na udzial innego niz epigenetyczny mechanizmu
regulujacego poziom ich ekspres;ji.

4) Mozliwos¢ uznania genéw DLEC1, ITGA9 i MLH1 — na podstawie obserwacji jednoczesnej
metylacji promotorowej tych genéw w ponad 50% prob NSCLC — jako genow kandydujacych do
panelu markeréw epigenetycznych. To z kolei moze sugerowaé ich znaczenie w przysztosci jako
genow docelowych dla lekow epigenetycznych.

5) Potwierdzenie wysokiego poziomu ekspresji (na poziomie mRNA) metylotransferaz DNA
jako enzymow uczestniczgcych w procesie metylacji i stwierdzenie mozliwosci ich znaczenia — na
podstawie statystycznie istotnych réznice zaobserwowanych pomig¢dzy tkanka NSCLC a tkanka
niezmieniong makroskopowo — jako epigenetycznych markeréw o znaczeniu diagnostycznym.

6) Mozliwos¢ uznania genu FHIT — na podstawie zréznicowanego poziomu metylacji pomiedzy
pacjentami z/bez naciekania weztow chtonnych — jako markera prognostycznego w NSCLC.

7) Potwierdzenie znaczenia zaburzonej funkcji genéw: RASSF1A, DLEC1, RARS i FUSL — na
podstawie stwierdzonych korelacji pomiedzy poziomem ich ekspresji badz metylacji a stopniem
rozwoju guza wg Klasyfikacji pTNM Ilub AJCC - w poczatkowych stadiach rozwoju

niedrobnokomorkowego raka ptuca.

2.2. Niestabilno$¢ mikrosatelitarna typu LOH/MSI jako potencjalny biomarker NSCLC
Niestabilno§¢ mikrosatelitarna (MSI) definiowana jest jako wystepowanie allela o nowej dtugosci
(wyrazanej w pz) na skutek zwigkszenia lub zmniejszenia W wyniku mutacji (insercja badz delecja)

liczby powtorzen nukleotydowych w sekwencjach mikrosatelitarnych. Zjawisko MSI, wykrywane
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tylko wowczas, gdy wystepuje jednoczesnie w wielu komdrkach, moze by¢ traktowane jako wskaznik
klonalnej ekspansji komorek, typowej dla procesu karcynogenezy.

Jak dotad, badania dotyczace czgstosci wystegpowania MSI i jej znaczenia prognostycznego
jednoznaczne wyniki przyniosty jedynie w przypadku raka jelita grubego. W innych typach
nowotworow u ludzi wyniki badan sg kontrowersyjne, rowniez w przypadku raka ptuca, gdzie
opisywana czestos¢ MSI wynosi od 0 do 76% [38], brak jest rowniez jednoznacznej oceny wartosci
prognostycznej tych zmian molekularnych w NSCLC.

Kolejne zaburzenie genetyczne, jakim jest utrata heterozygotycznosci (LOH, loss of
heterozygosity) wiaze si¢ z utratg w komorkach guza jednego z alleli genu. LOH moze oznacza
delecje catego chromosomu, jego znacznej czgséci lub mikrodelecje. Poniewaz delecja nukleotydowej
sekwencji DNA czesto obejmuje locus okreslonego genu, jej funkcjonalng konsekwencja jest utrata
funkcji genéw supresorowych i/lub mutatorowych.

Wyniki badan nad LOH w komorkach nowotworowych majg podwojna warto$¢. Wytypowanie
specyficznych regionow chromosomowych ulegajacych czestej delecji w danym typie nowotworu
pozwala pozycjonowa¢ TSG w chromosomach, jak réwniez okresli¢ ich role w nowotworzeniu,
czesto nawet jeszcze przed ich precyzyjna identyfikacja. Pod wzgledem praktycznym, informacje
zwigzane z mechanizmem utraty materialu genetycznego w komoérce nowotworowej moga staé si¢
podstawa do opracowania markeréw o wartosci diagnostycznej i/lub predykcyjne;j.

W przypadku NSCLC LOH jest czgstym zdarzeniem w rozleglym regionie krotkiego ramienia
chromosomu 3: 3pl4-p23 [16]. Obserwowany odsetek LOH w podtypach histopatologicznych
NSCLC jest wysoki, wynosi 90% w SCC i 67% w AC [39].

W kolejnych dwoch pracach (publikacje nr 8 i 9) przedstawianych jako osiggniecie,
analizowanym mechanizmem molekularnym uczestniczacym w procesie karcynogenezy i
prowadzagcym do utraty ekspresji genow supresorowych byla niestabilno$¢ genetyczna typu

LOH/MSI. Lacznie analizie poddano 20 markeréw mikrosatelitarnych z 7 r6znych chromosomow.

Publikacja nr 8

Antczak A, Migdalska-Sek M, Pastuszak-Lewandoska D, Czarnecka K, Nawrot E, Domanska D,
Kordiak J, Gorski P, Brzezianska E. Significant frequency of allelic imbalance in 3p region covering
RARS and MLHL1 loci seems to be essential in molecular non-small cell lung cancer diagnosis. Med
Oncol. 2013;30(2):532. doi: 10.1007/s12032-013-0532-9.

Publikacja nr 9

Czarnecka KH, Migdalska-S¢k M, Antczak A, Pastuszak-Lewandoska D, Kordiak J, Nawrot E,
Domanska D, Kaleta D, Gorski P, Brzezianska EB. Allelic imbalance in 1p, 7q, 9p, 11p, 12q and 16q
regions in non-small cell lung carcinoma and its clinical association: a pilot study. Mol Biol Rep.
2013;40(12):6671-84. doi: 10.1007/s11033-013-2782-1.

20



Zalacznik nr 2 AUTOREFERAT — Dorota Pastuszak-Lewandoska

Analiza LOH/MSI w 3p (publikacja nr 8) obejmowata regiony: 3p14.2, 3p21.3, 3p22.2, 3p24.2 i
3p25.3, w ktorych znajdujg si¢ loci nastepujacych gendéw supresorowych: FHIT, RASSF1A, MLH1,
RARB, VHL. Zmiany typu LOH/MSI udokumentowalismy dla wszystkich analizowanych markeréw
(n=7), a czgsto$¢ wystgpowania tych zmian wynosita od 24% do 42%, w zalezno$ci od markera.
Najczestszg niestabilno$¢ genetyczna zaobserwowaliSmy w regionach 3p24.2 i 3p22.2, w ktorych
znajduja si¢ loci genow RARS (42%) i MLH1 (40%), natomiast najnizsza (24%) - w regionie 3p21.3
(locus RASSF1A).

Wysoka czestos¢ LOH/MSI w locus RARS potwierdzaja wyniki uzyskane przez innych badaczy
[40]. Podobnie w przypadku genu MLH1 czgsta niestabilno$¢ mikrosatelitarng, na poziomie 38-68%,
odnotowuja inni badacze [41]. Geng i wsp. [31] wykazali, ze drugim zdarzeniem inaktywujacym ten
gen jest metylacja sekwencji promotorowej — jednoczesng obecno$¢ LOH i hipermetylacji
promotorowej zaobserwowali w 75% przypadkow NSCLC. Wysoki poziom metylacji genu zostat
opisany takze przeze mnie w publikacji nr 4.

Niska czestos¢ LOH/MSI w locus RASSF1A natomiast moze wskazywa¢ na dominujacg role
innych mechanizméow uczestniczacych w thumieniu ekspresji tego genu supresorowego, w tym takze
rol¢ hipermetylacji promotorowej, na co wskazuja wyniki innych badaczy [42], jak i te prezentowane
w publikacji nr 3.

Ponadto, w przedstawianym jako osiaggni¢cie naukowe badaniu, statystycznie istotne korelacje
zaobserwowali$my pomiedzy: (1) LOH/MSI w loci genow RARB i MLH1 a piciag mgska i wiekiem
pacjentéw powyzej 60 lat; (2) LOH/MSI w loci genéw FHIT i MLH1 a paleniem papieroséw przez
pacjentéw (czas palenia >40 lat i ilos¢ wypalanych papieroséw >40 paczkolat); (3) LOH/MSI w loci
gené6w FHIT, RARS i MLH1 a wielkos$cig i stadium rozwoju guza: w przypadku FHIT wicksza
czesto§¢ LOH/MSI stwierdzilismy w matych guzach (pT1), RARS - w guzach w stadium rozwoju IA,
a w przypadku MLH1 — w stadium IIA/B; (4) pomiedzy podtypami histopatologicznymi NSCLC w
przypadku genu MLH1, ktory charakteryzowat si¢ wigkszg czgstoscia LOH/MSI w SCC w
poréwnaniu do NSCC.

Badania przeprowadzone przez nasz Zesp6t u pacjentow z rakiem ptuca zostaty rozszerzone o
markery mikrosatelitarne spoza regionu 3p, tj. z regiondw: 1p31.2, 7932.2, 9p21.3, 11p15.5, 12923.2 i
16922, w obrebie ktorych mieszcza si¢ loci wielu onkogenow i genow supresorowych, w tym: ARHI,
MEST, pl6INK4A, KCNQ1, SLC5A8, CDH1, CDH3 (publikacja nr 9). W opublikowanym
pisSmiennictwie naukowym dostepne sa tylko dwie prace, w ktorych analizowano regiony 12023.2,
16911-921 i 16923-qgter (loci genow: SLC5A8, CDH1 i CDH3) w linii komdrkowej raka ptuca i tylko
w niewielkiej grupie rakow pierwotnych [43,44].

W prezentowanym jako osiggnigcie naukowe badaniu, obecnos¢ LOH/MSI stwierdzilismy dla
wszystkich analizowanych markeréw (n=13) opisanych w publikacji nr 9. W zalezno$ci od markera,

czestos¢ LOH/MSI wynosita 10-36%. Najwyzszg istotng statystycznie czestos¢ LOH/MSI
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zaobserwowali§my w regionie 11pl15.5, w ktorym zlokalizowany jest gen KCNQ1. Ten wynik
potwierdza obserwacje innych autoréw [44]. Znaczenie zmian zwigzanych z utratg alleli w
chromosomie 11 wigze si¢ z brakiem genow regulujacych proliferacje komorkowa i nabyciem przez
komorki przewagi wzrostowej. Zaobserwowany statystycznie istotny wzrost czgstosci LOH/MSI w
regionie 11pl15.5 w grupie guzow w stadium rozwoju Il (wedlug klasyfikacji AJCC) moze
wskazywac na prognostyczne znaczenie markeréw zlokalizowanych w tym regionie.

Wyniki prezentowanego jako osiagnigcie naukowe badania wskazuja rowniez na czeste
wystgpowanie zmian typu LOH/MSI w regionie 9p21.3, w ktorym zlokalizowany jest gen p16INK4A.
Roéwniez inni badacze potwierdzaja czeste wystepowanie LOH w tym regionie, sugerujac nawet, ze
jest to najczestsza zmiana genetyczna w NSCLC [45].

Trzecim pod wzgledem czgstosci wystepowania LOH/MSI regionem w prezentowanym badaniu
jest 1p31.2, w ktorym znajduje si¢ locus genu ARHI. Jednak zaobserwowana przez nas czesto$é
LOH/MSI (17%) jest nizsza niz opisywana przez innych badaczy [46], cho¢ brak jest nowszych
analiz. R6znice moga wiazac¢ si¢ z zastosowana metoda, wybranymi markerami, grupa populacyjna.

Region 16g22.1 obejmuje loci E-kadheryn (CDH1, CDH3) — niestabilno$¢ genetyczna w tym
regionie nie byla jak dotad badana w raku ptuca, cho¢ w przypadku innych nowotwordéw (np. piersi,
tarczycy) jest czesto obserwowana [47,48]. E-kadheryny odgrywaja kluczows rolg¢ w adhezji komoérek
nabtonkowych i moga mie¢ znaczenie w transformacji komorkowe;.

Niska czestos¢ LOH/MSI w 12g23.2 (locus SLC5A8) i 7932.2 (locus MEST) moze $wiadczy¢ o
innych mechanizmach molekularnych zaangazowanych w wyciszenie tych TSG.

Zastosowana przez nasz Zespot ocena czestosci LOH/MSI na podstawie oszacowania indeksu
FAL (Fractional Allele Loss) ma szczegélne i nowatorskie znaczenie. Zwlaszcza, ze wigkszos¢
publikowanych badan ocenia zwykle LOH/MSI w pojedynczym locus. Indeks FAL odzwierciedla
natomiast catkowity poziom niestabilnosci genetycznej w badanych loci dla analizowanego DNA i
podkresla role wspotwystepowania LOH/MSI w rdéznych regionach chromosomowych jako
zaburzenia molekularnego indukujacego niestabilnos¢ genetyczng w komodrkach nowotworowych.
Obliczanie wskaznika FAL jest cenne z punktu widzenia oceny korelacji pomi¢dzy obecnymi w
komorkach nowotworowych zmianami genetycznymi typu LOH/MSI a histopatologiczng
charakterystyka danego nowotworu. Ponadto, jest to bardziej miarodajny wskaznik korelacji
LOH/MSI z parametrami klinicznymi niz ocena LOH/MSI w pojedynczym locus. W prezentowanym
badaniu wzrost wskaznika FAL istotnie korelowat z ilo§cig papierosow (paczkolata) wypalanych przez
pacjentow. Tak wiec palenie papierosow wydaje si¢ mie¢ wplyw na czgsto§¢ wystgpowania
niestabilnosci genetycznej typu LOH/MSI. Jest to zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych
badaczy [49].

22



Zalacznik nr 2 AUTOREFERAT — Dorota Pastuszak-Lewandoska

WNIOSKI

Badania zmian genetycznych typu LOH/MSI maja duza warto$¢ pod wzgledem identyfikacji
potencjalnie waznych dla karcynogenezy regioné6w chromosomowych/loci TSGs, ktére moga posiadac
znaczenie diagnostyczne i/lub prognostyczne. Oszacowana wysoka czestos¢ LOH/MSI w okreslonych
loci TSG oraz korelacja z cechami kliniczno-patologicznymi NSCLC moze wskazywaé na
uzytecznos¢ tych zmian genetycznych jako markera molekularnego w raku ptuca.

Za najwazniejsze osiggniecia z tego zakresu uwazam:

1) Udokumentowanie znaczenia zmian genetycznych typu LOH/MSI w 3p w rozwoju NSCLC,
zwlaszcza podtypu SCC, gdzie na uwage zastuguje rola niestabilno$ci mikrosatelitarnej genu MLH1.
Znaczacy wzrost czestosci LOH/MSI w loci genéw: FHIT, MLH1 i RARfS podkre§la znaczenie
badanych genow supresorowych i genetycznego mechanizmu ich wyciszenia.

2) Potwierdzenie roli utraty materiatu genetycznego w loci genow hMLH1 i KCNQL na p6Zznym
etapie karcynogenezy — na podstawie korelacji pomigdzy LOH w loci gendéw a zaawansowanym
stadium rozwoju guza (Il A/B) — i mozliwos¢ prognostycznego wykorzystania markerow
analizowanych w badaniu (D3S1611, D11S4088, D11S1318).

3) Potwierdzenie roli utraty materiatu genetycznego w loci genow FHIT i RARS w inicjacji
NSCLC — na podstawie czestego wystepowania LOH w loci tych genow w guzach sklasyfikowanych
jako pT1i I stadium rozwoju, odpowiednio.

4) Potwierdzenie roli — na podstawie zwiekszonej czestosci wystgpowania LOH/MSI w loci
FHIT i MLH1 skorelowanej z paleniem papieroséw — dymu papierosowego w indukcji zmian
genetycznych zwigzanych z rozwojem niedrobnokomoérkowego raka ptuca, zwlaszcza podtypu SCC.

5) Udokumentowanie uzytecznosci obliczania wskaznika FAL, jako uniwersalnego markera
korelujacego z czynnikami istotnymi w rozwoju NSCLC, jakim w przypadku przedstawianego

badania byto palenie papierosow.

2.3. Zaburzenia ekspresji miRNA jako potencjalnych biomarkeréw NSCLC

MiRNA to mate, endogenne i niekodujace czasteczki RNA, biorace udzial w potranskrypcyjne;j
regulacji genoéw i kontroli wielu procesow komorkowych. MiRNA poprzez wplyw na geny
odpowiedzialne za procesy apoptozy, wzrost guza, progresj¢, przerzutowanie, uczestnicza w procesie
nowotworzenia.

U pacjentow z NSCLC wykazano odmienne wzory ekspresji miRNA w zalezno$ci od badanego
materiatu biologicznego (surowica krwi, tkanka ptucna), jak réwniez od podtypu histopatologicznego
(SCC, AC).

Jednak jak dotad nie ma licznych i jednoznacznych prac dotyczacych znaczenia diagnostycznego
lub/i prognostycznego miRNA w raku ptuca. Potrzebne sg dalsze badania nad korelacja okreslonego

wzoru ekspresji r6znych miRNA z cechami klinicznymi, podtypem histopatologicznym i rokowaniem
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pacjentéw z niedrobnokomodrkowym rakiem ptuca. Nadal trwajg badania nad specyficznym profilem
miRNA, ktéry moglby by¢ dobrym testem diagnostycznym, prognostycznym lub predykcyjnym w

raku ptuca.

Publikacja nr 2

Pastuszak-Lewandoska D, Kordiak J, Czarnecka KH, Migdalska-S¢k M, Nawrot E, Domanska-
Senderowska D, Kiszatkiewicz JM, Antczak A, Gorski P, Brzezianska-Lasota E. Expression analysis
of 3 miRNAs, miR-26a, miR-29b and miR-519d, in relation to MMP-2 expression level in non-
small cell lung cancer patients - a pilot study.

Ta praca prezentowana jako osiggniecie naukowe dotyczy kolejnego mechanizmu
epigenetycznego zwigzanego z regulacja ekspresji genow. Analizie poddano poziom ekspresji trzech
miRNA: miR-26a, miR-29b i miR-519d oraz docelowego dla nich genu, kodujacego metaloproteinazg
macierzy zewnatrzkomorkowej 2 (MMP-2). MMP2 nalezy do grupy zelatynaz, jest enzymem
proteolitycznym, ktérego aktywno$¢ w okolicach pierwotnych guzéw nowotworowych prowadzi do
powstawania przerzutow w wyniku niszczenia kolagenu IV budujacego btone podstawna. Ze wzgledu
na swoja role w procesie karcynogenezy (wzrost i migracja komodrek nowotworowych, inwazja i
przerzutowanie) MMP-2 uwazany jest za jeden z najwazniejszych potencjalnych celow w terapii
przeciwnowotworowe;j.

Metaloproteinazy odgrywaja wazng role wiasciwie we wszystkich najwazniejszych etapach
rozwoju nowotworu: inwazyjnosci i migracji komérek nowotworowych, ucieczce przed apoptozg i
nadzorem uktadu odpornosciowego, powstawaniu przerzutdw i w rozwoju naczyn krwiono$nych.
Wyniki wielu prac wskazuja na zwigkszong ekspresje roznych MMP w NSCLC, ale poziom ekspresji
MMP-2 byt badany tylko na poziomie biatka, nie mRNA [50]. W prezentowanej jako osiagnigcie
naukowe pracy potwierdzilismy nadekspresj¢ MMP-2 — badajac ja na poziomie mRNA — u pacjentow
z NSCLC: w ponad 80% badanych prob poziom ekspresji genu byt zwigkszony, przy czym w niemal
80% tych prob poziom ekspresji byt zwigkszony co najmniej dwukrotnie. Réznice pomiedzy
podtypami histopatologicznymi byty istotne statystycznie: ekspresja genu w grupie SCC byla
ZNnaczaco wyzsza.

Wybrany do badan miR-26a petni funkcje antyonkogenna — nadekspresja miR-26a w linii
komorkowej raka ptuca hamuje proliferacj¢ komorkowa, blokuje cykl komorkowy w fazie G1/S,
indukuje apoptoze oraz hamuje inwazyjnos¢ i1 przerzutowanie [51]. Réwniez w przypadku miR-29b
badania in vitro wykazaly, ze obnizenie ekspresji miR-29b w NSCLC promuje proliferacj¢ i migracje
komorek [52]. Brak jest natomiast badan dotyczacych roli miR-519d w raku pluca. W przypadku
innych nowotworéw, badacze przypisuja miR-519d role onkogenna (rak watrobowokomorkowy) lub

supresorowg (rak jajnika, kostniakomiesak) [53-55]. Prezentowane jako osiggniecie naukowe badanie
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jest prawdopodobnie pierwszym analizujagcym poziom ekspresji miR-519d w niedrobnokomoérkowym
raku ptuca.

Coraz wicksza liczba badan skupia si¢ na korelacji pomigdzy miRNA a RNA genow dla
metaloproteinaz w nowotworach, ale wcigz niewiele dotyczy raka ptuca i brak jest tego typu doniesien
w populacji polskiej.

Wyniki uzyskane przez nasz Zespot wskazuja na obnizenie ekspresji wszystkich wybranych do
analizy miRNA —w 75-100% prob NSCLC. Taki wynik potwierdza supresorowa rolg miR-26a i miR-
29b, oraz sugeruje taka sama rol¢ dla miR-519d w raku ptuca. Znaczace, tj. co najmniej dwukrotne
obnizenie poziomu ekspresji, zaobserwowano w 67% prob dla miR-26a, w 97% prob dla miR-519d i
w 100% prob dla miR-29b. Dodatkowo, poziom ekspresji miR-29b byt istotnie nizszy w podtypie
SCC w poréwnaniu do pozostatych typoéw histologicznych NSCLC. Jednoczesne obnizenie ekspres;ji
miRNA i podwyzszenie ekspresji MMP-2 stwierdzono w 64% prob dla miR-26a, w 74% prob dla
miR-519d i w 86% prob dla miR-29b.

Statystycznie istotng ujemng korelacj¢ zaobserwowali$my pomiedzy miR-26a i MMP-2 w
podtypie AC.

Prezentowane badanie byto badaniem pilotazowym. Konieczna jest dalsza analiza — zwlaszcza z
wiaczeniem materiatu od pacjentow, u ktorych zdiagnozowano przerzuty NSCLC. Takie badania
moglyby poprze¢ supresorowg funkcje wybranych miRNA. Woéwczas mozna by je rozwazaé w
kategorii celow terapeutycznych u pacjentéw z rakiem phluca i wykorzystaé w przysziosci do

opracowania nowych strategii terapii przeciwnowotworowej w oparciu 0 miRNA.

WNIOSKI

Wyniki prezentowanego jako osiggniecie naukowe badania ukazuja znaczenie genu MMP-2 i
wybranych miRNA w karcynogenezie ptuca. Wszystkie trzy badane miRNA — miR-26a, miR-29b i
mMiR-519d — pelnig role supresorowg w NSCLC. Uzyskane wyniki poszerzaja wiedz¢ na temat
epigenetycznej regulacji procesu karcynogenezy ptuca.

Za najwazniejsze osiagnigcia z tego zakresu uwazam:

1) Potwierdzenie znaczenia miR-26a i miR-29b w rozwoju NSCLC i dotaczenie do tej grupy
miR-519d, ktory wczesniej nie byt badany w raku ptuca.

2) Mozliwos¢ uznania potencjalnego znaczenia diagnostycznego miR-29b i MMP-2, ktérych
poziom ekspresji roznicuje podtypy histologiczne NSCLC.

3) Potwierdzenie — na podstawie ujemnej korelacji — regulatorowego zwiazku pomi¢dzy miR-26a
i MMP-2.
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2.4. Mechanizmy immunologiczne w NSCLC - rola CTLA-4 jako potencjalnego biomarkera
NSCLC

U pacjentdow z choroba nowotworowa obserwuje si¢ ostabienie odpowiedzi immunologicznej. W
tym aspekcie istotne znaczenie ma ludzki antygen CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte—associated
antigen-4), ktory pehni rolg negatywnego regulatora proliferacji i aktywacji limfocytow T. Jest to
glikoproteinowy receptor wystepujacy w formie homodimeréw na CTLs i jednocze$nie homolog
CD28, ktoéry rowniez wigze si¢ z ligandami B7-1 i B7-2, ulegajacy ekspresji po aktywacji limfocytow
T. CTLA-4 poprzez inhibicj¢ produkcji interleukiny 2 blokuje progresj¢ cyklu komoérkowego,
prowadzac do zahamowania proliferacji limfocytow T. W warunkach fizjologicznych zmniejsza to
odpowiedz komodrek T na zardwno na obce antygeny, jak i na autoantygeny. W mikrosrodowisku guza
ekspresja CTLA-4 na komorkach T ulega zwigkszeniu, m.in. pod wptywem TGF-beta, supresyjnej
cytokiny wydzielanej przez komodrki guza. Sugeruje sig, ze we wczesnym etapie nowotworzenia,
CTLA-4 moze podnosi¢ prog aktywacji komorek T, przyczyniajac si¢ w ten sposob do ostabienia
odpowiedzi przeciwnowotworowej i zwigkszajac podatnos¢ na rozwoj raka.

Na zwigkszong ekspresje genu CTLA-4 (locus w 2q33) mogg mie¢ wplyw polimorfizmy
pojedynczych nukleotydéw (SNPs, single nucleotide polymorphisms), ktore — jak wykazano w wielu
pracach — Kkoreluja z podatno$ciag na rozwoj chordb autoimmunologicznych, takich jak choroby
autoimmunologiczne tarczycy, toczen rumieniowaty uktadowy, reumatoidalne zapalenie stawow
i cukrzyca typu 1. Dlatego tez sugeruje si¢, ze rowniez w chorobach nowotworowych proliferacja
i aktywacja CTLs, sktadajaca si¢ na odpowiedz antynowotworowg, moze by¢ zaburzona w wyniku
wystepowania SNPs w genie CTLA-4.

Jak pokazujg badania przedkliniczne i kliniczne zahamowanie aktywnosci CTLA-4 z uzyciem
przeciwcial monoklonalnych moze mie¢ znaczenie terapeutyczne [56,57]. Z tymi badaniami i ich

wynikami wigzane sg obecnie duze nadzieje.

Publikacja nr 5

Antczak A, Pastuszak-Lewandoska D, Gorski P, Domanska D, Migdalska-S¢k M, Czarnecka K,
Nawrot N, Kordiak J, Brzezianska E. CTLA-4 expression and polymorphisms in lung tissue of
patients with diagnosed non-small-cell lung cancer. Biomed Res Int. (Journal of Biomedicine and
Biotechnology) 2013;2013:576486. doi: 10.1155/2013/576486.

Celem kolejnej pracy prezentowanej jako osiagnigcie naukowe byta analiza czgstosci
wystgpowania u pacjentow ze zdiagnozowanym NSCLC polimorfizméw sekwencji DNA w genie
CTLA-4, ktérego aktywno$¢ wiaze si¢ z oslabieniem odpowiedzi przeciwnowotworowej organizmu,
sprzyjajac wzrostowi i progresji guza. Badanymi polimorfizmami genu CTLA-4 byly: +49 A/G i -318
C/T, analizowane przy uzyciu sond TagMan (odpowiednio: rs231775 i rs5742909); badanym

materiatem biologicznym byta krew obwodowa i zmieniona nowotworowo tkanka ptuca.
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Znaczenie polimorfizmu pojedynczych nukleotydow w genie CTLA-4 potwierdzono w
chorobach autoimmunologicznych. Nowatorskim podej$ciem przedstawianej pracy byta analiza
czestosci wystgpowania polimorfizméw genu CTLA-4 w tkance nowotworowej pluca i poréwnanie jej
z czgstoscig wystepowania w jednojadrzastych komorkach krwi obwodowej u tych samych pacjentow
oraz analiza poziomu ekspresji genu CTLA-4 w tkance ptuca. W wigkszosci badan polimorfizm CTLA-
4 analizowany jest w limfocytach i niewiele jest prac dotyczacych zwigzku pomiedzy ekspresja
CTLA-4 (zwlaszcza na poziomie mRNA) 1 jego wariantami polimorficznymi w tkance
NOWOtwOorowej.

Uzyskane przez nasz Zespot wyniki wskazujg na zwigkszong ekspresj¢ CTLA-4 u wigkszosci
pacjentow z NSCLC (ok. 75%). Zgodnie z posiadang wiedzg jest to pierwsze badanie analizujace
poziom ekspresji MRNA genu, metoda qPCR. Wczesniej Salvi i wsp. [58], badajac ekspresj¢ CTLA-4
na poziomie biatka, zasugerowali prognostyczne znaczenie takiego oznaczenia w NSCLC. W
prezentowanym jako osiggni¢cie naukowe badaniu, zaobserwowalismy istotna korelacje ekspresji
CTLA-4 z wielko$cig guza (cecha T w Kklasyfikacji TNM): znacznie wyzszy poziom dotyczyt guzow z
grupy T2 w porownaniu z T3/T4. Potwierdza to w pewien sposdb obserwacje korzystnego,
niezaleznego wptywu zwigkszonego poziomu biatka CTLA-4 na przezycie i lepsze rokowanie u
pacjentow z rakiem ptuca [58], jak roéwniez potwierdza rol¢ genu CTLA-4 jako negatywnego
regulatora proliferacji komorek nowotworowych [59].

Funkcjonalne znaczenie polimorfizméw +49A/G i1 -318C/T w raku pluca jest przedmiotem
niewielkiej liczby badan, a czg$¢ z nich dotyczy populacji azjatyckich, co moze mie¢ wplyw na
publikowane wyniki.

W przypadku polimorfizmu +49A/G, obecnos¢ allelu G i genotypu +49GG w tkance
nowotworowej w sposob istotny wiazata si¢ z ryzykiem rozwoju niedrobnokomoérkowego raka ptuca.
W przypadku natomiast obecnosci allelu A i genotypu +49AA uzyskane wyniki ujawnily ich
ochronny wptyw (obnizenie ryzyka rozwoju NSCLC).

W przypadku polimorfizmu -318C/T, stwierdzili$my istotng korelacje pomiedzy zwigkszonym
poziomem ekspresji CTLA-4 a genotypem -318TT, co potwierdza funkcjonalne znaczenie zastgpienia
tyminag (T) cytozyny (C) w sekwencji promotora genu.

Ciekawy wynik uzyskalismy poréwnujac rozklad czestosci wystepowania poszczegdlnych
genotypow CTLA-4 pomigdzy tkanka nowotworowa i krwia obwodowg. W roéznym materiale
biologicznym u tego samego pacjenta zaobserwowalismy roézne genotypy CTLA-4: najczgstsze zmiany
dotyczyty genotypow: +49AA (krew obwodowa) = +49AG (tkanka NSCLC) u >50% pacjentow i
-318CC (krew obwodowa) = -318CT (tkanka NSCLC) u >40% pacjentow. Zaobserwowane przez nas
roznice byly istotne statystycznie i potwierdzity ztozona rolg¢ CTLA-4 w rozwoju raka ptuca. Zgodnie
z naszg wiedza, jest to pierwsza taka obserwacja u pacjentow z NSCLC i brak jest publikacji na ten

temat. Natomiast wyniki innych prac potwierdzaja zmienno$¢ w rozkladzie genotypow okre§lonych
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gendw w réoznym materiale biologicznym i ich warto$¢ prognostyczng, np. u pacjentek z rakiem

jajnika w odniesieniu do genu p53 [60].

WNIOSKI

Uzyskane wyniki powiekszajg niewielka ilos¢ danych dotyczacych polimorfizméw genu CTLA-4
u pacjentow z niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca.

Za najwazniejsze osiagniecia z tego zakresu uwazam:

1) Udokumentowanie r6znic w dystrybucji genotypoéw pomiedzy krwig obwodowa i tkanka ptuca
u tych samych pacjentow.

2) Potwierdzenie funkcjonalngo znaczenia substytucji C/T w promotorze genu CTLA-4.

2) Mozliwos$¢ uznania — na podstawie korelacji pomiedzy ekspresja genu a wielkoscig guza —
proapoptycznego wptywu CTLA-4 na komorki guza.

3) Potwierdzenie stabszego inhibujacego wptywu — na podstawie korelacji z ryzykiem rozwoju

NSCLC — genotypu +49GG na proliferacje komorkows.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

W 1991 roku ukonczytam studia na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu £.odzkiego,
na kierunku Biologia. Prace magisterskg zatytulowang Metody rozpoznawania aneuploidii
chromosomu X i genopatii sprzezonych z picig, wykonywatam pod kierunkiem Prof. Henryka Hiibnera
w Zaktadzie Biologii i Genetyki Medycznej Instytutu Nauk Podstawowych Wojskowej Akademii
Medycznej w Lodzi. Po zakonczeniu studiow odbytam 10. miesieczny (wrzesien 1991- czerwiec
1992) staz naukowy (stypendium w ramach programu TEMPUS) w Instytucie Genetyki Czlowieka

Uniwersytetu w Getyndze w Niemczech (Institut fiir Humangenetik der Universitit Gottingen), gdzie

zdobywatam umiej¢tnosci z zakresu najnowszych technik biologii molekularnej. W zespole
kierowanym przez prof. I. Hansmanna dotaczytam do grupy zajmujacej si¢ mapowaniem chromosomu
20 metodg fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), a moim wktadem w pracg¢ zespotu bylo
zlokalizowanie 11 nowych loci na badanym chromosomie. Efekty wspdlnej pracy przedstawili$my na
Zjezdzie w Mainz (zalgcznik 4, pkt III B, poz. 1) oraz opublikowalis$my (zalgcznik 4, pkt II D, poz. 1).
W 1992 roku zostatam zatrudniona w Zaktadzie Biologii i Genetyki Medycznej INP WAM w
Lodzi, jako pracownik naukowo-dydaktyczny. W Zaktadzie kierowanym przez prof. H. Hiibnera
uczestniczytam m.in. w pracy nad badaniem mutacji punktowych w genie rodopsyny i peryferyny
zwiagzanych z utrata funkcjonowania fotoreceptorow i rozwojem barwnikowego zwyrodnienia
siatkowki u ludzi. Ponadto, uczestniczac w pracy doswiadczalnej Zaktadu Biologii i Genetyki
Medycznej, poznawatam techniki badan cytogenetycznych i bylam wspdtautorem 6 doniesien
zjazdowych (zalgcznik 4, pkt III B, poz. 2-7). Warsztat badawczy z zakresu technik biologii

molekularnej doskonalitam uczestniczagc w zajeciach Szkoly Molekularnej organizowanej przez
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Instytut Genetyki Cztowiecka PAN w Poznaniu. W pracy dydaktycznej Zaktadu uczestniczytam w
latach 1992-1995 prowadac zajecia z zakresu parazytologii i genetyki cztowieka dla studentow | i IV
roku Wydziatu Wojskowo-Lekarskiego AM.

W roku 1995 rozpoczgtam studia podyplomowe z translatoryki, specjalizacja - thumaczenie
pisemne z jezyka angielskiego i niemieckiego, w Osrodku Badan i Studiow Przektadowych
Uniwersytetu Lodzkiego. Ztozona przeze mnie praca dyplomowa na zakonczenie studiow w 1999
roku sktadata si¢ z thumaczen z jezyka angielskiego naukowych artykutdéw medycznych. Poszerzenie
umiejetnosci z zakresu poslugiwania si¢ jezykiem angielskim i niemieckim oraz zdobyty zawod
tlumacza ulatwily mi dalsze poglebianie wiedzy, pierwszy wspotudzial w tworzeniu prac
pogladowych (zalgcznik 4, pkt Il D, poz. 7-9), a w pdzniejszym okresie — samodzielny wktad w
przettumaczenie 20 rozdziatow podr¢cznikow akademickich: Interna Harrisona (wyd. 2001, 2009)
oraz Endokrynologia ogdlna i kliniczna Greenspana (Wyd. 2004, 2011) (zalgcznik 4, pkt Il E, poz. 1,
2).

W latach 1996-2001 przebywatam na urlopie wychowawczym na dwojke dzieci. W 2001 roku
uzyskatam zatrudnienie w Klinice Endokrynologii i Chorob Metabolicznych Instytutu Centrum
Zdrowia Matki Polki w Lodzi i podjetam wspotprace z Pracownia Endokrynologii Molekularnej AM
w Lodzi. W latach 2006-2009, kontynuujac wspotudziat w pracach badawczych prowadzonych w
Pracowni Endokrynologii Molekularnej, otrzymatam etat w Klinice Endokrynologii i Chordb
Metabolicznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi — jako pracownik naukowo-dydaktyczny, a w
2008 roku przesztam na stanowisko naukowo-techniczne. Podejmujac prace w zespole prof. A.
Lewinskiego oraz pod kierunkiem dr n. med. Ewy Brzezianskiej (obecnie prof. E. Brzezianska-Lasota)
w Pracowni Endokrynologii Molekularnej Kliniki Endokrynologii i Choréb Metabolicznych UM,
poznawatam 1 wdrazalam kolejne techniki z zakresu biologii molekularnej: poczawszy od
standaryzacji roéznych metod izolowania DNA i RNA z krwi i tkanek, rozdziatu kwasow
nukleinowych w Zelu agarozowym i poliakrylamidowym, poprzez techniki PCR shuzace m.in. do
wykrywania mutacji punktowych (PCR-SSCP, PCR-RFLP), az do metody sekwencjonowania genow
czy techniki badania poziomu ekspresji gendw w czasie rzeczywistym (real-time PCR, qPCR), za
ktorej wprowadzenie do Pracowni bytam odpowiedzialna. Ponadto, poszerzylam warsztat pracy o
metod¢ MSPCR (MSP) stuzaca do analizy metylacji sekwencji DNA czy allelotypowanie majace na
celu identyfikacje niestabilnosci genetycznej typu LOH/MSI. W tym okresie bytam wspotwykonawca
12 prac badawczych (ekspertyzy, prace wlasne UM, umowy z KBN) (zafgcznik 4, pkt 11 1, poz. 1-12),
wspoOtuatorem 8 prac oryginalnych (zafgcznik 4, pkt 1I A, poz. 1-5, pkt Il D, poz. 2-4), 3 prac
pogladowych (zalgcznik 4, pkt II A, poz. 23, pkt Il D, poz. 10, 11) i 19 doniesien zjazdowych
(zalgcznik 4, pkt 111 B, poz. §-26).
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Prace oryginalne zawieraja wyniki analiz:

e Zmian molekularnych w genie pendryny (SLC26A4) u chorych z zespolem Pendreda w
populacji polskiej. W badanym genie pendryny zidentyfikowaliSmy dwie mutacje zmiany sensu —
L236P i T416P — korelujace z wystepowaniem choroby (zalqcznik 4, pkt Il D, poz.2).

e Mutacji punktowych w genie dla tyreotropiny w przypadku wrodzonej niedoczynnosci tarczycy.
W pracy do$wiadczalnej wykryliSmy nowa nonsensowng mutacje punktowa typu transwersji (Y444X) w
genie tyreotropiny, korelujaca z wystepowaniem wrodzonej niedoczynnosci tarczycy (zalgcznik 4, pkt 11
A, poz. 1).

e Wybranych czynnikéw genetycznych zwigzanych z powstawaniem raka brodawkowatego
tarczycy w populacji polskiej. Zakres prac doswiadczalnych obejmowat analizg wystgpowania mutacji
punktowych w onkogenie BRAF, wystgpowanie rearanzacji chromosomowych RET/PTC i Trk, analizg
zmian we wzorze ekspresji onkogenu MET oraz genu dla cykliny D1 (zalgcznik 4, pkt II A, poz.2-4; pkt
Il D, poz. 3). Na podstawiec wynikéw analizy molekularnej proto-onkogenow RET i NTRK1
wykazali$my, Ze czesto$¢ wystgpowania rearranzacji RET/PTC1-3 w tkankach PTC w populacji
polskiej wynosi 21%, podczas gdy rearanzacji onkogenu NTRK1 - 12% (zalqcznik 4, pkt II A, poz.2).
W przypadku najczesciej opisywanej w literaturze mutacji w genie BRAF — transwersji V600E,
czestos¢ jej wystepowania w tkankach PTC w populacji polskiej wyniosta 48% (zafgcznik 4, pkt II 4,
poz.4). Zaobserwowalismy takze wzrost ekspresji genéw cykliny D1 i MET w PTC w poroéwnaniu z
tkankg niezmieniong makroskopowo (zafgcznik 4, pkt I A, poz. 3, pkt Il D, poz. 3). Wyniki naszych
badan potwierdzily znaczenie analizowanych gendw — w szczego6lnosci genow kodujacych biatka o
aktywnosci kinazy — w powstawaniu i progresji raka brodawkowatego tarczycy.

e (CzestoSci wystegpowania polimorfizmu sekwencji DNA w genie dla receptora B;
adrenergicznego u dzieci z otytoscia w populacji polskiej. W pracy doswiadczalnej wykazalismy
podobna czegsto$¢ wystepowania wariantu Trp64ArgPBsAR u dzieci z otyloécig, jak w grupie
kontrolnej. Uzyskane wyniki sugerujg, ze wystepowanie wariantu Trp64Arg w genie receptora ;AR
nie wplywa na warto$¢ indeksu BMI, nie predysponuje do wystepowania otylosci, jak roOwniez nie
koreluje z wystepowaniem opornosci na insuling (zafgcznik 4, pkt IT A, poz.5, pkt 11 D, poz.4).

Prace pogladowe z tego okresu, ktorych jestem wspotautorem, a ktore powstaly z zakresu
tematyki prac eksperymentalnych, dotycza nastgpujacych zagadnien:

e Zmian we wzorze ekspresji gendOw oraz mutacji punktowych w genach symportera sodowo-
jodowego (NIS) oraz pendryny (PDS) w rakach tarczycy oraz zespole Pendreda. Biatka NIS i PDS
uczestnicza w transporcie jodu w tarczycy. Wykazano, ze zmniejszony wychwyt jodu w tkankach raka
tarczycy moze by¢ spowodowany zmniejszong ekspresja genu NIS. W zaburzeniach gruczolu
tarczowego stwierdza si¢ takze zroznicowang ekspresj¢ genu PDS. Zmiany we wzorze ekspresji
pendryny prawdopodobnie wplywaja na zmniejszong zdolnos¢ koncentracji jodu w nowotworowo

zmienionych komorkach tarczycy (zalgcznik 4, pkt 11 D, poz. 10);

30



Zalacznik nr 2 AUTOREFERAT — Dorota Pastuszak-Lewandoska

e Roli genu NTRK1 oraz onkogenéw z rodziny RAS w powstawaniu raka brodawkowatego
tarczycy (zalgcznik 4, pkt 11 A, poz. 23; pkt Il D, poz. 11). Gen NTRK1 koduje biatko z rodziny
receptorow neuronalnych czynnikow wzrostowych, zawierajace domene o aktywnos$ci kinazy
tyrozynowej. W rakach brodawkowatych czeste sg rearanzacje tego genu, polegajace na fuzji konca 3’
NTRK1 z koficem 5’ innego genu. W wyniku rearanzacji dochodzi do stalej aktywacji domeny kinazy
tyrozynowej Ntrkl (koniec karboksylowy biatka fuzyjnego), co prowadzi do nadmiernej stymulacji
szlaku zarezerwowanego dla czynnika wzrostowego i w efekcie — do zaburzen proliferacji. Czestos¢
wystepowania rearanzacji Ntrkl w rakach brodawkowatych tarczycy u ludzi jest niewielka: wynosi
2-25%, ale anomalie dotyczace genu NTRK1 wiaza si¢ z gorszym rokowaniem. Natomiast mutacje
protoonkogendw RAS (K-RAS, H-RAS, N-RAS) sa czynnikami genetycznymi, ktére biorg udziat w
progresji raka brodawkowatego do anaplastycznego, gdzie mutacje tego genu stwierdza si¢ w 50%
przypadkow. Mutacje protoonkogenow RAS prowadza do konstytutywnej aktywacji szlakow
sygnatlowych, w ktore wlaczone sa biatkowe produkty tych genow, wskutek czego dochodzi do
nadmiernej proliferacji 1 odroéznicowania komorek. Istnieje korelacja pomigdzy wystepowaniem
mutacji RAS i agresywnym przebiegiem choroby oraz wyzszym ryzykiem zgonu, niezaleznie od etapu
zaawansowania choroby i stopnia zréznicowania guza.

W tym okresie bylam rowniez wspotautorem 19 prac zjazdowych, prezentowanych na
konferencjach krajowych i zagranicznych, opisujacych wyniki z zakresu prac doswiadczalnych
dotyczacych: poziomu ekspresji enzymow uczestniczagcych w metabolizmie puryn i pirymidyn u
pacjentéw z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (zafgcznik 4, pkt III B, poz. 8, 9), zmian
genetycznych i epigenetycznych w nowotworowych tarczycy (zafgcznik 4, pkt III B, poz. 10-14, 16,
17, 21-26), zmian genetycznych u dzieci z otyloScia (zalgcznik 4, pkt 1Il B, poz. 15, 18, 19) oraz
mutacji u 0s6b z zespotem Pendreda (zalgcznik 4, pkt 111 B, poz. 20).

Od listopada 2009 roku do chwili obecnej pracuje w Zaktadzie Molekularnych Podstaw
Medycyny, w zespole prof. Ewy Brzezianskiej-Lasoty. Do 2014 roku pracowalam jako specjalista
naukowo-techniczny, od czerwca 2014 — na stanowisku adiunkta. Poniewaz Zaktad Molekularnych
Podstaw Medycyny byl nowo powstala jednostka, wspotuczestniczylam w jego organizacji, a przede
wszystkim w utworzeniu laboratorium do prowadzenia badan naukowych. Pierwszy rok istnienia
Zaktadu wigzal si¢ z organizacja miejsc pracy i wyposazeniem laboratorium Zaktadu.

W czerwcu 2011 roku, pod kierunkiem dr n. med. Ewy Brzezianskiej (obecnie: prof. E.
Brzezianska-Lasota), uzyskatam stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medyczne;j.
Przedstawiona praca doktorska, zatytulowana Analiza efektu epimutacji sekwencji promotorowych
wybranych genow supresorowych (RASSFI1A, VHL, CDHI) jako przyczyny zmiany ich ekspresji w
tagodnych i ztosliwych nowotworach tarczycy oraz w wolu guzkowym, zostata wyrdzniona. Celem
przeprowadzonej pracy do$wiadczalnej byla analiza znaczenia zmian epigentycznych —

spowodowanych hipermetylacja sekwencji DNA w regionach promotorowych wybranych gendéw
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supresorowych — w rozowju nowotworow tarczycy i ich wptyw na ekspresje badanych gendéw. Czgsé¢
eksperymentalna pracy byla cze$cig badan prowadzonych w Pracowni Endokrynologii Molekularnej
Kliniki Endokrynologii i Choréb Metabolicznych UM w ramach grantu KBN zatytutowanego Rak
brodawkowaty tarczycy - ocena poziomu metylacji, niestabilnosci mikrosatelitarnej i utraty
heterozygotycznosci w rejonach imprintingowych i w rejonach nie podlegajgcych genomowemu
imprintingowi jako mechanizmdéw uczestniczqcych w powstawaniu tego nowotworu (zatqcznik 4, pkt I1
I, poz. 12), ktérego kierownikiem byta dr n. med. Ewa Brzezianska (obecnie: prof. E. Brzezianska-
Lasota). Wyniki grantu zostaly opublikowane juz z afiliacja Zakladu Molekularnych Podstaw
Medycyny (zalgcznik 4, pkt II A, poz. 6; pkt I D poz. 5). Celem przeprowadzonych badan byla analiza
znaczenia zmian epigenetycznych (hipermetylacja promotorowa genéw supresorowych) i genetycznych
(niestabilnos$¢ genetyczna typu LOH/MSI) w rozwoju raka brodawkowatego tarczycy (material badawczy:
fragmenty tkanki tarczycy pobrane ze zmiany pierwotnej i marginesu otaczajgcego zmiang u pacjentow z
rakiem brodawkowatym tarczycy /PTC/ oraz od pacjentdw z wolem guzkowym /NG/). Do badan wybrano
8 genow supresorowych zlokalizowanych w regionach podlegajacych imprintingowi genetycznemu
(ARHI, KCNQ1, MEST, pl6INK4A), jak i w regionach nie podlegajacych imprintingowi
genetycznemu (RASSF1A, SLC5A8, CDH1, VHL), pehigcych istotne role w regulacji cyklu
komorkowego, proliferacji komérkowej czy adhezji. Celem badania — od strony metodycznej — byta
ocena poziomu ekspresji wybranych TSGs (metoda qPCR), ktérych zaburzona regulacja moze mie¢
znaczenie w rozwoju PTC oraz analiza mechanizméw odpowiedzialnych za ich potencjalne
wyciszenie. OcenialiSmy czgstos¢ wystepowania 1 poziom metylacji sekwencji promotorowych
badanych genéw (metoda MSP, obliczanie wskaznika indeksu metylacji /MI/) oraz obecnos¢ zmian
genetycznych typu LOH/MSI w loci badanych genéw =z wykorzystaniem 27 markerow
mikrosatelitarnych. W panelu badanych genéw znalazly si¢ takie, ktorych poziom metylacji nigdy
wczesniej nie byl badany w PTC (MEST, KCNQ1, VHL). Wyniki naszego badania wykazaly, ze
wyciszenie ekspresji badanych TSGs miato podtoze epigenetyczne, tzn. wigzato sie z hipermetylacja
regiondow promotorowych (najwyzszym poziomem metylacji charakteryzowaty si¢ geny ARHI i
CDH1), natomiast zmiany genetyczne typu LOH/MSI byly mniej czgste w badanym materiale
(zalgcznik 4, pkt 11 D, poz. 5). PotwierdziliSmy znaczenie zmian epigenetycznych i obnizonej ekspresji
TSGs w karcynogenezie gruczotu tarczowego, aczkolwiek zaden z analizowanych genow nie mogt
zosta¢ uznany za marker o znaczeniu diagnostycznym w PTC (grupe kontrolng stanowily fragmenty
tkanki tarczycy uzyskane od pacjentow z NG). Interesujgcy wynik natomiast uzyskaliSmy w
przypadku genu KCNQ1, ktérego poziom ekspresji istotnie roznit si¢ pomigdzy wariantem
klasycznym a pegcherzykowym PTC, co moze sugerowa¢ znaczenie genu w roznicowaniu tych
podtypow, aczkolwiek mechanizm odpowiedzialny za wyciszenie ekspresji KCNQ1 nie wigze si¢ z

hipermetylacjg sekwencji promotorowych genu. Znaczenie LOH/MSI jako markera diagnostycznego
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przedstawiliSmy w formie doniesienia zjazdowego, ktore zostalo wyrdznione I nagroda w sesji
plakatowej (zafqcznik 4, pkt III B, poz. 27).

Poziom metylacji tych samych 8 gendow supresorowych przeanalizowaliSmy takze w tkance
tarczycy niezmienionej makroskopowo, przylegajacej do tkanki nowotworowej (PTC) — w celu
porownania tych dwoch grup tkanek (zafgcznik 4, pkt 11 A, poz. 6). Analiza ilosciowa (warto$¢ Indeksu
Metylacji, MI) wykazata wysoki poziom metylacji zwlaszcza w przypadku 3 genow: ARHI, CDH1 i
RASSF1A. Poczynione obserwacje byty zblizone do tych, jakie odnotowalismy w guzie pierwotnym
(tkanka PTC) — w odniesieniu zaréwno do gendéw o wysokim, jak i niskim poziomie metylacji.
Uzyskane przez nas wyniki potwierdzity udzial modyfikacji epigenetycznych na wczesnym etapie
nowotworzenia W gruczole tarczowym, wskazujac, ze sg one charakterystyczne nie tylko dla
nowotworow ztosliwych. Utrata funkcji badanych genéw w wyniku hipermetylacji promotorowe;j
moze prowadzi¢ do niekontrolowanej proliferacji komorek czy inhibicji apoptozy. Przeprowadzona
przez nas analiza powickszyta nieliczne w tamtym okresie opublikowane badania z tej tematyki.
Uzyskane wyniki moga w przysztosci sta¢ si¢ podstawa do opracowania ukierunkowanego leczenia
zmian przednowotworowych w tarczycy. Dodatkowo, moga mie¢ wielka warto§¢ w ocenie ryzyka,
wczesnego wykrywania raka i monitorowania progresji choroby. Wyniki pracy przedstawiliSmy takze
w formie doniesienia zjazdowego (zafgcznik 4, pkt III B, poz. 28).

Od roku 2012 uczestniczylam w pracach badawczych zwigzanych z uzyskaniem 2 grantow NCN
i 1 z MNiSW, w ktorych bytam wspotwykonawcg (zalqeznik 4, pkt I1 I, poz. 13-15). Zakres badanych
zagadnien dotyczyt: (1) molekularnego podtoza procesu nowotworzenia w plucu; (2) zmian
molekularnych w przebiegu sarkoidozy ptucnej; (3) roli wybranych genéw supresorowych w
diagnostyce réznicujacej nowotwory tarczycy.

Celem badan z zakresu niedrobnokomoérkowego raka ptuca (zalgcznik 4, pkt. 11 I, poz. 13) byto
poszukiwanie markerow molekularnych zwigzanych z wczesnym etapem rozwoju NSCLC
(wspomagajacych jego diagnostyke, roznicujacych podtypy histopatologiczne) i/lub jego progresja.
Badania byly prowadzone we wspotpracy z Klinika Pulmonologii Ogoélnej i Onkologicznej UM oraz
Klinika Chirurgii Klatki Piersiowej, Chirurgii Ogélnej i Onkologicznej UM. Aktywnie uczestniczytam
w czgsci badawczej pracy, obejmujacej (1) analizg¢ metylacji promotorowej 9 wybranych genow
supresorowych, ktorych zaburzona regulacja ma znaczenie w rozwoju raka ptuca, (2) analiz¢ poziomu
ekspresji badanych genow oraz (3) ocen¢ niestabilnosci genetycznej typu LOH/MSI w regionie
chromosomowym 3p. Wyniki uzyskane w projekcie zostaly zebrane i opracowane w formie 7
opublikowanych oryginalnych artykutow (zalgcznik 4, pkt I A, poz. 1,3,4,6,7,8; pkt Il A, poz. 21), z
ktorych 6 (zalgcznik 4, pkt 1 A, poz. 1,3,4,6,7,8) wchodzi w sklad przedstawianego przeze mnie
osiaggni¢cia naukowego. Ponadto, uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane w formie 12 doniesien

zjazdowych (zalgcznik 4, pkt Il B, poz. 29, 34, 40, 43-45, 47, 52-54, 62, 69).
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Celem drugiego projektu (zalgcznik 4, pkt. II I, poz. 14), ktérego bytam wspotwykonawcsg, byta
(1) ocena ekspresji 5 wybranych gend6w majacych znaczenie w m.in. w procesach angiogenezy i
wioknienia w przebiegu sarkoidozy ptucnej, (2) ocena immunoekspresji biatek kodowanych przez
badane geny oraz (3) analiza poziomu ekspresji wybranych klas mikroRNA (miRNA) regulujacych
ekspresj¢ biatek kodowanych przez badane geny. Oceniane bylo znaczenie prognostyczne powyzszych
zmian molekularnych w przebiegu sarkoidozy plucnej i ich wspoélzaleznosci ze stadiami rozwoju
choroby. Materiat biologiczny do badan (ptyn BAL, krew pelna, surowica) od pacjentéw chorujacych
na sarkoidoz¢ uzyskalisSmy dzigki wspotpracy z Klinika Pneumonologii i Alergologii UM. Wyniki
prac doswiadczalnych zostaly opublikowane w formie 5 prac oryginalnych, ktorych jestem
wspotautorka (zalgcznik 4, pkt I A, poz. 13-15, 17, 18). Opublikowane prace obejmuja zagadnienia:

e Zmiany poziomu ekspresji/immunoekspresji genow/biatek szlaku sygnatowego TGF-B/SMAD
(TGF-B, SMAD 2 i 3, SMAD 7) (zafgcznik 4, pkt Il A, poz.13) i osi HIF-1o/ING-4/VEGF (VEGF,
HIF-1a, ING-4) (zalgcznik 4, pkt II A, poz.14,15) oraz wybranych klas miRNA (let-7f, miR15b, miR-
16, miR-20a, miR-27b, miRNA-128b, miR-130, miR-192, miR-221, miR-222) (zalgcznik 4, pkt II A,
poz.17) regulujacych na drodze posredniej lub/i bezposredniej wyzej wymienione szlaki sygnatowe.
W oparciu o najnowsze doniesienia literaturowe okazuje si¢, mogg one uczestniczy¢ w wielu istotnych
procesach zaangazowanych w proces choroby, np. powstawanie ziarniniakdw, wioknienie,
angiogenezg/angiostaze. Dotychczas opublikowane prace opisujg tylko znaczenie TGF-f w
sarkoidozie, nie ma zadnych doniesien naukowych na temat poziomu ekspresji/immunoekspresji
gendw 1 bialek SMAD, a tylko nieliczne opisujg poziom ekspresji miRNA w przebiegu tej choroby.
Ponadto analizie poddali§my zalezno$ci pomigdzy poziomami ekspresji badanych genow oraz miRNA
a: klasyfikacjg sarkoidozy na podstawie badania radiologicznego, charakterystyka biologiczna
pacjentow, postacig ostra a przewlekta choroby, warto$ciami parametrow klinicznych oceniajacych
funkcje czynnos$ciowe ukladu oddechowego, markerami biochemicznymi czy fenotypem
immunologicznym (CD4+/CD8+). Materiatem do badan byty komorki BALF, PBMC i surowica
uzyskane od pacjentéw. Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze badane geny/biatka szlaku
sygnalowego TGF-f/SMAD i osi HIF-1A/VEGF/ING-4 oraz miRNA — jako regulatory zapalenia,
remodelingu ECM/EMT, procesu angiogenezy/angiostazy — pelnia istotne role w patogenezie
sarkoidozy uktadu oddechowego. Geny TGF-f, SMAD3 i biatka SMAD2, VEGF oraz miR-15b, miR-
27b miR-192, miR-221, miR-222, miR-130a, miR-let7f prawdopodobnie mogg mie¢ znaczenie
diagnostyczne, jako biomarkery réznicujace osoby chore na sarkoidozg plucng i osoby zdrowe.
Dodatkowo, uzyskane wyniki wskazuja, ze geny TGFf5, SMAD 2/3, HIF-1A oraz: miR-16, miR-20a,
miR-27b, miR-let7f, miR-192, moga mie¢ warto$¢ markeroéw diagnostycznych o negatywnej warto$ci
prognostycznej, ze wzgledu na zroznicowane profile ekspresji u pacjentdow z roznymi stadiami RTG
choroby, u pacjentow z ostrg VS. przewleklg postacig choroby, u pacjentéw z prawidtowg spirometrig

VS. z zaburzeniami wentylacji, u pacjentOw z wystgpujaca obturacjg. Otrzymane wyniki poszerzaja
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wiedze na temat udziatu czynnikdw genetycznych i epigenetycznych w rozwoju sarkoidozy uktadu
oddechowego i ich zwiazku z ré6znym obrazem klinicznym i przebiegiem choroby. Badania, ktore
zamierzamy kontynuowa¢ w przysztosci, beda mogly przyczyni¢ si¢ do opracowania panelu
markerow genow/miRNA uzytecznych klinicznie, a tym samym ograniczy¢ konieczno$é
wykonywania u pacjentdw szeregu drogich i niedostepnych na szeroka skale badan dodatkowych (np.
HRCT, USG, bronchofibreskopii), stosowanych obecnie w diagnostyce sarkoidozy.

e W materiale uzyskanym od pacjentéw z sarkoidoza (BALF, PBMC) badali$my takze poziom
ekspresji genu cyklooksygenazy 2 (COX-2) pod katem przydatnosci w diagnostyce choroby jako
mediatora procesu zapalnego (zalgcznik 4, pkt II A, poz. 18). COX-2, pobudzany przez cytokiny
prozapalne i czynniki wzrostowe (np. TGFp), to kluczowy enzym w syntezie prostaglandyn,
zwlaszcza PGE,, petniacej role inhibitora proliferacji fibroblastow i produkcji kolagenu. W przebiegu
sarkoidozy wyniki roznych badan wskazuja na obnizony poziom COX-2 w wyniku polimorfizméw
genu, natomiast brak jest prac analizujacych poziom mRNA genu. W przeprowadzonym przez nasz
Zespot badaniu zaobserwowali$my obnizony poziom ekspresji genu COX-2 zar6wno w komorkach
BALF, jak i w PBMC. Obnizony poziom ekspresji genu moze si¢ wigza¢ z zaburzong biosynteza
prostaglandyn, a co za tym idzie — zwigkszong aktywnoscig fibroblastow i odktadaniem kolagenu w
czasie rozwoju sarkoidozy. W badaniu prébowaliSmy m.in. odpowiedzie¢ na pytanie, czy poziom
ekspresji COX-2 mierzony w krwi pacjentow moze peié¢ role swoistego markera sarkoidozy.
Uzyskane wyniki sugerujg potencjalne znaczenie prognostyczne poziomu ekspresji COX-2, na
podstawie ujemnej korelacji z FEV,, BALFL% i 24h utrata Ca®* w moczu, ale zagadnienie wymaga
dalszych badan.

Dodatkowo wyniki naszych badan zostaly przedstawione w formie 8 doniesien zjazdowych
(zalgcznik 4, pkt 111 B, poz. 36, 41, 42, 46, 50, 51, 60, 63).

Trzeci projekt, realizowany w latach 2012-2015 (zalgcznik 4, pkt. II |, poz. 15) miat na celu
analiz¢ zmian molekularnych w odniesieniu do wybranych genéw supresorowych (ARHI, CDH1,
p1l6INK4A, TFF3, TIMP3, CDKN2A, KCNQ1, PTEN, FAM129A) pod katem ich przydatnosci w
diagnostyce nowotwordw tarczycy roznicujacej poszczegodlne typy histopatologiczne (FA, FTC,
FVPTC). Analiza ta stanowita rozszerzenie wczesniejszych badan nad procesem karcynogenezy w
gruczole tarczowym, w ktorych uczestniczytam. Materiat do badan (tkanka i bioptaty guzkow
tarczycy) uzyskaliSmy dzieki wspolpracy z Klinikg Chirurgii Endokrynologicznej, Ogdlnej i
Naczyniowej UM. Badania z wykorzystaniem materiatu biopsyjnego tarczycy obejmowaly analizg
czynnikow genetycznych i epigenetycznych, w tym: mutacje onkogenow i gendéw supresorowych,
rearanzacje genowe i chromosomowe, LOH/MSI (loci 10923.2, 10923.31, 10924-24.1), zaburzenia
wzoru ekspresji 1 metylacji DNA genow supresorowych w zmianach wywodzacych si¢ z komorek
pecherzykowych tarczycy: FA, FTC i PTC oraz w NG. Badania wykazaly poréwnywalny poziom
ckspresji gendéw CDKN2A, KCNQ1 oraz CDH1 w tkance nowotworowej i materiale z bioptatow dla
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calej grupy, jak i w poszczegolnych grupach rozpoznan. To wazna obserwacja, ktora sugeruje, ze geny
te mogg potencjalnie shuzy¢ jako biomarkery roznicujace podtypy histopatologiczne raka tarczycy:
poziom ekspresji gendéw FAM129A i CDH1 byl najwyzszy w grupie PTC, natomiast genu CDKN2A
w grupie FA. Natomiast zaobserwowane istotne statystycznie roznice w ekspresji genéw ARHI i
PTEN pomigdzy tkanka guza a bioptatem guzka uniemozliwiaja Uznanie tych genow jako
potencjalnych biomarkeréw diagnostycznych do wykorzystania w materiale biopsyjnym. Poziom
ekspresji ARHI i PTEN byta znaczaco podwyzszony w materiale z biopsji srédoperacyjnej, natomiast
poziom ekspresji TIMP3 byt obnizony, cho¢ bez istotnosci statystycznej.

W tej grupie przeprowadziliSmy analize wystepowania mutacji V600E genu BRAF (w obrebie
egzonu 15). Mutacje genu BRAF stwierdzilismy jedynie u 6/56 pacjentow, rowniez w grupie FA i NG
(1 1 2 przypadki, odpowiednio), co moze wskazywaé na potencjal przeksztatcenia zmian tagodnych w
kierunku nowotworu zto§liwego.

Przeprowadzona ocena poziomu metylacji regionéw promotorowych genow ARHI, CDKN2A,
KCNQ1, TIMP3 i TFF3 wykazata obecnos¢ alleli zmetylowanych dla wszystkich badanych genow
oraz we wszystkich grupach rozpoznan. Najwyzszy poziom metylacji, siggajacy 100% (co oznacza
obecnos¢ tylko alleli zmetylowanych), zaobserwowalismy dla genu ARHI, natomiast najnizszy poziom
metylacji dla genu CDKN2A — allel M obecny byt tylko w 19% probek. W przypadku genéw TIMP3 i
TFF3 wykazaliSmy istotng korelacj¢ pomi¢dzy poziomem ich ekspresji, jak réwniez pomiedzy
metylacjg ich regionow promotorowych. Taki wynik moze sugerowa¢ mozliwo$¢ wykorzystania
gen6w TIMP3 i TFF3 w potencjalnym panelu genowym.

Wyniki analizy niestabilnosci genetycznej w postaci utraty heterozygotyczno$ci (LOH) i
niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI) wykazaly zréznicowang czgstos¢ LOH/MSI pomiedzy
regionami w réznych stadiach rozwoju nowotworu tarczycy, co moze mie¢ znaczenie diagnostyczne i
prognostyczne: LOH/MSI w 3p21.3 bylo charakterystyczne dla wczesnego etapu karcynogenezy,
natomiast niestabilno$§¢ genetyczng w 1p31.2 1 11pl5.5 zaobserwowaliSmy w bardziej
zaawansowanych stadiach procesu karcynogenezy tarczycy. Obliczona warto$¢ indeksu FAL
korelowata z wielkoscig guza w skali pTNM pT2-T4 vs. pT1 oraz ze $rednica guza. Na podstawie
uzyskanych danych wnioskujemy, Zze dokonana przez nas ocena warto$ci FAL moze by¢ przydatna w
predykcji progresji nowotworu. Ponadto, zaobserwowane istotne podwyzszenie wartosci FAL w
FA/FTC moze okazac¢ si¢ przydatne jako biomarker réznicujgcy zmiany PTC i NG od FA i FTC.

Najwyzsza czegsto§¢ LOH/MSI stwierdziliSmy dla markera D10S215 w 10q24 (locus genu
PAPSS2) - 23% (8/35 informatywnych loci) i dla markera D10S541 w 10923.2 (locus genu PTEN) -
18% (13/73 informatywnych loci). Podwyzszona czgstos¢ wystepowania LOH/MSI w locus genu
PAPSS2 (10q24, marker D10S215) byta statystycznie istotna.
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Uzyskane wyniki zostaly zaprezentowane podczas polskich i europejskich kongresow
endokrynologicznych w formie 6 prac zjazdowych (zalgcznik 4, pkt III B, poz. 39, 55-59),
manuskrypty prac oryginalnych sg w przygotowaniu.

Z zakresu tematyki zmian molekularnych zwiazanych z procesem karcynogenezy w gruczole
tarczowym, wspotuczestniczylam w napisaniu dwoch prac pogladowych (zalgceznik 4, pkt Il A, poz.
24, 25). Pierwsza z nich opisuje zmiany genetyczne i epigenetyczne w obrgbie gendw kodujacych
biatka dwoch szlakow sygnatowych, MAPK/ERK i PI3K/Akt, takich jak: RET, RAS, BRAF, PI3K,
PTEN, AKT, ktére maja znaczenie w procesie transformacji nowotworowej komorki pgcherzykowe;j
tarczycy. Poznanie i zrozumienie tego typu mechanizméw molekularnych moze sta¢ si¢ podstawa
opracowania nowych strategii terapeutycznych hamujacych onkogenng aktywnos$¢ szlakow
sygnalowych. Druga natomiast praca (zalgcznik 4, pkt Il A, poz. 25) dotyczy niestabilno$ci
mikrosatelitarnej typu LOH/MSI jako mechanizmu wyciszajacego ekspresje gendw supresorowych i
jego znaczenia w rozwoju i prognozowaniu przebiegu nowotworow tarczycy oraz mozliwosci
wykorzystania jako markerow o znaczeniu diagnostycznym lub prognostycznym.

W ramach stautowych badan naukowych Zaktadu Molekularnych Podstaw Medycyny
analizowali$my kolejny mechanizm uczestniczacy w karcynogenezie ptuca, a mianowicie szlak
sygnatowy JAK/STAT (Janus kinase/signal transducers and activators of transcription), ktérego
zaburzona aktywacja petni jedng z centralnych rol w nowotworzeniu. Szlak JAK/STAT jako jedna ze
sciezek transdukcji sygnalu w komorce przekazuje sygnaly od cytokin, interleukin i czynnikow
wzrostowych,  ktore  dzialaja  poprzez liczne rodziny  receptoréw  transbtonowych.
Wewnatrzkomoérkowe czesci (ogony) tych receptorow zwigzane sg z nieaktywnymi kinazami,
nazywanymi kinazami Janus (JAKs, Janus kinases), ktore po aktywacji rekrutujg biatka o funkcji
przekaznikow sygnatu oraz aktywatorow transkrypcji (STATS, signal transducers and activators of
transcription). Te z kolei, po fosforylacji (pSTAT), w postaci dimeréw (homo- badz heterodimerow)
przemieszczaja si¢ do jadra komorkowego, gdzie aktywujg proces transkrypcji wielu gendw,
zaangazowanych m.in. w procesy proliferacji, roznicowania i apoptozy komorek.

Chociaz mechanizm w wigkszos$ci przypadkow pozostaje nieznany, aktywacja szlaku JAK/STAT
jest cechg licznych typow nowotwordw. To sktania do poszukiwan nowych metod terapii opartych na
blokowaniu konstytutywnie aktywowanych czgsteczek STAT3/STATS, co - jak wskazujg dostgpne
dane - prowadzi do apoptozy komoérek guza, bez wptywu na komorki prawidlowe. Trwaja rowniez
badania nad metodami supresji aktywnosci STATs, m.in z wykorzystaniem siRNA, naturalnych badz
syntetycznych produktéw uniemozliwiajagcych zwigzanie si¢ biatek STAT z receptorem lub
docelowym regionem DNA.

W naszych badaniach dotyczacych czasteczek szlaku sygnalowego JAK/STAT analizowalismy
ekspresje i polimorfizm genu STAT3 (zalgcznik 4, pkt II A, poz. 10) oraz poziom ekspresji genow
STAT5, COX-2 i PIAS3 (zalgcznik 4, pkt I A, poz. 11) u pacjentéw z NSCLC.
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Gen STAT3 (locus 17g21) pemli rolg onkogenu i regulatora procesoOw immunologicznych.
Aktywacja STAT3 na poziomie biatka w wyniku fosforylacji pobudza procesy angiogenezy,
przerzutowania i inwazyjnos¢ guza, oraz hamuje apoptoz¢ komoérek nowotworowych. Potwierdzony
jest takze zwigzek pomiedzy polimorfizmami pojedynczych nukleotydow w sekwencji genu STAT3 a
podatnoscig na nowotworzenie.

Dwie izoformy STATS5, STAT5A i STAT5B (kodowane przez dwa tandemowo sprzezone geny
w locus 17q11.2) dziataja jako niezalezne czynniki transkrypcyjne, ktoére moduluja wazne procesy
komérkowe (réznicowanie, proliferacja, przezycie) w rézny sposob w komorkach prawidtowych i w
nowotworowych. Pomimo badan opisujacych wzrost ekspresji STATS w kilku typach nowotworow
(rak piersi, prostaty) [61], mato jest podobnych analiz w raku ptuca.

COX-2 (cyclooxygenase-2) to kluczowy enzym w syntezie prostaglandyn, petniacy rolg w
odpowiedzi zapalnej, zaangazowany w proces inicjacji i progresji guzow in situ, ktérego zwiekszony
poziom ekspresji mRNA zaobserwowano w wielu typach nowotworow, w tym NSCLC [62]. Brak jest
jednak badan wigzacych karcynogenny wptyw nadekspresji COX-2 i STATS5 u pacjentow z NSCLC.

PIAS3 (protein inhibitor of activated STAT3) moduluje onkogenng aktywno$¢ STATS3,
natomiast jego interakcja z STATS nie zostata w pelni wyjasniona. Podobnie, w niewielkiej liczbie
prac analizowano udzial PIAS3 w procesie onkogenezy, wlaczajac raka pluca. W liniach
komérkowych NSCLC wykazano, ze nadekspresja PIAS3 wywiera hamujacy wptyw na wzrost guza
[63].

Wyniki uzyskane przez nasz Zespo6t ujawnily zwiekszony poziom ekspresji genéw STATDHA,
STAT5B i COX-2 w, odpowiednio, 69%, 79% i 71% probach NSCLC oraz obnizony poziom ekspresji
genu PIAS3 w 69% badanych tkanek ptuca (zalgcznik 4, pkt II 4, poz. 11).

Wykazali$my zréznicowany poziom ekspresji obydwoch badanych izoform genu STATS w
tkance NSCLC: poziom ekspresji STAT5B byt istotnie wyzszy w poréwnaniu do STAT5A, co moze
sugerowaé¢ odmienne funkcje obydwoch izoform w raku ptuca, w tym rozne geny docelowe (np.
onkogeny) pobudzane przez STAT5A i STAT5B. Dodatkowo, ekspresja STATSB byta istotnie wyzsza
w grupie guzow zakwalifikowanych pod wzgledem wielkosci (cecha T) jako T2, co podkresla
znaczenie tej izoformy w karcynogenezie ptuca. Zwiazek poziomu ekspresji STATSB z progresja
NSCLC wymaga jednak dalszych badan i potwierdzenia, poniewaz jak dotad brak jest prac
analizujacych STATSB pod katem prognostycznym badz rokowniczym w raku ptuca.

Zaobserwowalismy takze istotng ujemng korelacj¢ pomigedzy STATSB i PIAS3, co moze
potwierdza¢ hamujacy wptyw PIAS3 na aktywnos¢ transkrypcyjng izoformy STATSB.

W odniesieniu do COX-2, potwierdzilismy zwickszony poziom ekspresji genu w NSCLC,
niezaleznie od podtypu histopatologicznego. Obserwacje innych badaczy wskazujg na zwigkszony
poziom ekspresji biatkka COX-2 w AC [64]. Uzyskany wynik moze wiec $wiadczyé o
potranslacyjnych modyfikacjach biatka w komorkach raka ptuca.
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Interesujagcym wynikiem, jaki uzyskaliSmy, jest istotna dodatnia korelacja pomiedzy
zwickszonym poziomem ekspresji COX-2 a zwigkszonym poziomem ekspresji STATSB. Moze to
potwierdza¢ wyniki przedstawione przez Cao i wsp. [65], ktorzy w podtypie AC opisali stymulujacy
wpltyw aktywacji szlaku STATS na ekspresje COX-2.

Pomimo waznej roli genu STAT3 w nowotworzeniu, badania analizujace obecno$é
polimorfizmoéw w obrebie sekwencji genu, poziom ekspresji tego genu, jak rowniez ich wzajemna
korelacje w raku pluca sg nieliczne, zwlaszcza w populacjach europejskich. Badanie opublikowane w
2011 roku udokumentowato zwigzek pomiedzy ekspresja STAT3 a wzrostem i przezyciem komorek
NSCLC, jak rowniez ich opornoscig na radioterapi¢ [66]. Natomiast znaczenie kilku SNP w genie
STAT3 u pacjentow z NSCLC opisano w populacji azjatyckiej, ale nie skorelowano ich z ekspresja
genu [67].

W naszym badaniu (zalgcznik 4, pkt II A, poz. 10) analizowali$my wystgpowanie dwoch
polimorfizméw w genie STAT3 (rs744166 i rs3816769) i ocenialismy zwigzek pomigdzy genotypami
oraz wariantami allelicznymi genu a predyspozycja do rozwoju NSCLC. Ponadto, korelowali§my
badane genotypy z poziomem ekspresji genu. Zgodnie z nasza wiedza jest to pierwsze tego typu
badanie przeprowadzone u pacjentow z NSCLC z populacji europejskie;j.

Uzyskane przez nas wyniki wskazujg istotny wptyw obydwoch polimorfizméw (rs744166 i
rs3816769) na rozwdj raka ptuca. Stwierdzili$my ochronny wptyw genotypow STAT3 CC (rs3816769)
i AA (rs744166) oraz istotny zwigzek z podatnoscig na rozwo6j NSCLC genotypoéw TT (rs3817669) i
GG (rs744166). Nalezy jeszcze raz podkresli¢, ze w przypadku polimorfizmu rs3817669 brak jest
innych badan analizujacych ten SNP w raku pluca, natomiast zwigzek drugiego z badanych
polimorfizmow, rs744166, z ryzykiem rozwoju NSCLC zostal wykazany w populacji chinskiej, w
ktorej jednak stwierdzono, ze obecnos$¢ genotypu GG wigze si¢ ze zmniejszonym ryzykiem rozwoju
raka ptuca [67]. Taki przeciwstawny wynik moze wynikac z réznic populacyjnych.

Analiza wzglednej ekspresji STAT3 wykazata zwigkszony poziom ekspresji genu w ponad 70%
préb NSCLC. Najwyzszy poziom ekspresji genu stwierdzono w SCC, najnizszy w LCC — rdznica
pomigdzy tymi podtypami byta istotna statystycznie. Wedlug naszej wiedzy, to rowniez pierwsza
praca analizujgca poziom ekspresji STAT3 na poziomie mRNA w raku ptuca. Praca opublikowana w
roku 2012 dotyczyta ekspresji STAT3 na poziomie biatka w raku drobnokomoérkowym ptuca [68].

Co istotne, dodatkowo stwierdziliSmy dodatnig korelacj¢ pomiedzy nadekspresja genu STAT3 a
genotypem TT (rs3817669) predysponujacym do zwigkszonego ryzyka rozwoju NSCLC.

Tak wigc uzyskane przez nas wyniki potwierdzily zaburzong regulacje ekspresji genow
kodujacych czasteczki szlaku JAK/STAT 1 ich rolg w karcynogenezie pluca. Tym samym
potwierdzilisSmy zasadno$¢ badan ukierunkowanych na analiz¢ i poszukiwanie selektywnych
inhibitorow czgsteczek szlaku JAK/STAT w terapii celowanej raka pluca zwigzanej z obnizeniem

aktywnosci szlaku. Istotne réznice w poziomie ekspresji STAT3 pomiedzy podtypami NSCLC moga
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sugerowa¢ mozliwo$§¢ uznania genu za marker o znaczeniu diagnostycznym; dodatkowo
zaobserwowany zwigzek pomigdzy badanymi polimorfizmami genu STAT3 a rozwojem NSCLC, oraz
korelacja genotypu TT z wysokim poziomem ekspresji genu moze rowniez sugerowa¢ mozliwo$¢ jej
wykorzystania w przysztosci w diagnostyce raka niedrobnokomoérkowego phuca u polskich pacjentow
(koniecznos$¢ przeprowadzenia potwierdzajacych badan na wigkszej grupie chorych).

Wyniki naszych badan zostaly przedstawione rowniez w formie 4 doniesien zjazdowych
(zatgcznik 4, pkt III B, poz. 30, 33, 37, 38).

Oprocz analizy poziomu ekspresji molekut szlaku sygnatowego JAK/STAT na poziomie mRNA,
dokonaliSmy roéwniez analizy poziomu ekspresji bialek pSTAT3, pSTATS i pSTAT6 (form
ufosforylowanych), jak rowniez PIAS3, SOCS3 i COX-2. Zagadnienie bylo interesujace ze wzgledu
na fakt, ze poziom biatka nie musi odzwierciedla¢ poziomu mRNA - z powodu alternatywnego
splicingu badz modyfikacji potranslacyjnych. W przeprowadzonym badaniu nadekspresj¢ wszystkich
biatek STAT stwierdziliSmy w 52-77% prob NSCLC, a istotnie wyzszy poziom immunoekspresji
pSTAT3 i pSTAT6 odnotowaliSmy w podtypie SCC, co w przypadku pSTAT3 potwierdzito nasze
wyniki dotyczace poziomu mRNA genu STAT3. Tak wigc obydwa biatka (pSTAT3 i pSTAT6) moga
mie¢ znaczenie jako markery roznicujace podtypy NSCLC. Zgodnie z nasza wiedza, przeprowadzona
przez nas analiza poziomu immunoekspresji pSTAT6 byta pierwszym takim badaniem w NSCLC. W
przypadku biatka pSTATS statystycznie istotne roznice zaobserwowaliSmy pomigdzy tkankg
nowotworowa a niezmieniong makroskopowo, co moze sugerowac diagnostyczne znaczenie tego
biatka 1 mozliwo$¢ uznania pSTATS za potencjalny cel terapeutyczny. Pod wzgledem wielkosSci
guzéw (cecha T w skali pTNM) istotnie wyzszy poziom biatka pSTATS zostal stwierdzony w grupie
najwickszych guzéw (pT3+pT4), wskazujac na rolg tego biatka w zaawansowanych stadiach raka
phuca i w progresji NSCLC. Poziom ekspresji inhibitorow STAT (PIAS3 i SOCS3) byt obnizony w
52-92% prob NSCLC. Wyniki naszych badan potwierdzity role konstytucyjnie aktywowanych biatek
STAT w karcynogenezie ptuca. Stad wydaje sie, ze zablokowanie aktywnosci STAT — albo na
poziomie MRNA albo biatka — moze sta¢ si¢ celem terapii przeciwnowotworowej, ktora zahamuje
wzrost guza badz wzmocni odpowiedZz immunologiczng organizmu. Z drugiej strony, potwierdzenie
obnizonego poziomu inhibitoréw STAT (mRNA/biatko) wskazuje na ich potencjalne znaczenie w
terapii NSCLC poprzez inhibicje¢ bialek STAT. W kontekscie potencjalnej terapii wazna wydaje si¢
takze zaobserwowana — wedlug naszej wiedzy po raz pierwszy w raku ptuca — ujemna korelacja
pomiedzy pSTATS a PIAS3, ktéra wskazuje na mozliwo$¢ modulacji aktywnosci STATS poprzez
mechanizm PIAS3.

Wyniki badania dotyczacego analizy szlaku JAK/STAT na poziomie ekspresji bialek zostaty
zaprezentowane w formie doniesienia zjazdowego (zalgcznik 4, pkt 11l B, poz.48), w recenzji najduje

sie takze manuskrypt, ktorego jestem pierwszym autorem.
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Réwnolegle do badan zwigzanych z analiza podtoza molekularnego rozwoju raka ptuca i
tarczycy, wspotuczestniczytam w badaniach dotyczacych raka prostaty (zalgcznik 4, pkt I A, poz. 9),
dzigki wspotpracy z Katedrg Cytobiochemii Uniwersytetu Lodzkiego oraz zmian nowotworowych
(sré6dnabtonkowa neoplazja) szyjki macicy (zalgcznik 4, pkt Il A, poz. 12) — material do badan
uzyskaliSmy w wyniku wspotpracy z Klinika Ginekologii Operacyjnej i Ginekologii Onkologicznej
ICZMP w Lodzi. W przypadku raka prostaty uczestniczylam w analizie czgstosci wystepowania
niestabilnosci genetycznej typu LOH/MSI, ktorej celem bylo zidentyfikowanie markerow
molekularnych zwigzanych z rozwojem i progresja choroby nowotworowej. Do analizy LOH/MSI w
materiale biopsyjnym wykorzystalismy 16 markeréw mikrosatelitarnych z nastepujacych regionow
chromosomowych: 1p31.2, 3p21.3-25.3, 7932.2, 9p21.3, 11p15.5, 120923.2 i 16q22.1. Najwyzszy
odsetek LOH/MSI zaobserwowali$my w regionach 7q32.2 (31.25%) 1 16g22.1 (26.60 %). Obliczony
wskaznik FAL w sposob istotny korelowat z wielkoscig guza (klasyfikacja TNM). Uzyskane przez nas
wyniki wskazuja, ze niestabilno$¢ genetyczna jest czestym zjawiskiem zwiazanym z rozwojem raka
prostaty, a wskaznik FAL moze mie¢ kliniczne znaczenie w klasyfikacji molekularnej nowotworu. Na
podstawie uzyskanych wynikéw dotyczacych niestabilnosci genetycznej w raku prostaty mozemy
wnioskowa¢ o uzytecznos$ci obliczania wskaznika FAL — w oparciu 0 zmiany LOH/MSI w kilku
regionach chromosomowych — jako uniwersalnym markerze korelujacym z czynnikami istotnymi w
nowotworzeniu.

W przypadku pacjentek ze $rodbtonkowymi zmianami szyjki macicy (o réznym stopniu
nasilenia), analizowali$my poziom ekspresji gendw zwigzanych z zakazeniem wirusem brodawczaka
ludzkiego (HPV) typu 16 (zafgcznik 4, pkt II A, poz. 12). Podwyzszong ekspresje genow E6*I/E6*II i
E7 stwierdziliSmy we wszystkich badanych grupach. Statystycznie istotng korelacje pomigdzy
poziomami ekspresji genéw E6*1 i E6*11 odnotowalismy w grupie pacjentek ze zmianami $redniego i
duzego stopnia (CIN2/CIN3). Wnioskiem tego pilotazowego badania jest mozliwo$¢ uznania poziomu
ekspresji genu E6*1l jako wskaznika wyzszego stopnia zaawansowania zmian w komorkach szyjki
macicy lub czynnika ryzyka zwigzanego z progresja choroby u pacjentek ze $rednim i duzym
stopniem $rodbtonkowej neoplazji szyjki macicy. Wyniki pracy zostaly zaprezentowane rowniez w
formie doniesienia zjazdowego na konferencji zagranicznej (zatgcznik 4, pkt 11l B, poz. 35). Ponadto,
w tym samym materiale biologicznym analizowali$my niestabilno$¢ genetyczng LOH/MSI, a wyniki
pracy przedstawiliSmy na konferencji naukowej (zalgcznik 4, pkt 111 B, poz. 31).

W zakresie moich zainteresowan badawczych byla tez analiza podtoza molekularnego rozwoju
autoimmunologicznych chorob tarczycy zwigzana z oceng wystgpowania polimorfizméw w genie
CTLA-4. Doktadna etiologia AITD nadal pozostaje nieznana, szacuje si¢, ze za progresj¢ choroby
odpowiadaja w 79% czynniki genetyczne, a wigc mutacje i polimorfizmy genoéw zwigzanych z funkcja
uktadu odpornosciowego i w 21% czynniki Srodowiskowe, w tym podatno$¢ osobnicza.

Zidentyfikowano kilka genéw odpowiedzialnych za powstawanie AITD. Sa to geny
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immunomodulujace, takie jak molekuty gtdownego kompleksu zgodnosci tkankowej MHC klasy 1I,
geny odpowiadajace za odpowiedz immunologiczna, jak antygen-4-cytotoksycznych limfocytow T
(CTLA-4), czasteczka CD40, biatko fosfatazy tyrozynowej-22 (PTPN 22) oraz geny specyficzne dla
gruczotu tarczowego: TG, TPO i TSHR.

CTLA-4 jest glownym negatywnym regulatorem aktywacji limfocytow T poprzez
wspotzawodnictwo w wigzaniu biatka B7, obecnego na powierzchni komoérek prezentujacych antygen
z czasteczkg kostymulujacg CD28. Dlatego mutacje W genie CTLA-4 mogg powodowaé nadmierng
aktywacj¢ limfocytow T i rozwoj autoimmunizacji. Zwigzanie czasteczki CTLA-4 z przeciwciatem
monoklonalnym daje zwigkszong proliferacje komérek T i produkcje interleukiny-2. Dodatkowo
polimorfizmy genu CTLA-4, zwlaszcza A49G i CT60, sa zwigzane z wszelkimi formami AITD w
wielu populacjach. Jednak, do momentu badan przeprowadzonych przez nasz Zespoét, brak bylo tego
typu badan w populacji polskie;j.

Dzieki wspolpracy z Zaktadem Zaburzen Endokrynnych i Metabolizmu Kostnego UM w Lodzi,
w materiale biologicznym (krew obwodowa) uzyskanym od os6b dorostych z choroba Gravesa (GD) i
zapaleniem tarczycy typu Hashimoto (HT) badaliSmy czesto$§¢ wystepowania polimorfizméw A49G,
1822 C/T i CT60 A/G (zalgcznik 4, pkt II A, poz. T), natomiast w grupie dzieci i mtodych osob (wiek
10-19 lat) z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy (wspotpraca z Zaktadem Biochemii i Biologii
Molekularnej, Centrum Ksztatcenia Podyplomowego, Warszawa) analizowali$my polimorfizmy +49
A/G i -318 C/T (zafgcznik 4, pkt 1l A, poz. 8). Uzyskane przez nasz Zespot wyniki wykazaty role
polimorfizmu CTLA-4 A49G w rozwoju autoimmunologicznych chorob tarczycy u oséb dorostych:
zwigzek genotypu CTLA-4 GG z rozwojem choroby Gravesa i zapalenia tarczycy typu Hashimoto
oraz ochronny wptyw genotypu CTLA-4 AA (zalgcznik 4, pkt II A, poz. 7). W grupie miodych
pacjentow wystepowanie polimorfizméw genu CTLA-4 dodatkowo korelowaliSmy z poziomem
przeciwcial przeciwtarczycowych (TPOAD i TgAb) (zalgcznik 4, pkt II A, poz. 8). Genotypowanie
SNP przeprowadzali§my z uzyciem sond TagMan. Uzyskane wyniki wykazaly, ze genotypy CTLA-4
+49 GG i -318 CT istotnie czgsciej wystgpowaly u pacjentdw, natomiast genotypy +49 AA i -318 CC
w grupie kontrolnej. Statystycznie wyzsze poziomy TPOAb i TgAb byly skorelowane z allelem G u
pacjentéw z HT, a z allelem T u pacjentow z GD. Tak wigc wyniki badania potwierdzily, ze obydwa
analizowane polimorfizmy maja istotne znaczenie jako podloze genetyczne rozwoju
autoimmunologicznych chorob tarczycy, a ich obecno$¢ wigze si¢ z wysokimi st¢zeniami przeciwciat
przeciwtarczycowych. Wyniki pracy zostaly zaprezentowane rowniez w formie doniesienia
zjazdoweqo (zafgcznik 4, pkt 111 B, poz. 32).

W materiale uzyskanym od pacjentoéw z AITD analizowaliSmy takze czesto$¢ wystepowania
polimorfizméw w genie STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3): rs3816769 C>T i
rs744166 A>G (zalgcznik 4, pkt I A, poz. 16). STAT3 jako czasteczka szlaku sygnatowego Jak/STAT,

peli istotng role w regulacji uktadu odpornosciowego, uczestniczac w dziataniu réznych cytokin.
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Celem badania byta korelacja badanych polimorfizméw z ryzykiem rozwoju AITD, z poziomem
przeciwcial przeciwtarczycowych (TPOAb, TgAb, TRAb) oraz z poziomem prozapalnych cytokin IL6
i IL17 w surowicy pacjentow. Uzyskane przez nasz Zespot wyniki wykazaty istotnie wyzszg czestosé
wystepowania allela A (rs744166 A>G) u pacjentow z AITD, natomiast allela G w grupie kontrolne;.
Podobnie allel C i genotyp CC (rs3816769 C>T) czesciej wystepowat u osob zdrowych. Z genotypem
CT 153816769 u pacjentow z HT wigzat si¢ istotnie wyzszy poziom TgAb, natomiast stezenie w IL6 i
IL17 wykazywato dodatnig korelacje z TPOAb. Wyniki badania wskazuja, ze obydwa polimorfizmy
odgrywaja wazng role¢ w rozwoju AITD, a polimorfizmy w genie STAT3 moga wptywaé na poziom
przeciwciat przeciwtarczycowych u pacjentow z autoimmunologicznymi chorobami tarczycy.

Kolejne prace badawcze wigza si¢ ze wspotpracg z Klinika Pneumonologii i Alergologii UM.
Wspotuczestniczytam w analizie ekspresji i immunoekspresji molekut szlaku IL-4/1L-13/STAT6 w
surowicy pacjentow ze zdiagnozowang oskrzelowa astmag atopowa (zalgcznik 4, pkt II A, poz. 19).
Celem badania bylo wlaczenie w poszukiwanie informatywnych markeréw diagnostycznych
charakterystycznych dla poszczegdlnych fenotypoéw astmy, co mogloby wspomoéc rozpoznanie tej
choroby, jej klasyfikacje 1 leczenie. AnalizowaliSmy =zalezno$ci pomiedzy poziomem
ekspresji/immunoekspresji badanych gendéw/biatek a stopniem kontroli astmy (astma kontrolowana i
niekontrolowana), cechami klinicznymi pacjenta (wiek, pte¢, palenie papierosow) oraz parametrami
czynno$ciowymi ptuc (PEF%, FEV1%, FVC%, FEV1/FVC), poziomem IgE i nasileniem eozynofilii.

Posrod biatek STAT kluczowe znaczenie w regulacji odpowiedzi immunologicznej i patogenezie
astmy atopowej odgrywa aktywacja STAT6 poprzez IL-4 i IL-13, stymulujac odpowiedz humoralng
organizmu oraz regulujac transkrypcje gendw docelowych. Uzyskane wyniki podkreslity rolg cytokin
IL-4 i IL-13 oraz STAT6 w rozwoju atopii i astmy, poprzez promowanie nadreaktywnosci i stanéw
zapalnych drog oddechowych. Nowo$cig badania byta analiza ekspresji IL-4, IL-13 i STAT6 na
poziomie MRNA — tego typu badan u pacjentow z astmg opublikowano niewiele. Uzyskane wyniki
wykazaly wyzszy poziom ekspresji badanych genow u pacjentdéw w pordwnaniu z grupg kontrolna, a
roznice dotyczace IL-13 byly istotne statystycznie. Dodatkowo, wyzszy poziom ekspresji tej cytokiny,
podobnie jak IL-4, zaobserwowalismy zwlaszcza u pacjentow z niekontrolowana astma atopowa.
Ekspresja genu IL-13 korelowala z poziomem immunoekspresji IgE w surowicy pacjentdw, co
sugeruje zwigzek nadekspres;ji 1L-13 z atopig. W przypadku IL-4 uzyskane przez nas wyniki wykazaty
dodatnig korelacje z poziomem ekspresji genu STAT6, co potwierdzito stymulujacy wptyw aktywacji
czynnika transkrypcji STAT6 na ekspresj¢ IL-4. Réwniez dodatnia korelacja pomigdzy poziomem
ekspresji 1L-13, poziomem ekspresji i immunoekspresji STAT6 oraz poziomem IgE w surowicy
pacjentow wskazata na role tych genow i biatek w przebiegu astmy. Nadekspresja genow STAT6 i IL-
13 moze w przyszlosci stac si¢ celem inhibicji w terapii pacjentéw z atopowa astma. Wyniki badania

zostaly przedstawione takze w formie doniesienia zjazdowego (zalgcznik 4, pkt Il B, poz. 49).
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Materiatem badawczym uzyskanym od pacjentéw chorujacych na astme oskrzelowa byl takze
ptyn z poptuczyn oskrzelowo-pgcherzykowych (BALF, bronchoalveolar lavage fluid), z ktorego
pozyskiwalismy makrofagi do dalszych badan. Moim zadaniem byta standaryzacja metody
immunoprecypitacji chromatyny (ChlP, chromatin immunoprecipitation) i izolacji DNA zwigzanego z
acetylowanymi histonami H4 oraz analiza stopnia acetylacji histonow. Z makrofagéw izolowalismy
takze bialka jadrowe w celu oceny poziomu immunoekspresji deacetylaz histonowych (HDAC) 1, 2 i
8 metoda ELISA. Celem tych badan byla analiza zmian epigenetycznych zwigzanych z przebudowa
chromatyny i majacych wptyw na regulacje proceséw na poziomie komorki, co badaliSmy oceniajgc
poziom ekspresji wybranych genow (GM-CSF, IL-8), jak rowniez poszukiwanie biomarkeréw
molekularnych wspomagajacych kliniczng  klasyfikacje chorych (astma kontrolowana i
niekontrolowana), markeréw skorelowanych z ryzykiem zaostrzen, przydatnych w monitorowaniu i
leczeniu chorych z astmg oskrzelowa. Wyniki badan zostaty juz opracowane, a manuskrypt wystany
do czasopisma (zafgcznik 4, pkt 1l A, poz. 22), natomiast z zakresu tej tematyki wspotuczestniczytam
w napisaniu dwoch prac pogladowych, z ktorych jedna dotyczy czynnikow molekularnych
(genetycznych i epigenetycznych) zwigzanych z oporno$cig na glukokortykoidy obserwowang u
pacjentdw chorujacych na astme oskrzelowa (zalgcznik 4, pkt Il D, poz. 12), a druga opisuje zwigzek
pomigdzy zmianami epigenetycznymi wplywajacymi na remodeling chromatyny a dziataniem
receptora glukokortykoidowego (zafgcznik 4, pkt II A, poz. 26). Lepsze rozumienie mechanizmow
epigenetycznych w przebiegu astmy moze sta¢ si¢ podstawa do tworzenia nowych strategii
zapobiegania rozwojowi schorzenia lub spersonalizowanych metod terapeutycznych. Juz obecnie, w
oparciu 0 poznawane mechanizmy epigenetyczne, tworzone sg nowe strategie leczenia wielu schorzen,
w tym astmy oskrzelowe;j.

Obecnie, moje zainteresowania badawcze zostaly nakierowane na badanie roli miRNA w
karcynogenezie pluca. Kontynuacja tej bardzo interesujgcej tematyki (zalgcznik 4, pkt I B, poz. 2 —
publikacja wchodzaca w sklad osiggnigecia naukowego) jest dalsza analiza poziomu ekspresji
kolejnych miRNA (miR-20a, miR-17) oraz docelowych dla nich genow: metaloproteinazy 2 macierzy
zewnatrzkomorkowej (MMP-2) i tkankowego inhibitora metaloproteinaz (TIMP-3) w tkance
niedrobnokomoérkowego raka ptuca. Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej (MMP) to
endoproteinazy, ktore degradujg biatkowe sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM). Zmiany w
strukturze ECM towarzysza wielu procesom fizjologicznym, a aktywno$¢ enzymow jest regulowana
na poziomie transkrypcji, aktywacji prekursorowych zymogenoéw proMMP i oddzialywan z
endogennymi inhibitorami (TIMP). Zaburzenia réwnowagi w uktadzie MMP/TIMP wptywaja na
rozw¢j wielu chorob, miedzy innymi nowotworow. Cel badania wpisuje si¢ w poszukiwanie panelu
markerow molekularnych (miRNA) zwigzanych z wczesnym etapem rozwoju NSCLC, jak rowniez —
ze wzgledu na duzg heterogenno$¢ podtypdéw NSCLC — rdéznicujacych jego podtypy

histopatologiczne. Ustalenie panelu markeréw o znaczeniu diagnostycznym i prognostycznym bedzie
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mialo istotne znaczenie wspomagajac wczesne rozpoznanie zmian nowotworowych w tkance ptuca,
jak rowniez zwigkszy szanse na opracowanie w przysztosci indywidualnej terapii celowane;.

Z zakresu roli miRNA w karcynogenezie ptuca, analizowaliSmy réwniez poziom ekspresji miR-
34a, mir-141, miR-143 i miR-217 korelujac uzyskane wyniki z poziomem ekspresji ich genow
docelowych: RARS | FHIT. Materialem biologicznym byta tkanka ptuca pobrana ze zmiany pierwotnej
(NSCLC) oraz marginesu operacyjnego (grupa kontrolna). ZaobserwowaliSmy obnizenie poziomu
ekspresji obydwoch genoéw supresorowych (RARS w 52% prob, FHIT w 45% prob) oraz miR-34a
(63%) i miR-143 (71%), natomiast poziom ekspresji miR-141 i miR-217 byl podwyzszony
(odpowiednio w 63% i 72% prob). W grupie NSCLC stwierdziliSmy dodatnig korelacje miedzy
poziomami ekspresji FHIT i miRNA-217, co moze sugerowac ich wzajemny regulatorowy zwiazek.
Ponadto, na podstawie uzyskanych wynikow mozemy wnioskowaé, ze miR-141 i miR-217 moga
pehi¢ funkcje onkogenng w przebiegu NSCLC, a miR-34a i miR-143 — funkcj¢ supresorowg. Wyniki
badania zostaty zaprezentowane w formie doniesienia zjazdowego (zalgcznik 4, pkt Il B, poz. 61).

Informacje na temat roli petnionej przez miRNA w roéznych typach nowotworéw s3 cenne z
punktu widzenia terapii. Celem terapii moga by¢ miRNA ulegajace zarowno podwyzszonej, jak i
obnizonej ekspresji. Antysensowne oligonukleotydy komplementarne do dojrzatych miRNA
(antagomiry) moga powodowac ich inhibicjg, tak wiec skutkiem wprowadzenia takich czasteczek do
tkanek nowotworowych bedzie przywrdcenie ekspresji wyciszanego wezesniej supresora nowotworu.
Natomiast obnizenie ekspresji miRNA w nowotworach moze by¢ kompensowane poprzez
wprowadzenie specjalnie zaprojektowanych wektorow zawierajacych kasety ekspresyjne miRNA,
wowczas podwyzszenie ekspresji miRNA spowoduje wyciszenie onkogenu, a tym samym obnizenie
proliferacji i wzrost apoptozy komérek nowotworowych.

Od grudnia 2015 roku pehie¢ funkcj¢ p.o. kierownika Uczelnianego Laboratorium Antropometrii
Trojwymiarowej CDUM w Lodzi. W laboratorium mozliwe jest dokonanie takich pomiarow, jak
analiza sktadu ciata czy skan 3D catego badz fragmentu ciala z wykorzystaniem wysoce
specjalistycznej aparatury. Efektem badan wykonanych w 2016 roku byly prace oryginalne
prezentowane na Kongresie Naukowym Polskiego Towarzystwa Medycyny Sportowej (23.09-
24.09.2016, L.odz):

1. Metoda bioimpedancji i antropometrii 3D jako monitorowanie wplywu treningu oraz diety na
remodeling ciata u kobiet trenujacych fitness. Autorzy: D. Domanska-Senderowska, A. Jegier, P.
Kulesza, A. Michalski, E. Brzezianska-Lasota

2. Ocena efektow remodelingu ciata pod wptywem réznych form treningu i personalnie
zbilansowanej diety — metoda bioimpedancji i antropometrii 3D. Autorzy: D. Domanska-

Senderowska, A. Michalski, E. Brzezianska-lLasota
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3. Ocena przebudowy ciata oraz sity mi¢sniowej u zawodnikow trenujacych tyzwiarstwo szybkie
po wybranym cyklu treningowym. Autorzy: D. Domanska-Senderowska, A. Jegier, A. Jabtonska, G.
Padula, K. Kopacz, M. Fronczek-Wojciechowska, A. Michalski, E. Brzezianska-Lasota

W ostatnim czasie jestem takze zaangazowana w badania molekularne z zakresu sportu.
Interesujace nas zagadnienia to czynniki genetyczne i epigenetyczne warunkujace wydolnos¢ i procesy

adaptacji do wysitku u sportowcow (zalgcznik 4, pkt III B, poz. 66-68).
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Efekty mojej dotychczasowej pracy naukowej obejmuja wspétautorstwo 36 publikacji
oryginalnych, w tym 30 w czasopismach naukowych posiadajacych Impact Factor, znajdujacych si¢ w
bazie Journal Citation Reports (JCR) oraz 10 publikacji pogladowych, w tym 4 w czasopismach
naukowych posiadajacych Impact Factor, znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR).
Sumaryczny IF wedlug roku publikacji wynosi 70,547 (w tym 22,002 przypada na
pierwszoautorskie prace oryginalne). Indeks Hirscha wynosi 7 (WoS Core Collection, czerwiec
2017). Lacznie liczba cytowan prac wynosi 207 (WoS Core Collection, czerwiec 2017).

Bratam udzial w 21 projektach badawczych, w tym:

- 12 krajowych finansowanych ze srodkéw zewnetrznych: Grant KBN (9), Grant MNiSW (1),

Grant NCN (2)
- 9 finansowanych ze srodkéw MNiSW na dziafalnos¢ statutowa (tzw. prace wlasne UM oraz
projekty naukowe dla mtodych pracownikéw nauki i studentéw studiow doktoranckich UM).
Za swoja dzialalno$¢ naukowg zostatam kilkukrotnie nagrodzona przez Rektora Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi Nagrodg dla Nauczycieli Akademickich (nagrody zespotowe I-go stopnia w
latach: 2013, 2014, 2016).
Pelny wykaz opublikowanych prac naukowych oraz prac prezentowanych na konferencjach
zagranicznych i krajowych, a takze informacje dotyczace osiagnie¢ dydaktycznych, wspotpracy

naukowej i popularyzacji nauki zostaly zamieszczone w Zataczniku 4.
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