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Tabela 1. Dane naukometryczne dotyczace cyklu publikacji wchodzacych w sktad osiggniccia
naukowego stanowigcego podstawe do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego oraz
wszystkich publikacji z kolekcji Web of Science.

Cykl 7 publikacji wchodzacych w
sktad osiagni¢cia naukowego

Wszystkie publikacje z kolekcji Web
of Science* (42)

IF z roku poprzedzajacego | 26,315 111,971
publikacje

5-letni IF z roku | 28,798 124,947
poprzedzajacego publikacje

punkty ministerialne 395 1896
liczba cytowan 75 (61) 389 (363)
(bez autocytowan)

h-index 4 12

*stan na dzien 27.07.2021

Opis osiagniecia naukowego stanowiacego podstawe do ubiegania si¢ o
nadanie stopnia doktora habilitowanego

Wstep

W sktad osiggnigcia naukowego wchodzi cykl siedmiu publikacji, obejmujacy trzy
prace metodyczne, trzy prace eksperymentalne i jedng prace przegladowa. Powigzania
pomiedzy poszczegdlnymi publikacjami przedstawia schemat na Ryc. 1.
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Rycina 1. Schemat powigzan pomiedzy publikacjami wchodzacymi w sktad osiagnigcia.



Elementem tgczacym wszystkie prace jest model badawczy - ostra biataczka szpikowa
(ang. acute myeloid leukemia, AML). Badania zostaly wykonane w dwoch jednostkach, z
ktorymi bytam zwigzana umowa o prace — Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii
Nauk (ICHB PAN) oraz w Katedrze i Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Ostra biataczka szpikowa nalezy do najbardziej agresywnych chordb rozrostowych
uktadu krwiotworczego cztowieka. Podobnie jak nowotwory lite charakteryzuje si¢
zaburzeniami réznicowania komorek, ich nadmierng proliferacjg i zahamowaniem apoptozy.
W AML nieprawidtowe komorki powstaja w wyniku zaburzen procesu hematopoezy w szpiku
kostnym (Ryc. 2). Niedojrzate prekursory biatych krwinek, tzw. blasty, namnazajg si¢ w
szybkim tempie, a nastepnie przedostajg si¢ do krwi obwodowej uposledzajac funkcjonowanie
nie tylko uktadu krwiotworczego, ale i catego organizmu. Pierwsze objawy sa zwykle mato
specyficzne — ostabienie, zawroty glowy, zastabniecia, siniaki, krwawienia z nosa i dzigset,
zakazenia bakteryjne i1 grzybicze. W badaniu krwi obserwuje si¢ podwyzszong liczbe
leukocytow, niedokrwisto$¢, matoptytkowosc¢ i neutropenie¢ (Provan D et al., 2007). AML jest
chorobg heterogenng, ktorej zrodlem sa rézne rodzaje komoérek progenitorowych linii
mieloidalnej. Odzwierciedla to klasyfikacja FAB (French-American-British) oparta przede
wszystkim na cechach morfologicznych komorek (Tabela 2) (Bennet JM et al., 1976).
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Rycina 2. Schemat hematopoezy z zaznaczonym rozdziatem na lini¢ mieloidalng (na lewo od zielonej
kreski) 1 limfoidalng (na prawo od zielonej kreski). Zaburzenia roznicowania komorek w obrebie obu
linii prowadza do rozwoju m.in. ostrych biataczek, tj. AML i ALL (zrodto: Williams Hematology, 6th
edition. Copyright McGraw-Hill, adaptive drawing by David Sabio).



Tabela 2. Klasyfikacja FAB (French-American-British) ostrej biataczki szpikowe;.

llzg\déyp Nazwa polska Nazwa angielska Typowe cechy
Ostra biataczka undifferentiated  acute blasty z cechami linii mieloidalnej i
MO szpikowa mveloblastic leukemia limfoidalnej, CD13+, CD33+, CD11b+,
niezro6znicowana Y CD11lc+, CD14+, CD15+
ostra biataczka | acute myeloblastic | monomorficzna populacja mieoloblastow,
M1 mieloblastyczna  bez | leukemia with minimal | MPO+, CD13+, CD33+, CD117+,
cech dojrzewania maturation CD34+/-,
. .| ok. 10% komoérek w stadium powyzej
ostra biataczka | acute _ myeloblas_tlc micloblastu, MPO+, CD34+/-, CD13+,
M2 mieloblastyczna z | leukemia with CD15+ HLA-DR+/-  Sudan black+
cechami dojrzewania maturation CD117+, 1(8:21)
ostra biataczka | acute  promyelocytic niski ~poziom leukocytow = we krwi,
M3 . . nietypowe promielocyty, CD13+, CD33+,
promielocytowa leukemia (APL)
HLA-DR-, CD34-, t(15;17)
granulocyty i monocyty w roéznych
M4 ostra biataczka | acute myelomonocytic | proporcjach i stadiach rozwoju, CD13+,
mielomonocytowa leukemia CD15+, CD33+, CD1llb+, CDl1lc+,
CD14+, CD64+, CD4+
- 5 - - -
ostra bialaczka | acute myelomonocytic | ™R 370 komérek  to nieprawidtowe
M4eos mielomonocytowa  z | leukemia with | €ozynofile z jadrami monocytoidalnymi i
cozvnofili cosinophilia nietypowymi  ziarnisto§ciami,  inv(16),
ynotilia P del(16q)
komorki biataczkowe to monoblasty i
M5 ostra biataczka | acute monocytic | promonocyty, CD14+, CD68+, CD4+,
monocytowa leukemia CD11lc+, HLA-DR+, CD64+, t(9;11),
del(11), 1(6;11), 1(8;16)
. . | dysplastyczne komorki erytroidalne i
M6 grStrtarloidalna biataczka ?ﬁlﬁimia erythroid mieloblasty, CD13+, CD33+, CD15+,
Y glikoforyna A+, glikoforyna C+
M7 ostra biataczka | acute megakaryoblastic | megakarioblasty, CD41+, CD61+, CD42+,
megakarioblastyczna leukemia CD13+, CD33+, CD34+

Nieleczona AML prowadzi do $mierci w ciggu kilku tygodni, a skuteczno$¢
chemioterapii, stosowanej w prawie niezmiennej formie od ponad 40 lat, ksztattuje si¢ na
poziomie 40-45% w przypadku osob miodych i zaledwie 10-20% w przypadku pacjentow
powyzej 65 roku zycia (Bose P et al., 2017). Bardzo czg¢sto dochodzi do wznowy choroby oraz
opornos$ci na terapi¢. Jedynym skutecznym sposobem leczenia jest allogeniczny przeszczep
szpiku, ale nie wszyscy pacjenci mogg si¢ poddac tej procedurze. Z tego wzgledu sporo wysitku
na catym $wiecie wlozono w badania zwigzane z patogeneza, rozwojem i terapiag AML. Mimo
iz nie jest to choroba tak czesta jak np. rak ptuca czy piersi, AML nalezy do najczesciej
badanych choréb nowotworowych, co pokazalam w opublikowanej w 2019 r. pracy
przegladowej (Handschuh L, 2019, poz. 4.6 cyklu publikacyjnego wchodzacego w sktad
osiggnigcia naukowego). Ze wzgledu na dostepnos¢ materialu do badan (czgsto wystarczy
probka krwi) AML stala si¢ choroba modelowa, na przyktadzie ktorej pokazano po raz pierwszy
zastosowanie w diagnostyce analizy ekspresji genéw za pomocg mikromacierzy (Golub et al.,
1999). Do pacjentki z AML nalezat takze pierwszy na $wiecie zsekwencjonowany genom
nowotworowy (Ley TJ et al. 2008). Dotychczas zidentyfikowano i scharakteryzowano liczne
mutacje, ktore maja wptyw na rozwdj i przebieg choroby, a cze$¢ z nich znalazta zastosowanie
jako czynniki diagnostyczne i prognostyczne w praktyce klinicznej, co uwzgledniono w
nowszej klasyfikacji WHO (ang. World Health Organization) (Tabela 3) (WHO 2008, Arber



DA et al., 2016). Pomimo intensywnych badan w niewielkim stopniu udato si¢ poprawic
skuteczno$¢ leczenia AML i tylko dla jednego z podtypéw (AML M3, APL z PML-RARA)
opracowano terapi¢ celowana, pozwalajaca na uzyskanie remisji catkowitej u 90-95%
pacjentéw (Sanz MA et al., 2009 1 2019).

Tabela 3. Klasyfikacja AML i nowotworéw mieloidalnych wg WHO (ang. World Health Organization)
(2008 i 2016).

AML z powtarzajacymi si¢ zmianami genetycznymi
AML z 1(8;21)(g22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
AML z inv(16)(p13.1922) lub t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
APL z PML-RARA
AML z 1(9;11)(p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
AML z 1(6;9)(p23;934.1); DEK-NUP214
AML z inv(3)(q21.3g26.2) lub t(3;3)(q21.3;926.2); GATA2, MECOM
AML (megakarioblastyczna) z t(1;22)(p13.3;g13.3); RBM15-MKL1
kategoria tymczasowa:: AML z BCR-ABL1
AML ze zmutowanym NPM1
AML z mutacja bialleliczng w CEBPA
kategoria tymczasowa: AML ze zmutowanym RUNX1

AML zwiazana ze zmianami mielodysplastycznymi

Nowotwory mieloidalne zwigzane z terapia (wtérne)

AML niesklasyfikowana gdzie indziej
AML z minimalnym dojrzewaniem
AML bez cech dojrzewania
AML z dojrzewaniem
ostra biataczka mielomonocytowa
ostra biataczka monoblastyczna/monocytowa
ostra biataczka erytroidalna
ostra biataczka megakarioblastyczna
ostra biataczka bazofilna
ostra panmieloza z mielofibroza

Miesak granulocytarny

Choroby mieloproliferacyjne zwigzane z zespolem Downa
Przejsciowa nieprawidtowa mielopoeza
biataczka szpikowa zwigzana z zespolem Downa

Cele badan

Gléwnym celem prowadzonych przeze mnie badan byta charakterystyka transkryptomu
komorek biataczkowych typowych dla AML, najpierw ogolna i kompleksowa, a nast¢pnie
szczegblowa, nakierowana na konkretne geny i ich transkrypty alternatywne. Dodatkowym
celem byto poszukiwanie w transkryptomach nowych czynnikéw zwigzanych z patogeneza
AML. Osobnym wyzwaniem bylo przygotowanie warsztatu metodycznego, obejmujgce
stworzenie odpowiednich narzedzi badawczych oraz wybor i optymalizacje metod stuzacych
do analizy wynikoéw. Kolejnym celem bylo powigzanie zmian we wzorach ekspresji genow z
danymi klinicznymi w celu identyfikacji potencjalnych biomarkerow o znaczeniu
diagnostycznym i rokowniczym. Aby osiagng¢ ten cel niezb¢dna byta Scista wspotpraca z
lekarzami hematologami i charakterystyka kliniczna pacjentoéw, ktorzy wyrazili zgod¢ na udziat
w badaniu. Konieczne byto takze monitorowanie loséw pacjentow przez kolejne lata. Pelna
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charakterystyka molekularna nowotworu obejmuje rowniez identyfikacje mutacji
somatycznych, dlatego odrebnym zadaniem, jakiego si¢ podjetam byta analiza eksomoéw
pacjentow w celu okreslenia profilu mutacji w genach kodujacych biatka. Chciatam sprawdzié¢
czy obecno$¢ poszczegdlnych mutacji wigze si¢ ze zmianami w profilu ekspresji genow.
Dodatkowym zadaniem bylo znalezienie relacji pomi¢dzy poziomem ekspresji genéw 0raz
poziomem akumulacji biatek, ktory badali§my réwnolegle u tych samych pacjentoéw za pomoca
metod proteomicznych (prace Luczak et al., 2012, Kazmierczak et al., 2013).

Metodyka

Majac do dyspozycji bogate zaplecze aparaturowe Pracowni Genomiki ICHB PAN
mogtam skorzysta¢ z nowoczesnych metod badania transkryptomu takich jak mikromacierze
(ang. microarrays), sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next generation sequencing,
NGS) oraz techniki ilosciowego RT-PCR (ang. reverse transcription - polymerase chain
reaction), w tym emulsyjnego PCR (ddPCR, ang. droplet digital PCR). Wykorzystalam
rowniez mozliwo$¢ identyfikacji mutacji w DNA pacjentow za pomoca metody MLPA (ang.
multiplex ligation-dependent probe amplification) oraz sekwencjonowania eksomow (ang.
whole exome sequencing, WES). Rozwijajac wlasny warsztat badawczy i wspolpracujac z
innymi osobami z ICHB PAN, Uniwersytetu Medycznego oraz Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu, opracowatam trzy autorskie metody, ktore zaowocowaly publikacjami
wchodzacymi w sklad osiaggnigcia naukowego (poz. 1-3). Pierwsza dotyczyla wyboru
optymalnej metody normalizacji danych pochodzacych z matych drukowanych mikromacierzy
(poz.1), druga metody detekcji mutacji w genie NPM1 (poz. 2), a trzecia metody oceny
efektywnosci wzbogacania bibliotek DNA w eksomy (ang. exome-enrichment) przed ich
sekwencjonowaniem.

Opracowanie narzedzi

Pierwszym narzedziem, ktorego uzylam do analiz transkrytpomicznych byty
mikromacierze DNA. Poniewaz podobne badania byly juz wczesniej prowadzone z
zastosowaniem macierzy petnogenomowych, w projekcie zaplanowaliSmy stworzenie
wlasnego narzedzia, jakim byly male mikromacierze dedykowane AML. Jednym z moich
pierwszych zadah byl przeglad literatury i dokonanie selekcji genow, ktorych ekspresja miata
by¢ analizowana za pomoca mikromacierzy. Kolejnym krokiem byta produkcja samych
mikromacierzy na szkietkach z zastosowaniem przeznaczonej do tego celu drukarki. Tak
przygotowane narzg¢dzie postuzyto do hybrydyzacji wyznakowanych fluorescencyjnie probek
cDNA, uzyskanego na matrycy RNA wyizolowanego z komoérek krwi i/lub szpiku pacjentow
oraz zdrowych ochotnikdw, stanowigcych grupe kontrolng. Caty eksperyment byt bardzo
ztozony 1 czasochlonny i wiele czynnikow wpltywato na jako$¢ rezultatéw koncowych,
widocznych dopiero na etapie skanowania mikromacierzy. W trakcie prac pojawily si¢
réznorodne problemy techniczne, z ktérymi musiatam si¢ zmierzy¢. Réwniez analiza danych z
malych macierzy drukowanych, czasem okreslanych terminem ,,boutique arrays”, okazata si¢
niezwykle ztozona. Nawet w przypadku mikromacierzy dostepnych komercyjniec wybor
metody normalizacji danych nie pozostaje bez wptywu na wyniki analiz, co pokazaliSmy w
pracy opublikowanej w roku 2011 (Schmidt MT et al., 2011). Z tego wzgledu zdecydowalismy
si¢ opracowac¢ wlasng strategie wyboru metody normalizacji danych pochodzacych z matych
mikromacierzy drukowanych, opisang w pracy Uszczynskiej B. et al. (2013) (poz. 4.1 cyklu
publikacyjnego wchodzacego w sktad osiagniecia naukowego), ktorej jestem autorem



korespondencyjnym wspolnie z prof. dr hab. Piotrem Koztowskim. PrzetestowaliSmy w niej 13
réznych metod normalizacji danych pochodzacych z trzech typow matych drukowanych
mikromacierzy. Testowane metody normalizacji dostepne byty w postaci tzw. pakietow (ang.
packages) R Bioconductor, wigc ich zastosowanie wymagalo zaawansowanej znajomosci
srodowiska R 1 Bioconductora (www.bioconductor.org). Dwa typy macierzy, jeden
dedykowany AML, drugi astmie i alergii, zostaty wydrukowane przeze mnie w Pracowni
Genomiki, z zastosowaniem drukarki do mikromacierzy SpotArray 24 (Perkin Elmer).
Wszystkie wykorzystane w pracy eksperymenty mikromacierzowe zwigzane z AML
wykonatam osobiscie od poczatku do konca, natomiast w eksperymentach zwigzanych z astma
i alergig, przeprowadzanych w ramach projektu kierowanego przez dr hab. Michata
Sikorskiego, prof. ICHB PAN, uczestniczyta jego doktorantka, Wiestawa Woronowicz. Trzeci
zestaw danych pochodzit z publikacji Oshlack et al (2007). Analizg danych i ich wizualizacja
zajmowala si¢ grupa wspolpracujacych ze mnag bioinformatykow w skladzie: Barbara
Uszczynska (wowczas doktorantka dr hab. Piotra Koztowskiego, prof. ICHB PAN), dr Joanna
Zyprych-Walczak i doktorantka Alicja Szabelska, pracujace w Katedrze Metod
Matematycznych 1 Statystycznych Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod opieka prof.
ldziego Siatkowskiego. Razem z dr hab. Piotrem Koztowskim ocenialismy efekty ich prac,
dyskutowali$my nad wynikami i uczestniczyliSmy w tworzeniu manuskryptu, ktérego pierwsza
wersje opracowala B. Uszczynska. Pozostali wspotautorzy zapewniali dodatkowy nadzor
merytoryczny. W pracy zaproponowalismy szereg kryteriow ulatwiajacych wyboér metody
optymalnej dla danego zbioru danych. Opracowanie to utatwilo mi analiz¢ danych do
pozniejszej publikacji eksperymentalnej (Handschuh L et al. 2018, poz. 4.4 cyklu
publikacyjnego wchodzacego w sktad osiggniecia naukowego).

Poniewaz w trakcie realizacji projektu poswieconego AML ukazaly si¢ prace
postulujgce istotny udzial w patogenezie AML mutacji somatycznej w genie NPM1 (Falini et
al., 2005 i 2007) postanowitam sprawdzi¢, ktorzy z pacjentdw stanowigcych nasza grupe
badang byli nosicielami tej mutacji. NPM1 koduje wielofunkcyjne biatko nukleofozmine, ktéra
uczestniczy w takich procesach jak biogeneza rybosomoéw, embriogeneza, transport RNA i
biatek, replikacja i naprawa DNA, regulacja struktury chromatyny, podziatéw komorkowych i
apoptozy (Falini B et al., 2010, Box JK et al., 2016). W warunkach fizjologicznych biatko to
nieustannie krazy pomig¢dzy jadrem (gtéwnie jaderkiem) a cytoplazma (Falini B et al., 2009).
Zaburzenia poziomu ekspresji genu NPM1 wigzane sg z onkogenezg. Odkryta przez Faliniego
I wsp. mutacja, obecna u 25-35% pacjentow z AML, a praktycznie nie wystgpujaca w innych
nowotworach, to insercja 4 reszt nukleotydowych w koncowym fragmencie genu (Falini B et
al., 2005 i 2007). Powoduje ona przesunigcie ramki odczytu i zmiany w C-koncowym regionie
biatka, ktérych konsekwencja jest utrata sygnatu lokalizacji jaderkowej i zatrzymanie biatka w
cytoplazmie. W efekcie biatko nie moze peli¢ funkcji wymagajacych obecnosci w jadrze.
Mutacja ta, zaliczana do gtéwnych czynnikow sprawczych AML (ang. driver mutation), jest
jedng z najczesciej] wystepujacych zmian somatycznych w genomach pacjentow z AML. Jej
obecnos¢, przy braku mutacji FLT3-ITD, wiagze si¢ z korzystnym rokowaniem. Poniewaz
pacjenci z mutacjg w NPML1 prezentujg wspolne cechy kliniczne, a ich komorki biataczkowe
posiadaja charakterystyczny profil ekspresji genow kodujacych biatka oraz mikroRNA, AML
ze zmutowanym NPM1 zostata wyr6zniona jako osobny podtyp w klasytikacji WHO (Tabela
3) (Falini B et al., 2011). Wspolnie z dr Malgorzatg Marcinkowskg-Swojak i dr hab. Piotrem
Koztowskim, prof. ICHB PAN, opracowaliSmy nowa, oparta o0 MLPA metode identyfikacji
mutacji w NPML1, opisang w pracy Marcinkowskiej-Swojak et al., (2016) (poz. 4.2 cyklu


http://www.bioconductor.org/

publikacyjnego wchodzacego w sktad osiggniecia naukowego). W pracy tej jestem
rownorzednym pierwszym autorem. Opracowana przez nas metoda pozwala nie tylko na
detekcje trzech najczesciej wystepujacych w NPM1 typow mutacji (tzw. mutacji A, B oraz D)
bez koniecznosci sekwencjonowania genu, ale takze umozliwia jednoczesng ocen¢ zmian
liczby kopii (ang. copy number alterations, CNAS) tego genu w genomie. W przypadku
wykrycia mutacji mozliwe jest takze okreslenie wzglednej proporcji allelu zmutowanego
wzgledem dzikiego. W celu identyfikacji mutacji wyizolowalam genomowy DNA z
zamrozonych komorek krwi obwodowej lub szpiku Kkostnego pacjentow i poddatam go
sekwencjonowaniu metoda Sangera z zastosowaniem starterow okalajacych miejsce mutacji.
Rownolegle na tych samych probkach dr M. Marcinkowska-Swojak przeprowadzita
eksperyment wykorzystujacy opracowana przez nas metode MLPA. Wyniki obu
eksperymentdow byly ze soba zgodne, co potwierdzilo wiarygodno$¢ nowej metody.
Dodatkowo za pomoca sekwencjonowania Sangera wykryliSmy u pojedynczych pacjentow
dwie rzadkie mutacje (I oraz ZE). Jednoczesnie, korzystajac z danych z sekwencjonowania
transkryptomow AML badanych pacjentéw, ktoére wykonatam, przeprowadziliSmy dodatkowa
weryfikacje obecno$ci mutacji w transkryptach genu NPM1. W tym celu informatyk dr inz.
Pawet Wojciechowski, pracownik Instytutu Informatyki Politechniki Poznanskiej oraz
kierowanej przeze mnie Pracowni Genomiki ICHB PAN, stworzyl autorskie skrypty
pozwalajace na ekstrakcje i wizualizacj¢ odczytow NGS zmapowanych do miejsca mutacji. W
badaniach uczestniczyt takze magistrant Kamil Tomaszewski, student biotechnologii
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, wykonujacy pod moja opieka swojg prace
magisterskg, oraz dr Michat Goralski, pracownik techniczny Pracowni Genomiki. K.
Tomaszewski nie tylko obronil swoja prace z oceng bardzo dobra, ale zostal réwniez
wspolautorem publikacji. Nad manuskryptem pracowali§my wspolnie z dr M. Marcinkowska-
Swojak i dr hab. P. Kozlowskim, pozostali wspotautorzy zapewnili dodatkowy wktad
merytoryczny na etapie dyskusji wynikéw. Opisana praca nie byla wylacznie praca
metodyczng, czes¢ wynikowa zawierala bowiem rezultaty analiz czestosci wystgpowania
mutacji oraz informacje na temat liczby kopii genu NPM1 w badanej grupie pacjentow. Grupa
badana liczyta 83 osoby i uwzgledniata nie tylko rézne podtypy AML, ale takze kilka innych
schorzen uktadu rozrostowego krwi. Mutacje zostaty zidentyfikowane wylgcznie u pacjentow
z AML, przy czym czgstos¢ wystepowania mutacji wynosita 25%, co odpowiada dolnej granicy
zakresu czestosci tej mutacji w AML opisywanej w literaturze (Falini B et al., 2007). W
przypadku podtypu FAB M1 liczba mutacji byta najwyzsza (36%). Obecnos¢ mutacji w NPM1
skorelowalam z obecnos$cia mutacji FLT3-1TD oraz wyzszg liczbg biatych krwinek. W zadnym
przypadku nie stwierdzili$my zmian liczby kopii genu NPM1, przez co mozemy wnioskowac,
ze zmiany ekspresji genu NPM1, wykryte w AML w dwoch innych pracach z cyklu
sktadajacego si¢ na osiggnigcie (poz. 4.4 i 4.5), nie wynikajg ze zmian na poziomie genomu.
Charakterystyka badanej grupy pacjentow pod wzgledem statusu NPM1 umozliwita mi
wytonienie podgrup NPM1+ i NPM1- w analizach, ktoére wykonatam na potrzeby prac nr 4.4,
4514.7 (Ryc. 1).

Badania prowadzitam na materiale zbieranym w Katedrze i Klinice Hematologii i
Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu w
latach 2006-2013. Na poczatku tego okresu w szpitalu dopiero wprowadzano do diagnostyki
metody cytogenetyczne, a jedyng rutynowo badang (metodg PCR) mutacja w przypadku AML
byta duplikacja tandemowa w genie FLT3 (FLT3-ITD). Poniewaz od tego czasu ukazato si¢
wiele publikacji na temat wystgpowania W AML catego spektrum mutacji somatycznych, a ich
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wspotwystepowanie czg¢sto wplywa na rokowanie, postanowilam sprawdzi¢ jakie jeszcze
mutacje, poza tymi znalezionymi w NPM1 i FLT3, znajduja si¢ w genomach pacjentow z
badanej grupy. Aby zrobié to w sposob jak najbardziej kompleksowy zamierzatam wykorzystac
sekwencjonowanie pelnych eksomow pacjentéw. Srodki na sfinansowanie tego zadania udato
mi si¢ pozyska¢ w ramach grantu NCN MINIATURA pt. ,,Analiza eksomdéw pacjentdw z ostra
biataczka szpikowa” (nr DEC-2017/01/X/NZ2/01906). Aby jak najlepiej wykorzystaé te srodki
wspoélnie z prof. dr hab. Piotrem Koztowskim i jego doktorantka, Katarzyna Klonowska,
opracowatam metod¢ o nazwie MTTE (ang. Multipoint Test for Targeted-enrichment
Efficiency), stuzaca do oceny efektywnosci procesu wzbogacania bibliotek DNA w eksom. Jest
to metoda wykorzystujaca MLPA oraz rozdzial produktéw amplifikacji za pomoca
elektroforezy kapilarnej. Pozwala ona stwierdzié, czy biblioteka poddana wzbogaceniu nadaje
si¢ do sekwencjonowania. Dotychczas dostgpne do tego celu narzgdzia opieraty si¢ wytacznie
na metodach gPCR. Brak zastosowania tego rodzaju narze¢dzia sprawia, ze sukces procedury
wzbogacania mozna oceni¢ dopiero po wynikach sekwencjonowania, ktore jest metoda
kosztowna. Nieefektywne wzbogacenie powoduje, ze uzyskuje si¢ zbyt mate pokrycie
sekwencjonowanego DNA, niewystarczajace do stwierdzenia obecno$ci mutacji i caty
eksperyment trzeba powtorzy¢. Przygotowujac nowe narzedzie zaprojektowaliSmy sondy
specyficzne dla obszarow genomu zawierajacych geny oraz dla regionow pozagenowych. Do
przetestowania metody uzyliSmy trzech bibliotek DNA, ktore przygotowatam z dwdch probek
AML oraz jednej probki kontrolnej, a nastgpnie wzbogacitam w eksom za pomoca
rekomendowanego do tego celu zestawu odczynnikow TruSeq Exome Enrichment Kit
(IMlumina). Skuteczno$¢ metody MTTE potwierdzili$my za pomoca ilosciowego PCR oraz
przez porownanie z wynikami sekwencjonowania kazdej z badanych probek w trzech wersjach:
(1) przed wzbogacaniem; (2) po pierwszym i (3) po drugim etapie wzbogacania w eksom.
Uzyskane wyniki opisaliSmy w pracy Klonowskiej K. et al. 2016 (poz. 4.3 cyklu
publikacyjnego wchodzacego w sktad osiggnigcia naukowego). W pracy tej jestem drugim
autorem. Moj wkiad obejmowal udzial w planowaniu eksperymentéw 1 omawianiu ich
wynikoéw, a takze prace eksperymentalne zwigzane z przygotowaniem, wzbogacaniem i
sekwencjonowaniem bibliotek DNA.

Analiza transkryptomiczna AML z zastosowaniem mikromacierzy

Opanowanie  technologii  mikromacierzy —oraz  metod analizy  danych
mikromacierzowych pozwolito mi przejs¢ do kolejnego etapu prac, jakim bylo okreslenie
profilu ekspresji gendw u pacjentdéw z AML. Wyniki badan zostaty opublikowane w roku 2018
w International Journal of Oncology (poz. 4.4 cyklu publikacyjnego wchodzacego w sktad
osiggniecia naukowego). W pracy tej miatam wiodgcy udziat, co potwierdza fakt, ze jestem jej
pierwszym i korespondujacym autorem. Bratam udziat w pisaniu projektu, ktory sfinansowat
badania, wykonatam osobiscie wszystkie eksperymenty mikromacierzowe, nadzorowatam
prace dwojki studentow, ktorzy w ramach swoich prac magisterskich wykonali analizy real-
time PCR, przeanalizowatam wyniki, opracowatam rysunki i napisatam manuskrypt.

Zaprojektowane 1 wydrukowane przeze mnie mikromacierze zawieraly sondy
oligonukleotydowe komplementarne do ponad 900 genéw, kodujacych m.in. biatka zwigzane
z procesami rdéznicowania 1 dojrzewania komorek hematopoetycznych, apoptoza i
transformacja biataczkowa. Byly wérdd nich znane onkogeny, ale tez wiele genoéw, ktorych
udziat w rozwoju AML byt tylko postulowany. Jako kontroli pozytywnych uzylam sond
komplementarnych do genéw ludzkich o tzw. ekspresji konstytutywnej, kodujacych biatka
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niezb¢dne do podtrzymywania podstawowych funkcji komorki (ang. houskeeping genes).
Kontrole negatywne z kolei stanowity sondy zaprojektowane do wykrywania specyficznych
genow roslinnych i bakteryjnych. Zaréwno projekt mikromacierzy jak i dane uzyskane z ich
zastosowaniem zdeponowatam w ogolnodostepnej bazie ArrayExpress
(www.ebi.ac.uk/arrayexpress, nr akcesyjne A-MEXP-2220 i E-MTAB-5434), utworzonej i
prowadzonej przez Europejskie Laboratorium Biologii Molekularnej - Europejski Instytut
Bioinformatyki (ang. European Molecular Biology Laboratory - European Bioinformatics
Institute, EMBL-EBI). Badania przeprowadzone zostaly dla grupy 33 pacjentow, U ktérych
zdiagnozowano AML oraz 15 zdrowych ochotnikow. Aby zminimalizowaé heterogenno$¢
badanej grupy, zgodnie z zatozeniami projektu do badania wybraliSmy wylacznie pacjentow z
podtypami FAB M1 i M2. W przypadku tych podtypow AML blokada roznicowania komoérek
nastepuje na wczesnym etapie granulopoezy, a komorki biataczkowe stanowig zwykle
wickszos¢ komorek krwi i szpiku. RNA wyizolowany z badanych probek przepisywatam na
cDNA oraz znakowalam fluorescencyjnie. Dodatkowym czynnikiem, ktory miat redukowaé
zmienno$¢ techniczng bylo zastosowanie jako referencji RNA wyizolowanego z linii
komorkowej HL-60. W dwukanatowym eksperymencie mikromacierzowym wszystkie probki
badane, zarowno AML jak i kontrolne, byty znakowane tym samym barwnikiem (AlexaFluor
647) podczas gdy RNA pochodzacy z komoérek HL-60 innym barwnikiem (AlexaFluor 555).
Na kazdej mikromacierzy hybrydyzowatam jedng probke badang oraz probke referencyjng HL-
60. Mimo =zastosowanych zabiegéw nie ustrzegtam si¢ jednak szeregu problemow
technicznych, ktore sprawily, ze z ostatecznego zbioru mikromacierzy przeznaczonych do
analizy trzeba bylo odrzuci¢ blisko polowe, ktora nie speilniata przyjetych parametrow
jakosciowych.

Ostatecznie, na podstawie analizy wynikow ponad setki mikromacierzy wytonitam 83
geny o najbardziej zmienionym poziomie ekspresji w AML wzgledem probek kontrolnych
(ang. differentially expressed genes, DEGS). 43% gendéw z tego zbioru kodowato biatka
posredniczace w transdukcji sygnatow regulujacej takie procesy jak wzrost komorki,
proliferacja, adhezja i apoptoza. Co ciekawe 12% gendow kodowato biatka zwigzane z
organizacja 1 funkcjonowaniem cytoszkieletu, a 14,5% genoéw (wszystkie obnizone w AML)
biatka zwigzane z odpowiedziag immunologiczng i stanem zapalnym. Podwyzszony poziom
ekspresji wykazywaly geny kodujace znane biatka zwigzane z nowotworzeniem i transformacja
biataczkowa, np. CEBPA, KRAS, MYC, KIT, MYH11, MN1, MPO, SET czy HOXA10. Inne
geny stanowity potencjalne biomarkery, np. CDK6 kodujacy regulator cyklu komérkowego,
ANGPT1 kodujacy angiopoetyne, biatko regulujace proces angiogenezy, czy STMN1 kodujacy
statming, biatko regulujace szybkie zmiany w organizacji mikrotubul w odpowiedzi na
zmieniajace si¢ potrzeby komorki. STMN1, gen o najsilniej zwigkszonej ekspresji w AML w
naszych badaniach byt opisany w literaturze jako ulegajacy wysokiej ekspresji w ostrych
biataczkach, chtodnikach i intensywnie proliferujgcych komorkach (Rowlands DC et al., 1995,
Roos G et al., 1993). Z tego wzgledu rozwazany byt jako biomarker AML i potencjalny cel
terapeutyczny. Uzyskane przez nas wyniki potwierdzajg zasadno$¢ tych rozwazan. Dodatkowa
analiza z uzyciem metody real-time PCR potwierdzita statystycznie istotny wzrost poziomu
ekspresji STMN1 w AML wzglgdem zdrowych kontroli. Do gendéw o obnizonej ekspresji w
AML nalezaty m.in. geny kodujace biatka zwigzane z odpowiedzig obronng oraz regulatory
réznicowania i proliferacji komoérek (m.in. LYZ, LTB, IFITM, S100A9, PTPRE, TMSB4X).

Istotng warto$cig naszych badan bylo wskazanie potencjalnej roli innych czynnikow,
dotychczas nie wigzanych bezposrednio z patogenezg AML, takich jak wzrost ekspresji genow
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ENO1 czy RPLPO, raportowany w literaturze, ale dla innych nowotworow (Tsai ST et al., 2010,
Artero-Castro A et al. 2011), czy supresja kodujacego fikoling 1 genu FCN1, na temat ktorego
w momencie publikowania naszych wynikow nie byto zadnych doniesien w kontekécie AML.
Warto wspomnie¢, ze niedawno ukazata si¢ praca innego polskiego zespotu, ktory podejmuje
ten temat, postulujac stosowanie niskiego poziomu fikoliny 1, lektyny o wilasciwosciach
antybakteryjnych i antynowotworowych, w surowicy krwi jako biomarkera AML i cytujac
nasza prac¢ jako wspierajaca wyniki ich badan (Sokotowska et al., 2020). Autorzy
wspomnianej pracy dowiedli, ze poziom fikoliny 1 w surowicy jest obnizony w AML nie tylko
wzgledem zdrowych kontroli, ale takze wobec innych choréb nowotworowych uktadu
krwiotworczego (Swierzko et al., 2020).

Analiza przeprowadzona z zastosowaniem zaprojektowanej przez nas mikromacierzy
dedykowanej AML nie wykazata znaczacych réznic w profilu ekspresji genow pomiedzy
podgrupami pacjentéw, podzielonych ze wzgledu na podtyp FAB, status mutacji genu NPM1
(znany dzigki wynikom opublikowanym w pracy - poz. 4.2 cyklu wchodzacego w sktad
osiggniecia), FLT3-1TD i RUNX1/RUNXL1T1 oraz odpowiedz na leczenie. Jedynym genem o
statystycznie istotnej ro6znicy w poziomie ekspresji pomiedzy podgrupami pacjentow okazat si¢
CPA3, gen kodujacy karboksypeptydaze, specyficznie podwyzszony U pacjentdw z podwojng
mutacjg (FLT3"/NPM1%) wzgledem pozostalych pacjentow. Gen ten zidentyfikowano
wcezesniej jako czwarty na liScie gendw o najwyzszej ekspresji w grupie starszych pacjentow z
AML i obecnoscig mutacji FLT3-ITD (Whitman et al., 2010). Z zastosowaniem bardziej
czutych metod (real-time PCR, dd PCR) pokazaliSmy tez, ze poziom ekspresji trzech genow,
ANXA3, S100A9 oraz WT1, rdznit si¢ istotnie pomiedzy podtypem FAB M1 i M2. Analizujac
ekspresje poszczegdlnych genow w aspekcie obecnosci mutacji, zaobserwowatam najwyzszy
poziom ekspresji genu STMN1 u pacjentow z mutacjg FLT3-ITD, ale bez mutacji w NPM1,
genu ABL1 u pacjentéw z mutacjg FLT3-1TD, natomiast genu CAT u pacjentow bez tej mutacji,
niezaleznie od statusu NPM1. Ekspresj¢ genow CAT i WT1 mozna byto z kolei skorelowac z
odpowiedzig pacjentow na leczenie. Poziom CAT byt najwyzszy u pacjentow, ktorzy uzyskali
remisj¢ catkowita po zastosowaniu chemioterapii, natomiast poziom WT1 przeciwnie - byt tym
wyzszy im wigksza byta opornos¢ pacjentow na leczenie. Stwierdzitam tez korelacje pomigdzy
wysoka liczbg biatych krwinek (ang. white blood count, WBC) a podtypem FAB M1 oraz
obecnos$cig mutacji NPM1 i FLT3-ITD.

Odrebnym elementem opisywanej pracy bylo poréwnanie naszych rezultatow z
rezultatami innych badaczy, uzyskanych z zastosowaniem komercyjnych mikromacierzy, a
takze wynikow uzyskanych przez nas na poziomie transkryptomu z opublikowanymi wczesniej
wynikami badan proteomicznych przeprowadzonych dla tej samej grupy pacjentow (Luczak M
etal., 2012). Zgodnos¢ naszych wynikow z wynikami trzech innych badan transkryptomu AML
wynosita 47,8-51.9% 1 byla wyzsza niz zgodno§¢ wynikoéw pomiedzy trzema pordwnywanymi
z naszym zestawami danych. Wylonitam tez grupe 45 genéw o zgodnym trendzie ekspresji we
wszystkich badaniach, ktore okre§litam mianem najsilniejszych kandydatow na biomarkery
AML. Poréwnanie wynikéw transkryptomicznych i proteomicznych pokazato zgodnos$¢ na
poziomie ok. 50%, trzeba jednak doda¢, ze pordwnanie t0 mozna bylo przeprowadzi¢ tylko dla
niewielkiego podzbioru danych, dla ktorych dysponowalismy danymi zaréwno dla genu jak i
dla biatka. Jednym z najciekawszych wynikoéw byly te otrzymane metoda ddPCR dla genu
ANXAS, ktérego poziom byt statystycznie istotnie wyzszy u pacjentéw z podtypem FAB M2 w
poréwnaniu z M1. Odpowiadato to w pelni wnioskom ptynacym z analiz proteomicznych, ktore
wskazaty aneksyne 3 jako jedno z pieciu biatek roznicujacych oba podtypy choroby.
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Przy okazji, przygotowujac si¢ do badan metodami real-time PCR, przeprowadzitam
wstepna analize ekspresji czterech genéw (ACTB, GAPDH, PGK1 i PPIA) uwazanych za geny
0 tzw. konstytutywnej ekspresji i w zwigzku z tym powszechnie stosowanych jako geny
referencyjne. Okazalo si¢, ze tylko dwa z nich, PGK1 i PPIA, cechowaty si¢ stabilng ekspresja
w badanych probkach, natomiast GAPDH znalazl si¢ na liscie genow réznicujacych AML i
zdrowe kontrole. Pokazuje to jak bardzo istotna jest selekcja optymalnego genu referencyjnego.
Dos$wiadczenia te wykorzystatlam réwniez w kolejnej pracy, w ktorej uzytam metody ddPCR
do oceny poziomu ekspresji alternatywnych transkrytpéw genu NPM1. Eksperymenty real-time
PCR wykonane zostaly przez dwoje magistrantow (Marzene Wojtaszewska i Marka
Milewskiego) i staty si¢ tematem ich prac magisterskich.

Badanie poziomu ekspresji alternatywnych transkryptow genu NPM1

Poniewaz wyniki analizy mikromacierzowej pokazaty, ze NPM1, jeden z najczgsciej
zmutowanych genow w AML, ulegal w komorkach biataczkowych badanych przez nas
pacjentdow podwyzszonej ekspresji, postanowitam blizej przyjrze¢ si¢ temu zagadnieniu.
Dotychczasowe dane literaturowe wskazywaty na wysoka ekspresjc NPM1 raczej w guzach
litych (referencje nr 19-27 z pracy — poz. 4.5 cyklu), natomiast w AML wigkszg wage
przywigzywano do obecnosci mutacji zmieniajacej lokalizacje wewnatrzkomorkowa biatka. Z
przegladu literatury wynikato, ze w wyniku alternatywnego splicingu w komorkach powstaja
co najmniej trzy rozne transkrypty genu NPM1, natomiast bazy danych pokazywaty ich r6zna
liczbe (8 wg NCBI Gene, 12 wg Ensembl). Dane eksperymentalne na temat poziomu ekspresji
poszczeg6lnych transkryptow byly bardzo skape i ograniczaty si¢ do dwoch, rzadziej trzech
transkryptow (Zajac M et al., 2017). Co wigcej, w nomenklaturze kodowanych przez nie
izoform biatek panowatl chaos. Praca, ktérej si¢ podjelam miata na celu uporzadkowanie
informacji w tym zakresie oraz dostarczenie nowych danych na temat wzglednego poziomu
ekspresji poszczegélnych transkryptow NPM1. Do tego celu postanowitam uzy¢ techniki
emulsyjnego (ddPCR). Poréownujac sekwencje genu oraz jego izoform zaprojektowatam trzy
pary starterow, za pomoca ktorych precyzyjnie okreslitam poziom ekspresji trzech
alternatywnych transkryptow, NPM1.1, NPM1.2 oraz NPM1.3 w grupie 66 pacjentow i 16
zdrowych ochotnikow.

Grupa pacjentow liczyta 57 oséb ze zdiagnozowang AML (FAB M0-MS5), 8 osob z ostrg
biataczka limfoblastyczng typu B (ang. acute lymphoblastic leukemia, B-cell type, ALL-B) i
jedna osobe z tzw. ostrg biataczkg bifenotypowa (ang. biphenotypic acute leuekmia),
prezentujacg cechy typowe zaréwno dla AML jak i ALL. We wszystkich probkach transkrypt
NPML1.1 charakteryzowat si¢ najwyzsza ekspresja. Poziom NPM1.1 byt ok. 30-krotnie wyzszy
od poziomu NPM1.2 oraz 3-krotnie wyzszy od NPM1.3. Transkrypt NPM1.3, kodujacy krétsza
izoforme biatka, jest pozbawiony ostatniego eksonu, w ktorym zlokalizowane jest najczestsze
miejsce mutacji. W obu rodzajach ostrej biataczki ekspresja wszystkich trzech transkryptow
byla podwyzszona wzglgdem zdrowych kontroli. Pomi¢dzy probkami AML i ALL oraz
pomiedzy podtypami AML nie stwierdzitam istotnych réznic. Obecno$¢ mutacji w NPM1
miata statystycznie istotny zwiazek z poziomem akumulacji wylacznie jednego transkryptu,
NPML1.2, ktéry byt obnizony w probkach z mutacja do poziomu podobnego do obserwowanego
u osob zdrowych. Wysoka ekspresjc NPM1.1 oraz NPM1.3 w momencie diagnozy
skorelowatam z krotszym okresem przezycia wolnego od choroby (ang. disease-free survival,
DFS), a NPM1.1 takze z krotszym okresem catkowitego przezycia (ang. overall survival, OS)
badanych pacjentow. Z klinicznego punktu widzenia istotna byta takze informacja o spadku
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ekspresji wszystkich trzech transkryptow NPM1 w trakcie remisji catkowitej oraz ponowny
wzrost ekspresji w czasie wznowy choroby. U pacjentow opornych na chemioterapie¢ wysoki
poziom transkryptoéw NPM1 utrzymywat si¢ takze po leczeniu.

Poniewaz dla czg$ci badanych pacjentow (27 os6b, AML FAB M1 i M2) udato nam sig
wykona¢ analiz¢ transkryptomu metodg RNA-seq, wykorzystatam te dane w celu okreslenia
poziomu ekspresji genu NPM1 oraz jego izoform wzgledem innych genéw podlegajacych
transkrypcji. Okazalo si¢, ze NPM1 nalezy do 124 genéw o najwyzszym poziomie ekspresji w
AML oraz do ok. 180 gendw o najwyzszym poziomie ekspresji w probkach kontrolnych oraz
probkach AML po leczeniu. Analizujac dane na poziomie izoform udato nam si¢ okresli¢
wzgledng ekspresje 11 roznych transkryptow genu NPM1. Analizy te byty zgodne z wynikami
analiz ddPCR 1 pokazaty, ze transkrypt NPM1.1 odpowiada za ok. 63% ekspresji catego genu
w AML i ok. 56% w probkach kontrolnych. Dodatkowo wykazatam wysoki poziom jeszcze
jednego transkryptu, NPML1.9, opisanego w bazie Ensembl jako niekodujacy. Poniewaz
transkrypt ten stanowil ok. 30% catkowitej ekspresji genu NPM1 mozna przypuszczac, ze nie
jest on jedynie efektem ubocznym wadliwej transkrypcji i moze petni¢ wazna rolg biologiczna.
Proporcje pomiedzy poszczegdlnymi izoformami genu byly podobne, zaréwno w AML jak i
probkach kontrolnych. Wyjatkiem byla jedna probka AML, w ktorej wykryliSmy znaczace
odchylenia w poziomach ekspresji dwoch transkryptow, NPM1.2 i NPM1.9. Wstepna analiza
poziomu ekspresji genéw kodujacych czynniki splicingowe sugerowata, ze moze to mieé
zwiazek z podwyzszong ekspresja genu SRSF8.

Opisane wyniki, stanowigce pierwsze tak wyczerpujgce opracowanie na temat ekspresji
genu NPM1, zostaty opublikowane w 2018 r. w Journal of Translational Medicine (poz. 4.5
cyklu publikacyjnego wchodzacego w sktad osiggniecia naukowego). Jestem pierwszym i
korespondujacym autorem tej pracy. Zgodnie z opisem zawartym w sekcji Authors’
contributions bylam odpowiedzialna za zaprojektowanie badan, wykonanie wszystkich
eksperymentow i analiz statystycznych oraz za napisanie manuskryptu.

Analiza poziomu ekspresji genow kodujacych bialka z rodziny BCL2

Zaburzenia procesOw roznicowania, proliferacji i apoptozy sa jednymi z najbardziej
typowych cech komorek nowotworowych. Zablokowanie apoptozy nie tylko zapewnia
komorkom rakowym nieSmiertelno$¢, ale jest jedng z przyczyn niepowodzenia terapii. W
przypadku AML podstawg chemioterapii indukujacej jest antybiotyk antracyklinowy (np.
daunorubicyna, idarubicyna) skojarzony z arabinozydem cytozyny (Ara-C) stosowanym w
schemacie (3+7) (Wierzbowska A, 2015, Szmajda 2017). Leczenie cytostatykami ma jednak
ograniczong skutecznos$¢, a powoduje wiele skutkéw ubocznych, przez co czgsto nie jest
mozliwe do zastosowania u starszych pacjentéw, o gorszej kondycji zdrowotnej, obcigzonych
chorobami wspotistniejagcymi. Stad tez w ostatnich latach podjeto liczne proby opracowania
terapii celowanych, np. w metylotransferazy DNA, kinazy czy biatka zwigzane z apoptoza (Wei
AH, et al., 2017). W maju 2021 wprowadzono w Polsce refundowang przez Ministerstwo
Zdrowia terapi¢ inhibitorem kinaz - midostauryna u pacjentéw z AML z mutacja w genie FLT3
(https://hematoonkologia.pl/aktualnosci/news/id/4568-pierwsza-i-jedyna-terapia-celowana-w-
leczeniu-aml-flt3-oraz-advsm-dostepna-dla-polskich-pacjentow). Intensywnie prowadzone sa,
réwniez w kontekscie terapii AML, badania aktywnosci inhibitorow BCL2 (venetoclax) oraz
innych biatek antyapoptotycznych (Choi JH et al., 2020).
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Rodzina BCL2 obejmuje zaréwno biatka pro- jak i antyapoptotyczne, a ich wzajemne
relacje i interakcje z innymi czynnikami decyduja o tym, czy komodrka wejdzie na $ciezke
programowanej $mierci. Na temat zwigzku biatek BCL2 i kodujacych je genow z rozwojem
AML powstato sporo prac, ale zadna z nich nie prezentowala kompleksowego podejécia do
tematu. W wigkszos$ci przypadkéw prace te skupialy si¢ na roli samego BCL2, ewentualnie
kilku innych cztonkéw rodziny. W zwigzku z tym postanowiliSmy w sposob systematyczny
przeanalizowaé profil ekspresji genéw z rodziny BCL2 i oceni¢ na ile jest on zaburzony w
AML. Wyniki badan zostaly opublikowane w Cancers (Basel) w czerwcu 2021 r. (4.7 pozycja
cyklu publikacyjnego wchodzacego w sktad osiggnigcia naukowego).

Korzystajac z danych RNA-seq wygenerowanych w Pracowni Genomiki ICHB PAN
dla grupy 27 pacjentéw z AML, FAB M1 i M2, przeanalizowatam poziom ekspresji wszystkich
(26) genow z rodziny BCL2. Okazalo sie, ze tylko pi¢¢ z nich (MCL1, BAX, BCL2A1, BCL2L1
i BID) ulega wysokiej ekspresji (zarowno w probkach AML jak i kontrolnych), a BCL2,
najbardziej znany przedstawiciel rodziny, wcale nie nalezy do tej grupy. W AML czg$¢ gendow
proapoptotycznych ulegato supresji, natomiast wigkszo$¢ genow antyapoptotycznych
aktywacji wzgledem zdrowych kontroli. Statystycznie istotna byta jednak tylko supresja w
AML trzech genow proapoptotycznych: BMF, BNIP1 i HRK, kodujacych tzw. biatka ,,BH3-
only”. Rolg tych biatek jest tworzenie heterodimerow z biatkami antyapoptotycznymi i przez
to blokowanie ich funkcji. Wyniki te sugeruja, ze spowodowany obnizong transkrypcja
niedobor biatek ,,BH3-only”, powodujacy uwolnienie biatek antyapoptotycznych, moze by¢
odpowiedzialny za uposledzenie apoptozy w AML.

Poniewaz biatka z rodziny BCL2 sg rozwazane jako cele terapeutyczne, postanowitam
sprawdzi¢, czy istnieja roznice w poziomie ekspresji kodujacych je genéw miedzy podgrupami
pacjentdw rdéznie reagujacych na chemioterapi¢. Okazato sig, ze jedyna istotng statystycznie
r6znica byt podwyzszony poziom genu BCL2L1 u pacjentéw opornych na chemioterapig. Gen
BCL2L1, prezentujacy w AML najwyzszy poziom ekspresji z catej rodziny gendow, koduje
antyapoptotyczne biatko BCL-XL. Gen ten jest podwyzszony w wielu nowotworach, a w raku
jelita postuluje si¢ dominujacg role biatka BCL-XL jako czynnika gwarantujacego przezycie
komorek (Scherr AL, et al. 2020). O istotnej funkcji BCL-XL $wiadczy dodatkowo fakt, ze
utrata kodujacego je genu u myszy jest letalna podczas gdy utrata genu Bcl2 tylko skraca czas
zycia osobnika (Rinkenberger JL, et al. 2000). Ciekawa wlasciwoscig genu BCL2L1 jest tez to,
ze ulega on alternatywnej transkrypcji, a poszczeg6Olne transkrypty koduja biatka o
wiasciwos$ciach anty- lub proapoptotycznych. Analizujac dane RNA-seq na poziomie izoform
genow, odkrytam, ze u chorych z AML wigkszy udziat niz u os6b zdrowych miaty transkrypty
kodujace najdtuzsze biatko, ktore jest inhibitorem apoptozy. Poziom ekspresji BCL2L1 r6znit
si¢ znacznie pomigdzy poszczegdlnymi pacjentami, co wskazuje na fakt, ze aktywacja tego
genu jest tylko jednym z czynnikow, ktory moze przyczynia¢ si¢ do braku odpowiedzi na
leczenie. Pragnac zglebi¢ te kwestie, przeanalizowatam poziom ekspresji dwudziestu genow
kodujacych biatka wchodzace w interakcje z BCL-XL. U chorych opornych na leczenie poziom
BCL2L1 byt silnie pozytywnie skorelowany z poziomem ekspresji genu BECN1, kodujacego
bekline 1, biatko zwigzane z autofagia, oraz protoonkogenu MDM2, a negatywnie skorelowany
z poziomem ekspresji genu BID, kodujacego aktywator apoptozy.

Analizujac retrospektywnie dane na temat przezycia pacjentOw i poréwnujac je z
danymi dotyczacymi ekspresji genow, odkrylam, ze wysoki poziom gendéw z rodziny BCL2,
zwlaszcza BCL2L13 i BIK, w momencie diagnozy choroby, moze by¢ wyznacznikiem
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niekorzystnego rokowania. Majac do dyspozycji dane z sekwencjonowania eksomow
pacjentow, ktore wykonatam w ramach grantu NCN Miniatura, przeanalizowatam takze profil
mutacji w genach z rodziny BCL2, ale nie stwierdzitam w Zzadnym z nich istotnej biologicznie
mutacji. U wielu pacjentow zidentyfikowatam za to zmiany w genach kodujacych biatka
zwigzane ze splicingiem oraz w genach opisanych jako czgsto podlegajace mutacjom w AML.
Udato mi si¢ znalez¢ szereg zalezno$ci pomiedzy poziomem ekspresji gendéw z rodziny BCL2
a obecnos$cig poszczegdlnych mutacji. Przyktadem moze by¢ zwigzek pomiedzy ekspresja
BCL2L1, BID, BOK i HRK a obecnosciag mutacji w genach BRCA2 i RUNX1 oraz relacja
pomiedzy ekspresja BCL2L1 i BCL2L11 a obecnos$cig mutacji w genie IDH2.

Praca opublikowana w Cancers (Basel) stanowi ostatnig (4.7) pozycj¢ cyklu
publikacyjnego wchodzacego w sklad osiggniecia naukowego. Jestem pierwszym i
korespondujagcym autorem tej pracy. Zgodnie z opisem zawartym w sekcji Authors’
contributions bytam odpowiedzialna za planowanie pracy, przeprowadzenie eksperymentow,
wykonanie i1 wizualizacj¢ analiz oraz napisanie manuskryptu.

Podsumowanie

Literatura naukowa dotyczaca AML jest niezwykle obszerna. Badania AML,
przeprowadzane na coraz bardziej imponujacych liczbowo grupach pacjentéw, czgsto w
ramach duzych miedzynarodowych konsorcjow, publikowane sa w prestizowych
czasopismach, takich jak New England Journal of Medicine (NEJM), Nature, Science, Blood
czy Leukemia. Badania, ktorych jestem autorem nie sg moze tak imponujace pod wzgledem
skali, ale z pewnoS$cia doktadajg kilka elementéw do ztozonego obrazu molekularnego AML,
ktory nadal nie jest do konca poznany. Aktualny stan wiedzy na temat AML, wylaniajacy si¢ z
badan transkryptomicznych, takze tych prowadzonych przeze mnie, staratam si¢ podsumowac
w pracy przegladowej w Journal of Oncology, ktorej jestem jedynym autorem (poz. 4.6 cyklu
publikacyjnego wchodzacego w sktad osiggnigcia naukowego). Motywem przewodnim tej
pracy, ktory znalazt odzwierciedlenie w tytule (Not Only Mutations Matter: Molecular Picture
of Acute Myeloid Leukemia Emerging from Transcriptome Studies) jest to, ze nie tyle mutacje,
co ich konsekwencje w postaci zmienionej struktury i ekspresji genow, a docelowo zaburzonej
dostepnosci lub funkcji bialek, majg znaczenie dla patogenezy i rozwoju ostrej biataczki
szpikowej. W obrazie ekspresji gendw mozna doszukiwacé si¢ szeregu nieprawidlowosci, ktore
pomagaja wyjasniac¢ przyczyny choroby, typowac potencjalne cele terapeutyczne, wnioskowac
o dalszym rozwoju choroby oraz przewidzie¢ jak pacjent zareaguje na leczenie.

Warto podkresli¢, ze wszystkie badania opisane w ramach osiggnigcia naukowego
zostaty catkowicie wykonane w Polsce, wlasnymi sitami i z wykorzystaniem aparatury
zgromadzonej w Europejskim Centrum Bioinformatyki i Genomiki, utworzonym przez Instytut
Chemii Bioorganicznej PAN w konsorcjum z Instytutem Informatyki Politechniki Poznanskiej.
Czg$¢ aparatury sfinansowal rowniez Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, jako konsorcjant
Regionalnego Centrum Genomiki.

Perspektywy

Rozw¢j technologii mikromacierzowych, a nastgpnie sekwencjonowania nowej
generacji, sprawil, Ze mozna byto coraz bardziej precyzyjnie okresla¢ profile ekspresji genow
w AML, ujawniajac niespodziewang heterogennos¢ tej choroby. Wyrdznienie nowych
podtypéw AML usprawnito diagnostyke i poprawito skuteczno$¢ leczenia niektorych z nich.
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Nadal jednak pozostaje wiele do zrobienia. Wcigz mato wiadomo na temat roli dlugich
niekodujagcych RNA w rozwoju i przebiegu AML. Malo jest tez badan wykorzystujacych
analiz¢ pojedynczych komorek (ang. single cel analysis). Poniewaz w ICHB PAN wlasnie
powstaje dedykowana temu pracownia, chciatabym w przysztosci skorzystaé z jej zasobow i
przeprowadzi¢ takie analizy z wykorzystaniem materiatu od nowych pacjentéw z AML. AML
jest choroba klonalng i zwykle u jednego pacjenta istnieje kilka subpopulacji komorek
biataczkowych, ktore ulegaja dynamicznym zmianom indukowanym przez leczenie. Podejscia,
ktoére stosowatam do tej pory pozwalaly jedynie na oglad catosci i oceng profilu ekspresji genow
oraz identyfikacje mutacji we wszystkich komorkach razem.

Kluczowe wydaje si¢ tez poszukiwanie nowych strategii leczenia AML. Ich
opracowanie i testowanie wymaga analiz prowadzonych na liniach komérkowych i modelach
zwierzecych. Majac do dyspozycji narzedzia genomiczne i sporg juz wiedz¢ na temat
molekularnych podstaw AML, chciatabym w przysztosci wlaczy¢ si¢ w tego rodzaju badania.
By¢ moze przydatne do tego celu bedzie nawigzanie wspolpracy z innymi osrodkami w Polsce
lub za granicg. Na obecnym etapie zycia jestem bardziej mobilna niz krotko po doktoracie.
Nawigzatam juz wspotprace z profesorem Ryo Yamada z Uniwersytetu Medycznego w Kyoto
(Unit of Statistical Genetics, Center for Genomic Medicine, Graduate School of Medicine
Kyoto University), w ramach ktorej bede realizowa¢ bioinformatyczny projekt poswigcony
multiomicznym analizom ostrej biataczki szpikowej, w oparciu o dane wtasne jak i dostepne w
repozytoriach.

Dodatkowo, bedac bezposrednio zaangazowana w realizacj¢ projektu ECBIG, ktérego
celem jest stworzenie Genomicznej Mapy Polski (GMP), chciatabym przeprowadzi¢ analizy na
temat  czestoSci  wystepowania  zwigzanych z  predyspozycjami do  chorob
hematoonkologicznych mutacji germinalnych oraz SNP w populacji polskiej. Badania takie
byty juz prowadzone na $wiecie i jest znanych cale spektrum mutacji, ktérych obecnos¢ moze
si¢ wigzac z ryzykiem zachorowania na zespoty mielodysplastyczne czy AML. Poniewaz tego
rodzaju mutacje sg rzadkie, analiza wymaga wigkszej grupy badanej. GMP ma powsta¢ w
oparciu o pelne sekwencje genomowe 5 tys. mieszkancoOw naszego kraju i jest to jak dotad
najwigkszy projekt uwzgledniajacy sekwencjonowanie pelnych genoméw w Polsce.
Dodatkowa zaleta projektu z punktu widzenia badan AML, jest powstanie populacji
referencyjnej, ktora bedzie mi stuzy¢ za punkt odniesienia w analizach, ktorych celem jest
identyfikacja potencjalnych nowych mutacji, o nieznanym dotad zwigzku z AML.

AML jest niezwykle ciekawym modelem badawczym. Na jego podstawie mozna
bowiem przesledzi¢ w jaki sposob zaburzenia procesu hematopoezy kieruja komorki na
réznych etapach réznicowania na droge transformacji nowotworowej. Poniewaz dzieje si¢ to
rzadko, istniejag mechanizmy zapewniajace roOwnowage miedzy procesami rdznicowania i
dojrzewania komoérek krwiotworczych a procesem samoodnawiania si¢ komorek
macierzystych szpiku. W szerszym kontekscie jest to doskonaty model do badania proceséw
zwigzanych z regeneracja komorek.

Mimo, iz od kilku lat nie jestem juz zatrudniona w Klinice Hematologii i Transplantacji
Szpiku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, nadal utrzymuje¢ wspotprace z lekarzami
hematologami i mam mozliwo$¢ pozyskania nowego materiatu biologicznego do kolejnych
badan. Ich prowadzenie bedzie jednak wymagato zdobycia §rodkéw finansowych, o ktére mam
zamiar si¢ ubiega¢ w ramach grantow, m.in. NCN.
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Opis przebiegu kariery naukowej i pozostalych osiagnie¢ naukowo-
badawczych

Wprowadzenie

Piszac, ze biologia byta moja pasja od dziecka, sktamatabym. Juz w szkole podstawowej
zainteresowania mialam bardzo wszechstronne, od plastyki po literature i jezyki obce. Jako
laurcatka wojewddzkiej olimpiady z j. polskiego w pelni $wiadomie wybratam profil
humanistyczny w Liceum SS. Urszulanek U. Rz. w Poznaniu. Do trzeciej klasy wigcznie
planowatam studiowac konserwacje¢ zabytkow i uczytam sie rysunku, ale w koncu dotarto do
mnie, ze istnieje tylko jedna stuszna droga — medycyna. Decyzja o zmianie profilu byta na tyle
p6zna, ze nie udato mi si¢ dosta¢ na Wydziat Lekarski Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu,
cho¢ zabraklo mi naprawde¢ niewiele (na egzaminie wstepnym uzyskatam 99 punktow, a
przyjmowano od 103). Biologia na Uniwersytecie im. A. Mickiewicza byta moim drugim
wyborem i dopiero na pierwszym roku studiow obudzita si¢ we mnie pasja biologiczna.
Dodatkowej motywacji dostarczylo mi dwoje nauczycieli z liceum, jednoczes$nie zwigzanych
ze $wiatem akademickim i naukowym — biolog, prof. dr hab. Teresa Mossor-Pietraszewska,
ktora zachecita mnie do wyboru specjalnosci biologii molekularnej, oraz chemik, dr Zbigniew
Michalski, za ktérego rada trafitam juz po studiach do Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN.
Po drodze miatam wigcej dobrych wzorcéw, w tym prof. Artura Jarmotowskiego (promotora
mojej pracy magisterskiej), dr hab. Michata Sikorskiego, prof. ICHB PAN (promotora pracy
doktorskiej), prof. dr hab. Andrzeja Legockiego (dyrektora ICHB PAN i kierownika zaktadu,
w ktorym zaczetam prace nad doktoratem) i prof. dr hab. Marka Figlerowicza, obecnego
dyrektora ICHB PAN i kierownika Zaktadu Biologii Molekularnej i Systemowej, w ktorym
pracuje od czasu uzyskania stopnia doktora do chwili obecnej. Migdzy innymi dzigki Nim
wykonuje teraz pracg, ktorg lubie i nie wyobrazam sobie zadnej inne;j.

Studia biologiczne zakonczylam z wyrdznieniem i bez Zadnej przerwy mimo iz na
poczatku czwartego roku urodzitam pierwsze dziecko. Dobre wyniki w nauce byty podstawa
do uzyskania od trzeciego roku indywidualnego toku studiow. Umozliwilo mi to wybor
przedmiotow dodatkowych, ktorych nie przewidywal program dla studentow biologii
molekularnej. W trakcie realizacji pracy magisterskiej opracowatam pod kierunkiem dr hab.
Artura Jarmotowskiego protokot optymalnej nadekspresji genu kodujacego ludzkie biatko
CBP20 w Escherichia coli oraz izolacji tego biatka z komoérek bakteryjnych. W latach
pozniejszych protokot ten wraz z obrazkowym schematem przygotowania zelu do analizy
biatek stuzyt pomoca kolejnym rocznikom studentow Wydziatu Biologiit UAM wykonujacym
swoje prace badawcze w Zaktadzie Ekspresji Genow.

Doktorat

Po zakonczeniu studidéw postanowilam kontynuowaé swoja przygode z nauka i
znalaztam miejsce w kierowanym przez prof. dr hab. Andrzeja Legockiego Zaktadzie Biologii
Molekularnej Roslin ICHB PAN. Zajmowatam si¢ badaniem roslinnych biatek klasy PR-10
pod opieka dr hab. Michata Sikorskiego, prof. ICHB PAN. Dzigki zastosowaniu metody
przeszukiwania bibliotek (ang. library screening) cDNA udato mi si¢ zidentyfikowa¢ nowe
geny kodujace biatka z tej rodziny w tubinie zottym. Przez kolejne lata zajmowatam si¢ analiza
aktywnosci genow PR-10.2 oraz kodowanych przez nie bialek w roslinach, z zastosowaniem
takich technik jak analiza aktywno$ci promotora in vivo w ukladzie sprzezonym z genem
markerowym w transformowanych roslinach tytoniu, RT-PCR, Northern blot, western blot oraz
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wyciszanie genow za posrednictwem interferencji RNA (RNAi). Odkrytam, ze biatka PR-10.2,
zaklasyfikowane za wzgledu na podobienstwa strukturalne do grupy bialek zwigzanych z
patogeneza (PR, ang. pathogenesis-related) w warunkach fizjologicznych ulegaja ekspresji
praktycznie we wszystkich czgsciach rosliny. Ich aktywno$¢ byta jednak zalezna od stadium
rozwojowego i ulegata zmianom pod wptywem zranienia, kwasu salicylowego oraz stresu
oksydacyjnego. Wyciszenie jednego z genow z rodziny nie wywotywato zauwazalnych zmian
w rozwoju rosliny i jej reakcji na stres, co sugerowalo, ze najprawdopodobniej geny
homologiczne kodujg biatka, ktore si¢ wzajemnie zastepujg. Prace te zaowocowaty doktoratem
oraz dwiema publikacjami eksperymentalnymi (Pasternak O. et al., 2005, Handschuh L. et al.,
2007) 1 jedng przegladowa w j. polskim (Handschuh L., 1999).

Ostra bialaczka szpikowa

Tematyka zwigzang z ostra bialaczka szpikowa zainteresowatam si¢ krotko po
doktoracie. W Instytucie Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk (ICHB PAN)
powotano wiasnie Centrum Doskonatosci CENAT (Center for Nucleic-Acid Based
Technologies) i wprowadzano nowatorskg technologi¢ mikromacierzy DNA. Kierownikiem
CENAT-u byt dr. hab. Marek Figlerowicz, z ktérym miatam okazje¢ wspdtpracowac pod koniec
doktoratu przy wyciszaniu genow roslinnych. Dr hab. Figlerowicz zaproponowat mi udziat w
tworzeniu nowego laboratorium mikromacierzowego, a ja chetnie skorzystalam z tej
propozycji. Nie bez znaczenia byt fakt, ze moja sytuacja rodzinna (w tym momencie juz troje
dzieci, z czego najmtodsze w wieku kilku miesigcy) nie sprzyjata decyzji o wyjezdzie na staz
podoktorski.

Dr hab. Figlerowicz podjat rowniez starania o pozyskanie §rodkéw na badania w ramach
grantu zamawianego pt. ,,Zastosowanie wspotczesnej genomiki funkcjonalnej i bioinformatyki
do charakteryzacji 1 tworzenia modeli procesoOw biologicznych o istotnym znaczeniu w
medycynie i rolnictwie”. Z inicjatywy dr hab. Marka Figlerowicza oraz prof. dr hab. Wojciecha
Markiewicza, 6wczesnego dyrektora ICHB PAN, zostala nawigzana wspotpraca pomiedzy
Instytutem a Katedra 1 Klinikg Hematologii i Choréb Rozrostowych Uktadu Krwiotworczego
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, ktérej kierownikiem byt prof.
dr hab. med. Mieczystaw Komarnicki. Wspotpraca ta zaowocowata powotaniem konsorcjum o
nazwie Poznanskie Centrum Genomiki, do ktérego w pdzniejszym czasie dotaczyta jeszcze
Politechnika Poznanska. Jednym z pierwszych zadan konsorcjantow byto napisanie wniosku
grantowego pt. “Wykorzystanie technologii genomiki funkcjonalnej do stworzenia
kompleksowego modelu transformacji nowotworowej. Badania modelowe mechanizmow
molekularnych warunkujacych rozwoj ostrej biataczki szpikowej”, (nr PBZ-MNIil-2/1/2005).
Inicjatorem i kierownikiem projektu byt dr. hab. Marek Figlerowicz. AML zostata wybrana
jako idealny model badawczy ze wzglgdu na dynamiczny rozwoj choroby, geneze zwigzang z
zaburzeniami hematopoezy (procesu roznicowania i stalego odnawiania si¢ komorek
krwiotworczych) oraz mozliwo$¢ pozyskania duzej ilosci materialu do badan od pacjentow (z
powodu nadmiaru komoérek nowotworowych we Krwi i szpiku). Rozpoczynajac w tym okresie
prace pod kierunkiem dr hab. Marka Figlerowicza, mialam okazj¢ wiaczy¢ si¢ zarowno w
pisanie wniosku jak i jego realizacj¢ jako jeden z gtownych wykonawcow.

Dzigki wspotpracy miedzy ICHB PAN a Uniwersytetem Medycznym w Poznaniu
znalaztam tez zatrudnienie jako specjalista w Katedrze i Klinice Hematologii i Choréb
Rozrostowych Uktadu Krwiotworczego (obecnie Katedrze 1 Klinice Hematologii i
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Transplantacji Szpiku). Zdobytam dzieki temu nowe do$wiadczenia zwigzane z pracg w innej
jednostce, a zarazem spelnitam dawne marzenia o medycynie. Zaangazowatam si¢ nie tylko w
rozwdj technologii mikromacierzy, ale takze we wprowadzenie nowej tematyki badawczej w
ICHB PAN. Material zebrany w ramach projektu postuzyt do przeprowadzenia badan
opisanych w szeregu publikacji, w tym cyklu wchodzacego w sktad mojego osiggnigcia
naukowego opisanego powyze;j.

Pozostale publikacje zwigzane z ostrg biataczka szpikowa dotyczyly badan
proteomicznych, w ktorych moj udzial byl zdecydowanie mniejszy (dwie prace
eksperymentalne, Luczak M et al. 2012, Kazmierczak M et al., 2013, oraz jedna przegladowa
w Contemp. Oncol,. Luczak M et al. 2012). Przygotowujac si¢ do badanh AML i optymalizujac
zaprojektowane do tego celu mikromacierze napisatam tez prace przegladowa pt. ,,Choroby
rozrostowe Krwi - analiza transkryptomu z zastosowaniem mikromacierzy” (Handschuh L et al.
2009, Biotechnologia), w ktorej jestem pierwszym i korespondujagcym autorem. Nie
zdecydowatam si¢ wilaczy¢ tej pracy w sktad osiggnigcia naukowego ze wzgledu na fakt, ze
zostala napisana w j. polskim i ukazala si¢ w czasopi$mie nieposiadajagcym wskaznika IF. W
okresie pozniejszym, w oparciu o dane pozyskane z sekwencjonowania transkryptomow AML,
we wspolpracy z grupa statystykéw z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, powstata
praca porownujgca metody normalizacji danych RNA-seq (Zyprych-Walczak J et al., 2015).

W trakcie badan AML powstaty w ICHB PAN prace licencjacka (Melania Nowicka,
Politechnika Poznanska), magisterskie (Piotr St¢pniak, UAM; Marzena Pieronkiewicz, UAM,;
Marek Milewski, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu; Kamil Tomaszewski, Uniwersytet
Przyrodniczy w Poznaniu, Martyna Machowina, UAM; Monika Hazy, UAM) i doktorska
(Tomasz Magacz, ICHB PAN). W przypadku pracy licencjackiej i trzech magisterskich (K.
Tomaszewskiego, M. Machowiny i M. Hazy) jestem promotorem, w przypadku pozostatych
prac promotorem byt prof. dr hab. Marek Figlerowicz, a ja petnitam nieformalng rol¢ opiekuna.

Wykorzystanie technologii mikromacierzy

Pierwsze lata po doktoracie uptynety mi w duzej mierze na zmaganiach z wyzwaniami,
ktore towarzyszyly wprowadzaniu do badan technologii mikromacierzy DNA. Mikromacierze
biataczkowe nie byly jedynymi mikromacierzami, jakie opracowywatam w tamtym okresie.
Pierwsze mialy na celu detekcje transpozonoéw Tcl-2 w genomach ryb. Wyniki zostaty
opublikowane w pracy Wenne R. et al. (2011), ktérej jestem drugim autorem. Bratam udziat
nie tylko w projektowaniu i przeprowadzeniu eksperymentu, ale takze w opracowaniu wynikéw
I tworzeniu manuskryptu.

Wraz z dr M. Schmidtem oraz grupg statystykow z Uniwersytetu Przyrodniczego
zajmowalam si¢ poréwnaniem metod normalizacji danych pochodzacych z komercyjnych
mikromacierzy stuzacych do analizy ekspresji genow ludzkich (Schmidt M et al., 2011). Moim
zadaniem bylo wykonanie eksperymentu mikromacierzowego, z ktorego dane postuzyty do
przeprowadzenia analizy porownawczej. NapisalisSmy tez wspdlnie prace przegladowsa
poswiecong tej tematyce (Siatkowski I, et al.,, 2009). Wspotpraca z informatykami z
Poznanskiego Centrum Superkomputerowo-Sieciowego zaowocowala z kolei trzema pracami
poswieconymi idei 1 organizacji Wirtualnego Laboratorium Genomiki, platformy
przeznaczonej do automatycznej analizy danych pochodzacych z mikromacierzy (Handschuh
L. etal. 2009 i 2010, Cegielska B, 2010). Bralam réwniez udziat w pisaniu prac przegladowych
w j. polskim zwigzanych z dzialaniem i zastosowaniem mikromacierzy, projektowaniem sond
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1 analizag danych mikromacierzowych. Prace te w wigkszosci ukazaty si¢ w kwartalniku
Biotechnologia (Formanowicz P, et al., 2008, Stgpniak P et al., 2008, Zmienko A, et al. 2008,
Handschuh L et al., 2009 (dwie roézne prace)), stanowigc uzyteczny materiat edukacyjny dla
mtodych adeptow biologii molekularnej i biotechnologii, o czym wiem od studentow, z ktérymi
miatam styczno$¢ w ciggu ostatnich lat.

Najlepiej opublikowang publikacja mikromacierzowa okazata si¢ ta wykonana we
wspotpracy z prof. dr hab. Hieronimem Jakubowskim i jego doktorantkg, Dorotg Gurdg (Gurda
D, et al. 2015, Amino Acids, 50 cytowan). W pracy tej wykorzystali$my macierze komercyjne
do analizy pozioméw mRNA oraz mikroRNA w ludzkich komorkach s$rdédbtonka zyty
pepowinowej (HUVEC) traktowanych w hodowli in vitro homocysteing, tiolaktonem
homocysteiny i N-homocysteinylowanym biatkiem. Mojg rolg bylo przeprowadzenie
eksperymentu mikromacierzowego 1 analiza jego wynikéw. Rezultaty badan pokazaly, ze
analizowane zwiazki wywotuja ekspresje genow kodujacych biatka regulujace homeostaze
naczyn, indukujac zmiany podobne do tych obserwowanych w miazdzycy i chorobie sercowo-
naczyniowej. Przeprowadzone badania staty si¢ podstawg dwoch zgtoszen patentowych w roku
2012. W konsekwencji w 2014 r. Urzad Patentowy RP udzielit nam dwoch patentow:

- ,,Zastosowanie molekularnych biomarkeréw do oznaczania wczesnych chorobowych zmian
strukturalnych $rédbtonka naczyn krwiono$nych spowodowanych hiperhomocysteinemia
wywolang podwyzszonym poziomem tiolaktonu homocysteiny we krwi”

- ,,Sposob okreslania zmian ekspresji czasteczek mMiRNA in vitro w celu oznaczania wczesnych
chorobowych zmian strukturalnych s$rodblonka naczyn krwiono$nych spowodowanych
hiperhomocysteinemia”.

Nie wszystkie projekty mikromacierzowe z réznych wzgledow zostaty zakonczone
publikacjami. Bratam takze udziat w opracowaniu mikromacierzy stuzacej do analizy ekspresji
roslinnych genow pr-10 (we wspotpracy z W. Woronowicz i dr hab. M. Sikorskim, prof. ICHB
PAN), a takze do analizy gendw zwigzanych z rozwojem astmy 1 alergii (we wspotpracy z W.
Woronowicz i dr hab. M. Sikorskim, prof. ICHB PAN) oraz choréb spichrzeniowych (we
wspotpracy z zespotem prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna z Uniwersytetu Gdanskiego).
Badania te doprowadzity do powstania jednej pracy magisterskiej (Katarzyna Jezierska,
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu) i dwoch doktorskich (Ewa Piotrowska, Uniwersytet
Gdanski; Wiestawa Wtoszczak, ICHB PAN).

Wykorzystanie technologii sekwencjonowania nowej generacji

Mikromacierze po zaledwie 10 latach od ich wprowadzenia do badan biologicznych,
zaczely by¢ stopniowo wypierane przez technologi¢ sekwencjonowania nowej generacji (ang.
next generation sequencing, NGS). Od czasu poznania genomu czlowieka technologia ta
bardzo dynamicznie si¢ rozwijata, a jej koszty znaczaco malaly. Idac w $lady innych osrodkow
genomicznych na $wiecie, postanowili§my réwniez w ICHB PAN wprowadzi¢ technologi¢
NGS. Pierwszy wysokoprzepustowy sekwenator (Genome Analyzer 1Ix, Illumina) udato sig¢
nam zakupi¢ pod koniec roku 2010, dzigki srodkom pozyskanym w konsorcjum z Politechnikg
Poznanska na rozw¢j infrastruktury ECBiG. W 2011 roku uruchomione zostalo nowe
laboratorium sekwencjonowania. Po Centrum Onkologii w Gliwicach bylismy druga jednostka
w Polsce posiadajaca tego typu aparatur¢. Po wczesniejszych doswiadczeniach z
mikromacierzami, zetknigcie z technologia NGS bylo stosunkowo tatwe. Pierwsze publikacje

22



z wykorzystaniem danych wygenerowanych na naszym sekwenatorze zaczety sie ukazywac¢ w
latach 2014-2015. W niniejszym rozdziale omawiam krotko te z nich, w ktérych moj udziat nie
byt dominujacy, ale obejmowat zaprojektowanie i przeprowadzenie eksperymentu NGS.

We wspoélpracy z Centrum Onkologii w Gliwicach opublikowaliSmy dwie prace
wykorzystujagce  metode  immunoprecypitacji  chromatyny w  polaczeniu  z
wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem (ChlP-seq) do analizy interakcji pomigdzy DNA a
czynnikami transkrypcyjnymi HSF1 i HSF2 (Korfanty J et al. 2014, Janus P et al., 2015).

We wspoélpracy z zespotem dr hab. Jana Wrzesinskiego, prof. ICHB PAN,
przeanalizowali§my profil ekspresji krotkich niekodujacych RNA w gonadach $wini
(Kowalczykiewicz D et al., 2014). Udato nam si¢ scharakteryzowac trzy klasy matych RNA:
piRNA, miRNA oraz tRF, krotkie (30-36 nt) fragmenty RNA o niejasnej funkcji, powstajace
w sposob powtarzalny na skutek hydrolizy tRNA.

Analiza eksomdéw, wykonana we wspdlpracy z dr Bartlomiejem Budnym z
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, doprowadzita do identyfikacji mutacji w genach
zwigzanych z proteasomem u pacjentdéw z hemiagenezg tarczycy (Budny B et al., 2017).

Badania transkryptomiczne komodrek meskiej linii  germinalnej (TCam-2),
przeprowadzone we wspolpracy z zespotem prof. dr hab. Jadwigi Jaruzelskiej z Instytutu
Genetyki Cztowieka PAN, pozwolity wyloni¢ szereg genéw regulowanych przez wigzace RNA
biatka PUM1 i PUM2 (Smialek MJ et al., 2020). Z przeprowadzonych badan wynika, ze biatka
te, mimo wspolnego motywu wigzacego RNA, uczestniczg w regulacji grup gendéw tylko
czgsciowo naktadajacych si¢ na siebie, pelnig wiec najprawdopodobniej odrgbne funkcje w
komorkach germinalnych.

We wspolpracy z zespolem dr hab. Macieja Figla, prof. ICHB PAN, opublikowali§my
dwie prace, w ktorych wykorzystane zostaly analizy transkryptomiczne chorob
neurodegeneracyjnych powodowanych ekspansja trojnukleotydowych powtorzen. W pierwszej
pracy opisane zostaly wczesne zmiany transkrypcyjne w mlodzienczej chorobie Huntingtona
(HD), wykryte przy uzyciu ludzkich linii komorkowych wyprowadzonych z komorek iPS
pacjentdow z rézna liczba powtérzen CAG w genie huntingtyny (HTT) (Switonska K, et al.,
2019). Zidentyfikowane grupy genéw o zmienionej ekspresji wskazywaly na udzial w
patogenezie choroby m.in. zaburzen szlakow zwigzanych z apoptoza i naprawag DNA. W
drugiej pracy obiektem badawczym byly myszy z homozygotyczng mutacjg typu knock-in w
genie ataksyny 3 (ATXN3). Myszy te stanowiag presymptomatyczny model ataksji rdzeniowo-
moézdzkowej typu 3 (SCA3), w ktorej nieprawidlowe biatko z przedtuzonym traktem poliQ
powstaje na matrycy transkryptu ze zwigkszong liczbg powtorzen CAG. Badania dowiodty, ze
SCA3 we wczesnej fazie nie wywotuje zmian na poziomie transkryptomu, a jedynie proteomu,
powodujgc zmiany w poziomie akumulacji i fosforylacji biatek. Zmiany transkrytpomiczne
pojawiaty sie dopiero na dalszych etapach rozwoju choroby (Wiatr K et al., 2019).

Wspotpraca z kolegami z Zaktadu Biologii Molekularnej i Systemowej ICHB PAN w
zakresie transkryptomiki roslin zaowocowata dwoma publikacjami, ktore ukazaty si¢ w roku
2020. W obu pracach obiektem analizy byty stabo do tej pory poznane koliste RNA (CircRNA)
w ro$linie modelowej Arabidopsis thaliana. W pierwszej pracy scharakteryzowano grupe
circRNA ulegajacych ekspresji w calej roslinie oraz nieliczne, ktorych ekspresja byta
specyficzna dla poszczegdlnych narzadow. Zaobserwowano, ze zdecydowana wigkszo$¢
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circRNA powstaje w roslinach w sposob catkowicie przypadkowy, a tylko niewielki procent w
sposob powtarzalny i kontrolowany (Philips A et al., 2020, Frontiers in Plant Science). W
drugiej pracy analizie poddano 18 mutantéw A. thaliana pod wzgledem roznych gendéw
zwigzanych ze splicingiem. Okazalo sig, wigkszo$¢ circRNA wystepowata w wiecej niz jednym
mutancie, a tylko nieliczne byly charakterystyczne dla konkretnych mutantow. Odkryto
réwniez, ze¢ w mutantach cbp80, c2h2 i flk akumulacja circRNA byla znaczaco zwigkszona
(Philips A et al., 2020, Cells).

Wykorzystanie metod ilosciowego PCR

Wyniki uzyskane z wykorzystaniem wysokoprzepustowych technologii takich jak
mikromacierze i sekwencjonowanie zwykle weryfikuje si¢ za pomocg metod ilosciowego PCR
(real-time PCR, ddPCR). Metody te zastosowalam z powodzeniem w pracach nr 4.4 1 4.5 z
cyklu stanowigcego podstawe do ubiegania si¢ o nadanie stopnia naukowego doktora
habilitowanego. Bratam tez udziat w projekcie, w ktérym ddPCR byl jedyna i docelowa metoda
oceny eckspresji gendéw kodujacych biatka wyselekcjonowane w rezultacie analiz
proteomicznych. Projekt, ktorego kierownikiem jest dr hab. Magdalena Luczak, prof. ICHB
PAN, miat na celu badanie mechanizméw postawania przewleklej choroby nerek w powigzaniu
z chorobg sercowo-naczyniowg i miazdzyca naczyn krwiono$nych. Moim zadaniem bylo
zaprojektowanie eksperymentow ddPCR i nadzor nad wykonaniem i analizag wynikéw tych
eksperymentdw, ktore przeprowadzata doktorantka, Joanna Tracz. Analiza ekspresji badanych
gendéw w leukocytach krwi obwodowej pacjentow potwierdzita wezesniejsze wyniki analiz na
poziomie biatka, aczkolwiek nie zawsze rdéznice w poziomie transkryptu byly statystycznie
istotne migdzy grupami pacjentdéw o réznym stopniu zaawansowania choroby. Rezultaty badan
wskazuja na deregulacje biatek zwigzanych z adhezja i diapedeza leukocytow oraz apoptoza i
zostaty opisane w publikacji w Journal of Proteome Research (Tracz J, et al., 2021).

Metode ilosciowego PCR wykorzystatam roéwniez w pilotazowym projekcie
realizowanym we wspotpracy z Polskim Towarzystwem Ochrony Przyrody ,,Salamandra”.
Celem projektu byta analiza srodowiskowych probek wody pod katem obecnosci DNA zbétwia
btotnego Emys orbicularis, ktory jest gatunkiem zagrozonym wyginigciem. Pracownicy PTOP
»Salamandra” chcieli sprawdzi¢ czy jest mozliwe okreslenie naturalnych miejsc bytowania
z6twia blotnego na podstawie analizy $srodowiskowego DNA (ang. environmental DNA,
eDNA). Dwojka stazystow, student biotechnologii UAM i uczennica klasy maturalnej XXVII
LO im. Tadeusza Czackiego w Warszawie, pod moim nadzorem wyizolowali eDNA z
kilkunastu probek wody z obszaru Wielkopolski. Nast¢pnie przeanalizowali je metoda PCR 1
real-time PCR z wykorzystaniem starterow specyficznych dla DNA E. orbicularis, ale w zadne;j
z nich nie wykryli DNA zoétwia btotnego. Potwierdzeniem tego, ze metoda dziata byto wykrycie
w kilku probkach wody DNA bobra. Woda ta pochodzita za zbiornikéw, w ktérych znajdowano
slady bytno$ci bobrow.

Onkogenomika

Ze wzgledu na wlasne zainteresowania naukowe, tematyka onkologiczna jest mi
szczegollnie bliska. Bralam udzial w tworzeniu pracy przegladowej na temat portali 1 baz danych
onkogenomicznych (Klonowska K et al., 2016, Oncogenomic portals...) i chetnie podejmuje
wspotprace w zakresie onkogenomiki. Jestem zaangazowana w realizacj¢ projektu MOSAIC,
ktorego celem jest stworzenie platformy stuzacej do multiomicznej analizy danych
pochodzacych migdzy innych od pacjentéw onkologicznych.
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W ramach wieloletniej wspotpracy z dr Jolantg Szenajch z Wojskowego Instytutu
Medycznego (WIM) w Warszawie przeprowadzilismy kompleksowa analiz¢ zmian
zachodzacych w transkryptomach linii komorek raka jajnika w trakcie nabywania
lekoopornosci. Wyniki zostaly opublikowane w ubiegltym roku w pracy, ktorej ze wzglgdu na
znaczace zaangazowanie jestem ostatnim autorem (Szenajch J et al., 2020). Jako modelu
badawczego uzyliSmy wygenerowanych w WIM linii komorek raka jajnika o krzyzowe;j
opornosci na paklitaksel (PTX) i cisplatyng (CDDP). Traktowanie komérek A2780 rosngcymi
stezeniami PTX pozwolito uzyska¢ linie potomne o rosngcej opornosci na PTX, a zarazem
rosngcej wrazliwosci na CDDP. Analizujac transkryptomy wybranych linii z wykorzystaniem
metody RNA-seq zaobserwowalismy, ze liczba genow o zmienionej ekspresji w stosunku do
linii macierzystej ro$nie wraz ze wzrostem opornosci na PTX, co wskazuje na stopniowg 1
globalng zmiang transkryptomu. 160 genoéw, ktérych poziom ekspresji zmieniat si¢ najbardziej
poddanych zostato bioinformatycznej analizie funkcjonalnej z zastosowaniem sieci interakcji
biatkowych. Zidentyfikowane zostaly czynniki o znanym zwigzku z nowotworzeniem i
lekoopornos$cia, np. czynnik nekrozy nowotworu (TNF), kinaza PLK2 (pelniaca rol¢ supresora
nowotworow lub onkogenu), czy biorgce udziatl szlakach przekazywania sygnatéw receptory
epinefryny (m.in. EPHAS3). Co ciekawe, w wygenerowanych sieciach interakcji dominowaty
biatka biorace udzial w rozwoju systemu nerwowego oraz tkanki tacznej, zwlaszcza w
procesach osteo- i chondrogenezy. Byty to m.in. czynniki transkrypcyjne (SOX2, RUNX2) i
biatka macierzy zewnatrzkomorkowej (COL1A2, POSTN, MGP, CLECI1A, SPOCK2,
SPOCK3). Ekspresja wigkszosci genow kodujacych te biatka byta obnizona, co sugeruje, ze
moze istnie¢ zwigzek pomigdzy osteomimikrg a lekooporno$cig w raku jajnika. Osteomimikra
polega na uruchamianiu przez komorki nowotworowe ekspresji genéw typowych dla komorek
uczestniczacych w tworzeniu 1 przemianach tkanki kostnej - osteoblastow 1 osteoklastow.
Utatwia to przezycie komoérek nowotworowych w obcym dla nich $rodowisku 1 tworzenie
przerzutéw. Uzyskane wyniki sugeruja, ze nabyta opornos¢ na PTX 1 jednoczesna zwigkszona
wrazliwo$¢ na CDDP moze hamowac ten proces.

Wygenerowane w WIM i scharakteryzowane z wykorzystaniem metody RNA-seq linie
komorkowe byly podstawa przyznanego w roku 2019 patentu krajowego, ktorego
wspotautorem jest ICHB PAN. Zostaly rowniez w ostatnim czasie skomercjalizowane i mozna
je obecnie zakupi¢ z banku komoérek za posrednictwem Ximbio (https://ximbio.com).

Archeogenomika

Od 2015 r., w konsorcjum z Wydziatem Historycznym oraz Wydziatlem Biologii UAM,
realizujemy niezwykle ciekawy, interdyscyplinarny projekt pt. ,,Dynastia i spoleczenstwo
panstwa Piastow w S$wietle zintegrowanych badan historycznych, antropologicznych i
genomicznych”. Kierownikiem projektu jest prof. dr hab. Marek Figlerowicz, a ja nalez¢ do
0s0b, ktore braty aktywny udziat zar6wno w pisaniu projektu jak i jego wykonaniu i organizacji
od samego poczatku. Gtownym obiektem naszych badan jest kopalny DNA (ang. ancient DNA,
aDNA), izolowany z najlepiej zachowanych kosci, najczesciej zebow. Do tej pory poddalismy
sekwencjonowaniu blisko 500 probek aDNA, pozyskanego ze szczatkéw kostnych osobnikoéw
zamieszkujacych obszar wspotczesnej Polski w pierwszych stuleciach naszej ery (okres tzw.
wplywow rzymskich) oraz we wezesnym $Sredniowieczu.

Wyniki badan materialu genetycznego pochodzacego z dwoch cmentarzysk z okresu
wplywow rzymskich opublikowali$my w dwoch pracach w Scientific Reports (Stolarek | et al.,
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2018 i 2019). Pierwsza z nich dotyczy Kowalewka (I-11 w. n.e.), zlokalizowanego na terenie
Wielkopolski, druga tzw. cmentarzyska Gotow w Mastomeczu (11-1V w. n.e.) w woj. lubelskim.
Wyniki badan mitochondrialnego DNA dowiodly, ze obie populacje cechowaty si¢ wysoka
wewnatrzpopulacyjng  réznorodno$cig  genetyczng.  Dodatkowo w  Kowalewku
zaobserwowali$my réznice w genetycznym pochodzeniu kobiet oraz m¢zczyzn. Wydaje sig, ze
kobiety, wykazujace podobienstwo genetyczne do populacji neolitycznych rolnikow,
reprezentowaty lokalne spoteczenstwo, podczas gdy mezczyzni, prawdopodobnie naptywowi,
byli blisko spokrewnieni z 6wczesng populacja z potwyspu Jutlandzkiego. W przypadku
populacji z Mastomgcza odkryliSmy zwigzki zarowno z populacjami z Kowalewka oraz
Potwyspu Jutlandzkiego jak i z populacjami ze stepéw pontyjsko-kaspijskich. Na podstawie
uzyskanych danych zaproponowaliSmy przypuszczalny przebieg szlakow wedrowek Gotow
przez tereny wspotczesnej Polski oraz okreslilismy ich wktad w ksztattowanie si¢ struktury
genetycznej populacji centralnej i wschodniej Europy. Wyniki analizy poréwnawczej petnych
genomoOw kilkuset osobnikéw z okresu wplywow rzymskich 1 wezesnego $redniowiecza sg
aktualnie przygotowywane do publikacji. W przygotowaniu jest tez portal do wizualizacji
danych uzyskanych w projekcie.

Oprocz badan populacyjnych projekt zaktadat réwniez badania genetyczne
przedstawicieli rodu Piastow. Nie bez trudu udato si¢ nam pozyskaé materiat kostny od ponad
30 osobnikow. Stan tego materiatu nie zawsze byt wystarczajaco dobry, by uzyskaé dobre;j
jakos$ci dane z sekwencjonowania. Z czesci probek udalo si¢ jednak wyizolowa¢ DNA i poddaé
go sekwencjonowaniu. Dane sg w trakcie analizy, wyniki prawdopodobnie bedziemy mogli
zaprezentowac jeszcze w tym roku. Projekt ten cieszy si¢ duzym zainteresowaniem ze strony
spoleczenstwa, w ktérym nie brakuje pasjonatéw historii 1 genealogii, dlatego tez wspolnie z
konsorcjantami z UAM napisaliSmy cztery prace w j. polskim, w ktorych przyblizyliSmy
zalozenia projektu, trudnosci zwigzane z badaniem kopalnego DNA oraz problemy, na jakie
napotkali$my poszukujac doczesnych szczatkow Piastow. We wszystkich tych pracach jestem
pierwszym autorem (Handschuh L et al. 2016 — 3 prace, Handschuh L et al. 2017).

Badania mikrobiomu

Analizy metagenomiczne mikrobiomu jelita cztowieka prowadz¢ wspdlnie z dr Anng
Philips w ramach kierowanego przez nig projektu NCBIiR ,,Mapa Mikrobiomu Polski”. Ponadto
W czasie rocznej nieobecnosci dr A. Philips pelnitam obowigzki kierownika tego projektu.
Projekt konczy si¢ wkrotce, wiec wigkszos¢ prac zostata juz wykonana. Przygotowali$my i
zsekwencjonowalismy tacznie ponad 1000 bibliotek DNA wyizolowanego z zebranych od
ochotnikéw z catej Polski probek katu. Dane uzyskane z sekwencjonowania postuzyly do
identyfikacji mikroorganizmow (gt. bakterii), ktora przeprowadzit partner projektu, firma
Ardigen S.A. w Krakowie. Uczestnicy projektu otrzymali juz wyniki swoich badan w postaci
zestawu zidentyfikowanych w ich probkach bakterii, sklasyfikowanych na réoznych poziomach
taksonomicznych. Aktualnie trwaja metaanalizy, ktorych celem jest powiazanie sktadu
mikrobiomu z zebranymi w postaci ankiet danymi na temat stanu zdrowia, diety i aktywnosci
fizycznej populacji polskiej. Powstato zgloszenie patentowe dotyczace metody izolacji DNA z
kalu pod katem analiz mikrobiomu. W przygotowaniu jest tez praca przedstawiajaca
poroéwnanie przeznaczonych do tego celu metod przygotowania i sekwencjonowania bibliotek.

Badania mikrobiomu wspoéiczesnej populacji byty poprzedzone badaniami bakterii
towarzyszacych szczatkom ludzkim sprzed 1000-2000 lat, ktére wykonaliSmy w ramach
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projektu archeogenomicznego opisanego powyzej. Rezultaty tych badan opisalismy w dwoch
publikacjach. W pierwszej z nich (Philips A et al., 2017) przedstawiliSmy badania
metagenomiczne ponad 160 probek kostnych datowanych na okres od 120 do 1200 lat n.e.
Mimo iz wigkszo$¢ mikroorganizmow stanowity bakterie srodowiskowe, przypuszczalnie
znacznie mtodsze od samych szczatkow, udato si¢ nam roéwniez zidentyfikowaé bakterie
typowe dla flory jamy ustnej i przewodu pokarmowego, ktorych materiat genetyczny zawierat
uszkodzenia typowe dla aDNA. Mikroorganizmy te najprawdopodobniej towarzyszyly ludziom
za zycia, bylty wérod nich takze potencjalne bakterie patogenne. W drugiej pracy (Philips A et
al., 2020, BMC Genomics) przyjrzeliSmy si¢ blizej jednej z nich, dzi§ powszechnie
wystepujacej bakterii Tannerella forsythia wywotujacej zapalenie przyzebia. Analiza prawie
350 mikrobiomow 1000-2000-letnich zebow ujawnita obecnos¢ tej bakterii w kilku zebach, na
ktorych widoczne byly zmiany typowe dla zaawansowanego zapalenia przyzgbia. Analiza
porownawcza czterech pelnych archeogenomow T. forsythia z genomem wspotczesnym tej
bakterii ujawnita istotne réznice w czynnikach wirulencji.

SARS-CoV-2

W marcu 2020 r., na poczatku pandemii COVID-19 w Polsce, wlaczytam si¢ w
spontaniczng akcje pomocy Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Poznaniu w
wykonywaniu testow na koronawirusa. Pierwotnym zamystem byto udostepnienie sanpepidowi
aparatury, ktorg posiadal ICHB PAN, ale szybko okazato si¢, ze bardziej potrzebne jest nowe
miejsce i dodatkowe rece do pracy. Podobnie jak wigkszo$¢ wolontariuszy z ICHB PAN,
posiadatam odpowiednie kompetencje do tego, by podjac si¢ zaréwno izolacji wirusowego
RNA jak i przeprowadzania reakcji real-time RT-PCR. Skala akcji okazata si¢ jednak na tyle
duza, Ze moja rola polegata glownie na koordynacji prac tzw. Wirusowej Grupy Wsparcia.
Wilaczytam si¢ takze w dziatania prowadzace do opracowania pierwszego polskiego testu do
detekcji SARS-CoV-2 metodg RT-PCR. W rezultacie kilkumiesiecznej intensywnej pracy i
porozumieniu z firmami udato nam si¢ doprowadzi¢ do komercjalizacji 1 wyprodukowania
pigciu generacji testu, ktorych jestem wspottworcea:

1) MediPAN COVID test — prosty test jednogenowy, wymagajacy dwoch osobnych reakcji
(jedna wykrywajaca specyficzny gen wirusa, druga kontrolna)

2) MediPAN-2G COVID - test dwugenowy zawierajacy dwie rézne kontrole (wymagajacy
dwoch osobnych reakcji), pozwalajace na sprawdzenie poprawno$ci przeprowadzenia
procedury diagnostycznej a zarazem poprawnos$ci pobrania wymazu

3) MediPAN-2G+ COVID test - test dwugenowy, w ktorym w jednej mieszaninie zachodzg 3
reakcje: dwie wykrywajace 2 specyficzne geny wirusa i reakcja kontrolna

4) MediPAN-2G+ FAST COVID test — test dwugenowy, w ktorym w jednej mieszaninie
zachodza 3 reakcje, z dwukrotnie skroconym (do 1h) czasem trwania real-time PCR

5) MediPAN-2G+ FAST COVID + FLU —szybki test RT-PCR roznicujacy COVID-19 i grype,
dwugenowy (w stosunku do SARS-CoV-2); w ktorym w jednej mieszaninie zachodzi 5 reakcji:
dwie na 2 specyficzne geny wirusa, dwie (ale wykrywane tym samym barwnikiem) na
pojedyncze geny wirusa gryp A i B i reakcja kontrolna.

Dziatanie naszego testu w pordwnaniu z innymi dostgpnymi na rynku opisaliSmy w
pracy opublikowanej w Przegladzie Epidemiologicznym, ktorej jestem wspotautorem
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(Tymoniuk B et al.,, 2020). Dodatkowo nasze dzialania w dobie pandemii COVID-19
przedstawilismy wraz z dr Pawlem Zmorg oraz prof. dr hab. Markiem Figlerowiczom w
artykule zatytutowanym ,,Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w czasie
pandemii” opublikowanym w kwartalniku Kronika Miasta Poznania (Zmora P et al., 2021).

W ramach dofinansowania, ktore uzyskaliSmy w roku 2020 z Ministerstwa Edukacji i
Nauki na produkcje testu oraz badania zwigzane z nowym koronawirusem, nadzoruj¢ trwajacy
do tej pory w ICHB PAN projekt sekwencjonowania genoméw wirusa SARS-CoV-2 z
materialu podiagnostycznego pozyskanego we wspolpracy z szeScioma laboratoriami
diagnostycznymi w Polsce. Do tej pory zsekwencjonowali$my juz ponad 500 probek, glownie
z okresu poczatku pandemii oraz przetomu lat 2020/2021. W tej puli probek zdecydowanie
dominuje klad 20B (69%), klad 20A stanowi 26,5%, natomiast pozostale klady (20C, 20E(EU1)
i 201/501Y.V1 znany jako tzw. wariant brytyjski) po 1-2%. Dane uzyskane z
sekwencjonowania, zgodnie z polityka otwartego dostepu, deponujemy na platformie
informatycznej COVID-HUB PL/Covid-19 Data Portal Poland (https://covidhub.psnc.pl/),
prowadzonej we wspotpracy ICHB PAN-PCSS z Europejskim Instytutem Bioinformatyki
(EMBL-EBI). Platforma ta umozliwia wymiang informacji naukowych i koordynowanie
dziatan krajowych jednostek naukowo-badawczych prowadzacych badania dotyczace SARS-
CoV-2. Za posrednictwem platformy dane trafiaja do bazy europejskiej i moga by¢
wykorzystywane przez badaczy SARS-CoV-2 z calego $wiata.

Podsumowanie i perspektywy dalszego rozwoju

Podsumowujac moja aktywno$¢ naukowa moge stwierdzié, ze tematyka badan, w jakich
uczestniczytam i nadal uczestniczg jest bardzo szeroka. Elementem wspdlnym jest metodyka,
w szczegdlnosci technologie wysokoprzepustowych analiz DNA 1 RNA, w jakich si¢
wyspecjalizowatam (Ryc. 3). Moja praca wpisuje si¢ doskonale w cele funkcjonowania
Pracowni Genomiki, ktorej jestem kierownikiem. Zadaniem Pracowni jest bowiem nie tyle
realizowaé wiasne projekty, co wspierac inne zespoty badaczy, przede wszystkim z ICHB PAN,
w realizacji ich projektow genomicznych. W miar¢ mozliwosci podejmuje takze wspotprace z
osobami z innych jednostek, ktore nie majg u siebie dostepu do zaplecza aparaturowego, jakim
dysponuje ICHB PAN. Z tego tez wzgledu moje wlasne badania toczyly si¢ nieco wolniej. Z
drugiej strony udziat w licznych, niezwykle ciekawych 1 ambitnych projektach byt dla mnie
wyzwaniem 1 okazja do wykorzystania wlasnych kompetencji oraz ich ciaglego rozwijania 1
nabywania nowych do$wiadczen. Dzigki takiemu podej$ciu moge patrze¢ na badania wlasne z
szerszej perspektywy, pomaga¢ innych lepiej realizowa¢ ich projekty, moglam tez
koordynowa¢ dziatania, ktérych podjat si¢ ICHB PAN w dobie pandemii COVID-19.

Aktualnie najwigkszym wyzwaniem dla mnie sg dwa duze projekty ECBiG, GMP i
MOSAIC. Pierwszy jest juz na potmetku, ale drugi dopiero si¢ rozpoczyna. Ma on na celu
stworzenie platformy wykorzystujacej sztuczng inteligencje do integracji i analizy danych
multiomicznych 1 klinicznych dla uzyskania nowej wiedzy 1 narzedzi na potrzeby
spersonalizowanej  profilaktyki, diagnostyki 1 terapii medycznej. Plan zaktada
sekwencjonowanie w tym celu pelnych genoméw 5-8 tys. pacjentow z chorobami
nowotworowymi oraz kardiologicznymi. Dla czeS$ci pacjentow planujemy wykonaé takze
innego rodzaju analizy genomiczne, uwzgledniajace badania epigenomdw i transkryptomow,
w tym takze na poziomie pojedynczych komoérek. Wymaga to rozbudowy infrastruktury
Pracowni o sekwenator do krétkich odczytéw o najwigkszej mozliwej przepustowosci,
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sekwenator do dilugich odczytow, automatyczng stacje pipetujacg do przygotowywania
bibliotek oraz robota do izolacji kwasow nukleinowych. Zwigkszy to jeszcze bardziej potencjat
ECBIG i zapewni narzedzia do realizacji kolejnych ambitnych projektow.

mikromacierze sekwencjonowanie nowej generacji ilociowy PCR
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Rycina 3. Trzy ptaszczyzny aktywnosci naukowej realizowanej po doktoracie.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cig naukowa albo artystyczng realizowang w wigcej
niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci zagraniczne;j.

Moja aktywno$¢ naukowa po doktoracie byla nierozerwalnie zwigzana z dwoma
instytucjami — ICHB PAN oraz Uniwersytetem im. K. Marcinowskiego w Poznaniu. Laczac
przez kilkanascie lat zatrudnienia w obu jednostkach staralam si¢ wykorzysta¢ wtasng wiedze
1 doswiadczenie oraz bogate zaplecze aparaturowe ICHB PAN w celu rozwigzywania
probleméw naukowych z dziedziny hematoonkologii. Bratam udziat zarowno w pisaniu jak i
realizacji projektu zamawianego pt. “Wykorzystanie technologii genomiki funkcjonalnej do
stworzenia kompleksowego modelu transformacji nowotworowej. Badania modelowe
mechanizmow molekularnych warunkujacych rozwoj ostrej biataczki szpikowej”. Zebrany
wowczas material postuzyl do przeprowadzenia szeregu eksperymentow, opisanych w
publikacjach ukazujacych si¢ jeszcze dtugo po zakonczeniu projektu. Pozwolit mi takze na
realizacje projektu NCN MINIATURA, pt. ,,Analiza eksomdéw pacjentdw z ostrg biataczka
szpikowa”, ktoérego bylam kierownikiem, oraz na zdobycie stypendium wyjazdowego do
Japonii w celu realizacji wlasnego projektu pt. ,,Multi-omic analysis of acute myeloid
leukemia” w Unit of Statistical Genetics, Center for Genomic Medicine, Graduate School of
Medicine Kyoto University. Niestety ze wzgledu na pandemi¢ COVID-19 wyjazd ten nie
doszedt jeszcze do skutku. Molekularne aspekty patogenezy i rozwoju ostrej biataczki
szpikowej staty si¢ tematem przewodnim moich wlasnych badan oraz przedstawionego w
niniejszym dokumencie osiggni¢cia naukowego, stanowigcego podstawe do ubiegania si¢ o
nadanie stopnia doktora habilitowanego.
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W ramach pracy w Katedrze Hematologii i Transplantacji Szpiku UM w Poznaniu
zajmowalam si¢ przygotowaniem pobranych od pacjentow i ochotnikow probek krwi i szpiku
kostnego do dalszych etapéw eksperymentu, ktoére byly prowadzone w laboratorium ICHB
PAN. Wspolpracowatam z lekarzami hematologami w celu zebrania danych klinicznych dla
badanej grupy pacjentow. W celu poszerzenia wiedzy z zakresu hematologii uczestniczytam w
seminariach i konferencjach tematycznych. Efektem mojej pracy na Uniwersytecie
Medycznym im. K. Marcinowskiego w Poznaniu jest 9 publikacji eksperymentalnych i 3 prace
przegladowe, w tym 8 w j. angielskim i jedna w j. polskim. W wigkszosci tych publikacji
petitam wiodaca role.

W ICHB PAN z kolei zajmowalam si¢ rozwojem technologii umozliwiajacych
prowadzenie wysokoprzepustowych badan transkrytpomicznych i genomicznych. Ze wzgledu
na wyzwania zwigzane z analiza danych generowanych przy uzyciu tego rodzaju technologii
odbytam szkolenia 1 kursy pozwalajace mi na bardziej aktywny i §wiadomy udzial w analizie
danych. Najwazniejsze z nich to kursy zagraniczne w Cambridge (EMBO Practical Course on
Analysis and Informatics of Microarray Data, Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton,
Cambridge, Wielka Brytania, 2007) i Dortmundzie (Course in Practical DNA Microarray Data
Analysis, Dortmund, Niemcy 2007), gdzie poznatam tajniki $Srodowiska R Bioconductor. W
ICHB PAN bratam udziat w realizacji wielu réznorodnych projektow wykorzystujacych
narzg¢dzia genomiczne, bardziej szczegotowo opisanych powyzej. Efektem tych dziatan jest 18
publikacji eksperymentalnych, 7 prac przegladowych i 3 patenty. W przypadku czgsci tych prac
moja rola byla mniejsza niz w przypadku prac stanowiacych osiggniecie habilitacyjne. Istotng
role odgrywalam natomiast we wszystkich pracach z zakresu archeogenomiki oraz w pracy z
dr J. Szenajch (2020), ktorej jestem ostatnim autorem. Tu bratam udzial zar6wno w tworzeniu
wnioskow o finansowanie projektéw, pracach eksperymentalnych jak i1 pisaniu manuskryptow
publikacji.

Dodatkowo, przez krotki czas (jeden rok akademicki) bytam formalnie zwigzana z
jeszcze jedna uczelnig — Politechnikg Poznanskg, jako wyktadowca na Wydziale Technologii
Chemicznej. Od lat wspolpracuje rowniez z Instytutem Informatyki Politechniki Poznanskiej,
w ramach zadan zwiazanych z organizacja ECBiG 1 projektow realizowanych przez
konsorcjum ICHB PAN i PP. Politechniccy informatycy z kolei wspomagaja Pracownig
Genomiki w zakresie analizy danych.

6. Informacja o osiagnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke lub sztuke.

Osiagniecia dydaktyczne:

W roku akademickim 2016/2017 petitam funkcj¢ wyktadowcy przedmiotu ,,Biologia
komoérkowa 1 molekularna” dla studentow specjalnosci bioinzynieria na Wydziale Technologii
Chemicznej Politechniki Poznanskiej. Prowadzitam zaréwno wyklady jak 1 ¢wiczenia
laboratoryjne. Praca ta nie byla kontynuowana ze wzglgdu na niewystarczajaca liczbg osob
chetnych do studiowana tej specjalnosci w kolejnych rocznikach.

Po doktoracie bytam opiekunem Kilkunastu stazystow i studentow wykonujacych w
ICHB PAN swoje staze naukowe, prace licencjackie, magisterskie i doktorskie, w tym w
przypadku pieciu osob (dwojga licencjuszy i trojga magistrantow) bytam réwniez promotorem
ich prac.
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Magistranci, ktorzy wykonywali prace magisterskie pod moja opieka, ale promotorem ich prac
byt prof. dr hab. Marka Figlerowicz:

Katarzyna Jezierska - Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, kierunek biotechnologia, praca
magisterska nt. ,,Optymalizacja mikromacierzy do analizy ekspresji genéw w chorobach
spichrzeniowych” (2007)

Piotr St¢pniak - UAM, Wydzial Biologii, kierunek biotechnologia, praca magisterska pt.

»Zastosowanie ogolnodostepnych narzedzi bioinformatycznych w analizie ukierunkowanych
mikromacierzy DNA” (2008)

Marzena Pieronkiewicz - UAM, Wydziat Biologii, kierunek biotechnologia, praca magisterska
pt. ,,Analiza zmian poziomu ekspresji wybranych genow zwigzanych z transformacja
nowotworowa u pacjentdw cierpiacych na ostrg biataczke szpikowa” (2008)

Marek Milewski - Uniwersytet Medyczny w Poznaniu, kierunek biotechnologia medyczna,
praca magisterska pt. ,,Analiza roznicowa profilu ekspresji genéow w komorkach

hematopoetycznych pochodzacych od pacjentéw z ostrg biataczka szpikowa typu M1 1 M2”
(2011)

Studenci, ktorych prac jestem promotorem:

Kamil Tomaszewski - Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Wydzial Rolnictwa i
Bioinzynierii, kierunek biotechnologia, praca magisterska pt. ,,Detekcja mutacji w genie NPM1
u pacjentOw z ostrg biataczka szpikowa (AML) z zastosowaniem reakcji PCR 1 automatycznego
sekwencjonowania metodg Sangera” (obrona pracy z oceng bardzo dobra, 2014)

Melania Nowicka — Politechnika Poznanska, kierunek bioinformatyka, praca licencjacka pt.
,» VisualExpression: wizualizacja danych w analizie wynikéw eksperymentu RNA-Seq z
wykorzystaniem pakietu cummeRbund” (obrona 16.09.2013)

Oliwier Ktos - UAM, Wydziat Biologii, kierunek biotechnologia, praca licencjacka pt.
,Przygotowanie materiatu genetycznego SARS-CoV-2 do sekwencjonowania nowej generacji”
(obrona pracy z oceng bardzo dobra, 13.07.2021)

Martyna Machowina - UAM, Wydziat Biologii, kierunek biologia i zdrowie cztowieka, 2021,
praca magisterska pt. ,,Identyfikacja mutacji w genie KRAS w ostrej biataczce mieloblastyczne;j
”” (obrona pracy z oceng bardzo dobrg, 27.07.2021)

Monika Hazy - UAM, Wydziat Biologii, kierunek biotechnologia, praca magisterska pt.
,ldentyfikacja mutacji w genach IDH1 oraz IDH2 u pacjentéw z ostra biataczka szpikowa z
zastosowaniem metody sekwencjonowania Sangera” (obrona planowana na sierpien 2021)

W latach 2008-2019, na prosbe wyktadowcow z poznanskich uczelni, organizowatam i
wspolprowadzitam coroczne ¢wiczenia pokazowe dla studentow nanotechnologii UAM oraz
biotechnologii medycznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. W ramach tych zajec
przyblizatam studentom najpierw podstawy technologii mikromacierzy, a potem takze
sekwencjonowania nowej generacji. Podobne ¢wiczenia zorganizowatam jednorazowo dla
studentow biotechnologii Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie (15.05.2008, ICHB PAN) oraz
dla studentow III roku biotechnologii z Katedry Roslin Ozdobnych i Warzywnych Wydziatu
Rolnictwa i Biotechnologii Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy
(11.04.2014, ECBIG). Bylam tez zaproszona do udzialu w seminarium Kota Naukowego
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Biotechnologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, podczas ktorego wyglositam wyktad
pt. ,,Mikromacierze DNA - wcigz nowatorskie czy juz przezytek?” (18.05.2011). W roku 2014,
wraz z dr Pawlem Wojciechowskim oraz dr Aleksandra Swiercz, uczestniczytam w
oprowadzaniu cotygodniowych delegacji uczniéw szkét srednich (technikow i liceow o
profilach matematyczno-fizycznym i informatycznym z woj. wiekopolskiego) po laboratoriach
ECBIG, prezentujac podstawy technologii giebokiego sekwencjonowania DNA i zache¢cajac do
podjecia studiow w zakresie bioinformatyki. Bylam opiekunem czworki stazystow: dwojga
uczniow [ klasy biol.-chem. VIII LO w Poznaniu (20.03.2019, w ramach szesnastej edycji
programu Dzien Przedsigbiorczosci), uczennicy klasy maturalnej o profilu biologiczno-
chemicznym z rozszerzong matematyka XXVII LO im. Tadeusza Czackiego w Warszawie (5-
26.10.2020, Wiktoria Czumaj) oraz studenta Il roku biotechnologii na Wydziale Biologii
UAM (01-30.10.2020, Oliwier Ktos, ktory potem zdecydowat si¢ wykona¢ prace licencjacka
pod moja opieka).

Przeprowadzitam dwa szkolenia indywidualne na zlecenie firm (dr Jolanta Szenajch z
WIM, szkolenie w zakresie technik mikromacierzowych na zlecenie firmy PerkinElmer, 15-
19.11.2007; dr Joanna Kosinska z Uniwersytetu Medycznego w Warszawie, szkolenie z
przygotowywania bibliotek do sekwencjonowania NGS na zlecenie firmy OpenExome, 12-
16.11.2012). Ponadto w roku 2011, na zlecenie firmy BiolnfoBank, opracowatam seri¢ 15
wyktadoéw online pt. ,,Genomika, proteomika, metabolomika” dla edukacyjnej platformy
bioinformatycznej ,,Virtual Academy of Bioinformatics”.

Osiagniecia organizacyjne:

W latach 2005-2006 organizowalam w ICHB PAN nowe laboratorium w ramach
Centrum Doskonatosci CENAT, wprowadzajac w Instytucie technologi¢ mikromacierzy DNA,
wspoélnie z dr Agnieszka Zmienko i prof. dr hab. Markiem Figlerowiczem. W tym samym
okresie uczestniczytam w pracach utworzonego w 2005 r. konsorcjum o nazwie Regionalne
Centrum Genomiki, petnigc funkcje sekretarza konsorcjum.

W latach 2007-2014 bytam cztonkiem z wyboru Rady Naukowej ICHB PAN, biorac
udziat w pracach rady jako przedstawiciel adiunktow.

W latach 2010-2011 aktywnie uczestniczytam w organizacji Europejskiego Centrum
Bioinformatyki i Genomiki (ECBiG), konsorcjum, ktorego inicjatorami byli ze strony ICHB
PAN prof. dr hab. Marek Figlerowicz, a ze strony Politechniki Poznanskiej prof. dr hab. inz.
Jacek Blazewicz. Wspolnie z dr Agnieszka Zmienko i dr Magdaleng Luczak zajmowaly$my sie
zakupami aparatury, projektowatySmy i urzadzaty§my od podstaw nowe laboratoria ECBIG
zlokalizowane w budynku Centrum Wykladowego 1 Biblioteki Technicznej Politechniki
Poznanskiej przy ul. Piotrowo 2. W latach 2011-2021 bylo to moje gtdowne miejsce pracy, tam
tez w roku 2015 powstata Pracownia Mikromacierzy 1 Glebokiego Sekwencjonowania,
przeksztalcona poézniej w Pracowni¢ Genomiki, ktorej Kierownikiem jestem do dnia
dzisiejszego. Od samego poczatku zajmowatam si¢ sprawami zwigzanymi z wyborem i
zakupem aparatury niezbednej do funkcjonowania Pracowni, poczagwszy od automatycznych
stacji do drukowania, hybrydyzacji i skanowania mikromacierzy, po sekwenatory nowej
generacji. Aktualnie zajmuj¢ si¢ przygotowaniem przetargow, ktorych celem jest zakup
kolejnej zaawansowanej aparatury — sekwenatora do krotkich odczytow o najwyzszej
przepustowosci, umozliwiajacej jednorazowo sekwencjonowanie 48 genomoéw ludzkich,
sekwenatora do dlugich odczytéw, automatycznej stacji do przygotowywania bibliotek do
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sekwencjonowania oraz biorobota do izolacji kwasow nukleinowych. Zakup tego sprzetu jest
finansowany ze $§rodkow uzyskanych niedawno w ramach projektu pt. ,,ECBiG — Europejskie
Centrum Bioinformatyki i Genomiki — MOSAIC” (POIR.04.02.00-00-D017/20), ktorego
celem jest stworzenie zaawansowanej platformy badawczej, umozliwiajacej pozyskiwanie
wielowymiarowych danych biomedycznych i klinicznych oraz ich standaryzacje, integracj¢ i
analiz¢ z wykorzystaniem algorytmow sztucznej inteligencji. W pisaniu tego wniosku takze
bratam aktywny udziat.

W ostatnim czasie podjetam si¢ tez kolejnego wyzwania natury organizacyjnej, jakim
jest projektowanie jednego pictra zabytkowej willi przy ul. Wieniawskiego 21/23. Ma si¢ tam
miesci¢ w przysztosci Centrum Edukacji Spotecznej, w ktérym powstang laboratoria biologii
molekularnej przeznaczone wylacznie do celow edukacyjnych. Nowa lokalizacje zyska tez
rozwijana przeze mnie Pracownia Genomiki.

Jako kierownik Pracowni Genomiki nawigzalam wspoiprace z wieloma zakladami
ICHB PAN oraz innymi jednostkami naukowymi w kraju, wspierajac projekty innych badaczy
technologiami genomicznymi dostgpnymi w Pracowni. W wigkszo$ci przypadkoéw wspotprace
te zaowocowaly publikacjami w punktowanych czasopismach branzowych, opisanymi
powyzej.

Od poczatku istnienia ECBiG bralam udzial w pisaniu i sprawozdawaniu wnioskéw o
dofinasowanie utrzymania specjalnej aparatury badawczej, tzw. SPUB, a takze wniosku 0 wpis
ECBIG na Polskg Mape Infrastruktury Badawczej. Jestem przewodniczacg zespotu ds. zakupu
strategicznej aparatury ICHB PAN, a od roku 2020 petni¢ takze funkcje inspektora ds. bioetyki
1 bezpieczenstwa biologicznego w ICHB PAN. Do moich zadan nalezy m.in. weryfikacja
kwestii bioetycznych we wszystkich wnioskach grantowych sktadanych przez ICHB PAN.

W trakcie rocznej nieobecnosci dr Anny Philips (2018/2019) petnitam obowigzki
kierownika projektu NCBiR pt. ,,Mapa Mikrobiomu Polski” (nr POIR.04.01.02-00-0025/17).
Pod wzgledem organizacyjnym wspieram takze prof. dr hab. Marka Figlerowicza w realizacji
duzych interdyscyplinarnych i strukturalnych projektow, takich jak ,,Dynastia i spoteczenstwo
panstwa Piastow w §wietle badan archeologicznych, antropologicznych i genomicznych” czy
,Buropejskie Centrum Bioinformatyki 1 Genomiki”, ktérego celem jest stworzenie
Genomicznej Mapy Polski. Przy okazji realizacji pierwszego z wymienionych projektow
uczestniczylam w powotaniu dwoéch konsorcjow zrzeszajacych instytucje w Polsce
zainteresowane badaniami z zakresu archeogenomiki: Poznanskiego Centrum Archeogenomiki
(2013) oraz Polskiego Centrum Archeogenomiki (2016).

Wspotorganizowatam cztery konferencje:

- ,,Tradycje 1 nowoczesno$¢ - poczatki panstwa polskiego na tle srodkowoeuropejskim w
badaniach interdyscyplinarnych”, Poznan, 10-12.06.2015 - konferencja migdzynarodowa,
organizowana przez Instytut Historii i Instytut Prahistorii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu oraz ICHB PAN

- ,DNA — jezyk zycia”, Poznan, 27-28.10. 2016, konferencja krajowa organizowana przez
ICHB PAN i Politechnikg¢ Poznanska
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- ,,Piast & Premyslovci Meeting”, Poznan, 29-30.05.2018, konferencja migdzynarodowa
organizowana przez ICHB PAN, UAM (Wydziat Historyczny) oraz Instytut Archeologii
Czeskiej Akademii Nauk w Pradze

- ,,Fascinating World of Bioorganic Chemistry”, konferencja migdzynarodowa dedykowana
prof. Andrzejowi B. Legockiemu z okazji 80. urodzin, organizowana przez ICHB PAN,
Poznan, 12-13.11.2019.

W roku 2020 bytam koordynatorem prac Wirusowej Grupy Wsparcia (WGW). Byla to
grupa wolontariuszy z ICHB PAN, ktorzy w pierwszych miesigcach pandemii COVID-19
zaangazowali si¢ w pomoc Wojewodzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Poznaniu
wspierajac diagnostow w wykonywaniu testow wykrywajacych koronawirusa SARS-CoV-2.
Byt to okres niezwykle intensywnej i odpowiedzialnej pracy, podczas ktérej odpowiadatam za
organizacj¢ prac diagnostycznych w Instytucie oraz staly kontakt pomiedzy WGW a
sanepidem. Ze wzgledu na zainteresowanie medidow, firm i 0sob prywatnych, ktore pragnety na
rézne sposoby wesprze¢ naszg dziatalnos¢, statam sie takze w tym okresie gtdwnym punktem
kontaktowym i nieformalnym rzecznikiem prasowym ICHB PAN. Moje dziatania
doprowadzily m. in. do powstania w Instytucie Pracowni Diagnostyki Molekularnej WGW, a
pézniej takze laboratorium diagnostycznego z prawdziwego zdarzenia - Laboratorium
Diagnostyki Molekularnej PANgen, spotki, ktorej jestem cztonkiem zarzadu. Biorg takze udziat
w organizacji finansowanego przez Ministerstwo Edukacji i Nauki zadania zwigzanego z
sekwencjonowaniem genomow wirusa SARS-CoV-2 z materialu podiagnostycznego
pozyskanego we wspotpracy z szeScioma laboratoriami diagnostycznymi w Polsce.

Popularyzacja nauki:

Moja przygoda z popularyzacjg nauki rozpoczeta sie 28.09.2006 w Zespole Szkot
Technicznych w Trzciance, miejscowosci, w ktorej spedzitam 11 lat zycia (do konca szkoty
podstawowej). Z okazji organizowanego tam Dnia Technika wyglositam wyktad na
zaproszenie pt. ,Nowoczesne technologie w stuzbie biologii i medycynie”. Kolejnym
ciekawym doswiadczeniem bylo wygloszenie (na zaproszenie organizatoréw) godzinnego
wyktadu pt. ,,Genom cztowieka — fantastyczne puzzle” podczas ogdlnopolskiego konwentu
mito$nikéw fantastyki PYRKON 2011 na terenie Miedzynarodowych Targoéw Poznanskich.

Od roku 2010 nieprzerwanie bior¢ aktywny udziat w popularyzacji nauki jako
wspolorganizator Nocy Naukowcdw, Festiwali Nauki 1 Sztuki oraz warsztatow na temat DNA
I podstaw genetyki dla dzieci i mtodziezy w podpoznanskich szkotach. Zorganizowatam grupe
kilkunastu wolontariuszy spo$rod pracownikéw i doktorantow ICHB PAN, ktory wspieraja
mnie w tych dziataniach. Przez wiele lat wspomagaty mnie w tych przedsigwzigciach takze
wlasne dzieci. Wspoélnie opracowalismy szereg autorskich gier i zabaw edukacyjnych oraz
modeli DNA do wielorazowego sktadania. Dzi¢ki nim poprzez zabawe uczymy jak zbudowany
jest DNA, ttumaczymy jak dziata kod genetyczny oraz pokazujemy jak mozna wyizolowaé
DNA z ro$lin w warunkach domowych. Kazda grupa uczestnikéw stucha zwykle krétkiego
wyktadu wprowadzajacego (prowadzonego przeze mnie), dostosowanego poziomem trudnosci
do wieku stuchaczy, a nastepnie bierze udzial w warsztatach. Jedynie w roku 2020 Festiwal
Nauki nie odbyt si¢ z powodu pandemii, a Noc Naukowcow miata forme online. Na ten cel
przygotowatam nagranie, podczas ktérego opowiedziatam o dziataniach Instytutu zwigzanych
z diagnostyka i opracowywaniem testow do detekcji SARS-CoV-2.
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W ramach aktywizacji mieszkancow terenéw wiejskich wyjazdowe warsztaty pt. ,,DNA
— czasteczka zycia” prowadzitam m. in. dla uczniow Zespotu Szkoét im. Krolowej Jadwigi w
Jerzykowie, Zespotu Szkoétr im. Konstytucji 3 Maja w Pobiedziskach Letnisku, Szkoty
Podstawowej w Biskupicach, Szkoty Podstawowej nr 5 im. Prof. Adama Wodziczki w
Swarzgdzu, Szkoty Podstawowej nr 4 im. Jana Brzechwy w Swarzgdzu.

Jestem autorka serii artykutéw popularyzatorskich zwigzanych z biologig, medycyng i
zdrowiem (m.in. pt. ,,Czas na witaminy”’, ,,Biologiczne znaczenie postu”) w ,Pulsie
Pobiedzisk”, gazecie obywatelskiej, wydawanej 1 rozprowadzanej na terenie gminy
Pobiedziska w latach 2014-2016, najpierw jako miesiecznik, potem dwumiesi¢cznik liczagcy 24
strony, z naktadem 3150 egzemplarzy. Gazeta wydawana byta dzieki pracy wolontariuszy (w
tym mnie) zrzeszonych w ramach Stowarzyszenia Gmina Pobiedziska w Europie.

11.01.2017, na zaproszenie prof. dr hab. Jana Barciszewskiego prowadzitam spotkanie
z cyklu Poznanski Klub RNA, ktérego gosciem byt dr Tomasz Zemojtel z Charité
Universititsmedizin w Berlinie. Moja rola byto przedstawienie goscia, ktory wyglosit wyktad
pt. “3Gbp”, oraz prowadzenie dyskusji.

13.03.2019, wraz z prof. dr hab. Markiem Figlerowiczem i dr Ireneuszem Stolarkiem
wygtositam wyktad otwarty pt. ,,Homo sapiens w Europie” w ramach cyklu ,,Biesiady z mysla”,
organizowanego przez ICHB PAN dla szerokiego grona odbiorcow, w tym mlodziezy licealne;.

Ze wzgledu na duze zainteresowanie spoteczenstwa projektem pt. ,,Dynastia i
spoteczenstwo panstwa Piastow w $wietle badan archeologicznych, antropologicznych i
genomicznych”, ktorego jestem jednym z gtéwnych wykonawcéw, 06.02.2020 bytam gosciem
audycji Radia Poznan pt. ,,Trzecie Milenium”. Wzigtam rowniez udzial w nagraniu filmu
edukacyjnego na temat naszych badan dla Rezerwatu Archeologicznego Genius Loci. Film ten
w czerwcu 2021 stat si¢ jednym ze statych elementow ekspozycji muzeum.

Bylam gosciem podcastu “Faceci w Kitlach”, odcinka pt. “Czy istnieje gen Polaka?”
poswigconego Genomicznej Mapie Polski.

W okresie wzrostu popularno$ci ICHB PAN w czasie pandemii COVID-19 udzielitam
licznych wywiadow dla gazet, stacji radiowych i telewizyjnych oraz portali internetowych,
bylam tez zapraszana jako ekspert do programow telewizyjnych transmitowanych na zywo.
Kilka przyktadow ponize;j:

“Pandemia COVID-19 jako stymulator wspotpracy migdzy naukg a biznesem - przyktad polskiego testu
na SARS-CoV-2" - wystapienie online na Migdzynarodowej Konferencji Polskiego Stowarzyszenia
Dyrektorow Szpitali ,,Nowe wyzwania organizacyjne i technologie w walce z wirusem SARS-COV-2”
organizowanej w Krakowie, 25.09.2020

“Wirusowa Grupa Wsparcia — odpowiedz Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN na pandemi¢ COVID-
19" - wystgpienie online na konferencji "UNIWERSYTET W CZASACH PANDEMII: NAUKA,
DYDAKTYKA, ADMINISTRACJA" organizowanej przez Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu,
24.09.2020

Udzial online w panelu dyskusyjnym pt. “Jak pandemia stymuluje rozwo6j nowych technologii
medycznych” podczas XVI Forum Rynku Zdrowia organizowanego w Warszawie, 19-20.10.2020
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Od wiruséw do Piastow, magazyn internetowy “Genetyka Fakty 1 Mity”, maj 2020
(https://genetyka.bio/tag/dr-luiza-handschuh/)

“Co dobrego wydarzyto si¢ w tym trudnym roku? "Najwazniejsza byta solidarnos¢" - publikacja w
Gazecie Wyborczej, 26.12.2020 (https://poznan.wyborcza.pl/poznan/7,36001,26639367,co-dobrego-
wydarzylo-sie-w-tym-trudnym-roku-najwazniejsza.html)

“Wykryjemy wirusa i z Wuhan, i z Londynu” - wywiad w Gazecie Prawnej, 28.12.2020
(https://serwisy.gazetaprawna.pl/zdrowie/artykuly/8054203,luiza-handschuh-wirus-covid-19-wuhan-
londyn-wywiad.html)

7. Inne informacje dotyczace kariery zawodowe;j.

Odznaczona przez Prezydenta Rzeczpospolitej Polskiej Krzyzem Kawalerskim Orderu
Odrodzenia Polski za wybitne zastugi w dziatalnoSci organizacyjno-badawczej na rzecz
zwalczania zagrozen biologicznych (09.06.2020).
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