Zalacznik nr 7 do wniosku o przeprowadzenie postepowania w sprawie nadania stopnia

doktora habilitowanego dr Luizie Handschuh

STRESZCZENIE

Charakterystyka molekularna ostrej biataczki szpikowej z wykorzystaniem

badan transkryptomicznych

Ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia, AML) nalezy do najbardziej
agresywnych chorob nowotworowych czlowieka. Do jej rozwoju dochodzi na skutek mutacji w
prekursorach komorek mieloidalnych. Niedojrzate, nieprawidtowe komorki namnazajg si¢ w Szpiku
kostnym zakldcajac przebieg procesu hematopoezy i uposledzajac funkcjonowanie catego organizmu.
Nieleczona AML prowadzi do smierci w ciggu kilku tygodni, a terapia jest mato skuteczna i czgsto
dochodzi do wznowy choroby i lekoopornosci. Mimo iz AML stata si¢ chorobg modelowa w badaniach
genomicznych, istnieje potrzeba poszukiwania nowych czynnikow zwigzanych z jej patogeneza i
rozwojem oraz opracowywania nowych strategii terapeutycznych. Zadania te utrudnia fakt, ze AML
jest chorobg heterogenna, a jej podtypy prezentujg odmienne cechy kliniczne i molekularne.

Celem moich badan byta charakterystyka AML na poziomie transkryptomu, najpierw ogdélna i
kompleksowa, a nastepnie szczegdtowa, nakierowana na konkretne geny i ich transkrypty alternatywne.
Aby zrealizowac ten cel opracowatam wlasny warsztat metodyczny, wspotpracujac z bioinformatykami
oraz lekarzami hematologami, ktérzy pozyskali materiat od pacjentéw i dostarczyli dane kliniczne.
Pierwszym podej$ciem, ktore zastosowatam byly oligonukleotydowe mikromacierze DNA wlasnej
produkcji. W wyniku analizy danych mikromacierzowych wylonitam 83 geny o najbardziej
zmienionym poziomie ekspresji w AML wzgledem probek kontrolnych. Byly wsrdd nich znane
onkogeny (np. KRAS, CEBPA, MYC), potencjalne biomarkery (np. STMN1, ANGPT1), ale takze geny
nie wigzane dotad z patogeneza AML (np. ENO1, FCN1). Z zastosowaniem metod ilosciowego PCR
pokazatam, ze poziom ekspresji genéw ANXA3, S100A9 i WT1 r6znit si¢ istotnie pomiedzy podtypem
AML FAB M1i M2, a ekspresje genow CAT i WT1 skorelowatam z odpowiedzig pacjentow na leczenie.

Wraz ze wspotpracownikami opracowatam nowa metode identyfikacji mutacji w genie NPM1,
kodujacym wielofunkcyjne biatko nukleofozming. Metodami emulsyjnego PCR (ddPCR) oraz
sekwencjonowania transkryptomu (RNA-seq) przeanalizowatam ekspresje 11 alternatywnych
transkryptow genu NPM1. Pokazatam, Zze poziom czesci z nich jest podwyzszony w AML wzgledem
zdrowych kontroli, spada po uzyskaniu remisji i ponownie ros$nie w trakcie wznowy choroby. Wysoka
ekspresje prezentowal takze jeden z transkryptow niekodujacych. Wysoki poziom transkryptow
NPML1.1iNPM1.3 obecny w momencie diagnozy skorelowatam z krotszym okresem przezycia wolnego
od choroby.

Korzystajac z danych RNA-seq przeprowadzitam rowniez szczegdlowa analize 26 genow
kodujacych regulujagce apoptozg biatka z rodziny BCL2. Wykazatam roznice i wzajemne relacje
pomigdzy poziomem ekspresji poszczegolnych gendéw, a takze powigzalam informacje na temat
ekspresji gendw z danymi klinicznymi oraz obecnos$cig mutacji zidentyfikowanych za pomoca
sekwencjonowania eksomow. Stwierdzitam znaczace obnizenie w AML poziomu ekspresji genow
BMF, BNIP1 i HRK kodujacych biatka proapoptotyczne. Z kolei u pacjentow opornych na
chemioterapi¢ zaobserwowatam podwyzszong ekspresje genu BCL2L1, kodujacego antyapoptotyczne
biatko BCL-XL. Poziom ekspresji BCL2L1 byt pozytywnie skorelowany z poziomem ekspresji BECN1,
kodujacego bekling 1, biatko zwigzane z autofagia, oraz protoonkogenu MDM2, a negatywnie
skorelowany z poziomem ekspresji genu BID, kodujacego aktywator apoptozy. Wykazatam zwigzek
pomiedzy ekspresjg genow BCL2L1, BID, BOK i HRK a obecnoscig mutacji w genach BRCA2 i RUNX1
oraz pomiedzy ekspresja BCL2L1 i BCL2L11 a obecnosciag mutacji w genie IDH2. Wysoki poziom
gen6w BCL2L13 i BIK powigzatam z niekorzystnym rokowaniem.

Aktualny stan wiedzy na temat AML, wylaniajacy si¢ z badan transkryptomicznych,
podsumowatam w jednoautorskiej pracy przegladowej, wchodzacej w sktad cyklu publikacyjnego wraz
z trzema pracami metodycznymi i trzema pracami prezentujagcymi wyniki oryginalnych badan. Cykl ten
stanowi podstawe do ubiegania si¢ 0 nadanie mi stopnia doktora habilitowanego nauk biologicznych.



