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1. Imie¢ i Nazwisko: Irena Misiewicz-Krzeminska (nazwisko panienskie Misiewicz)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca
I roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2006- stopien doktora nauk farmaceutycznych, specjalno$¢ biochemia
farmaceutyczna. Uniwersytet Medyczny w Lodzi, wydziat Farmaceutyczny.

Tytut rozprawy- ,, Wlasciwosci chemoprewentywne zwigzkow z grupy izotiocyjanianow.”
Promotor- Prof. dr hab. Teresa Kasprzycka-Guttman

2002- tytut magistra inzyniera biotechnologii, specjalnos$¢ biotechnologia w produkcji
i ochronie zdrowia zwierzat. Miedzywydziatowe Studium Biotechnologii, SGGW.
Tytut pracy magisterskiej- “Cytotoksyczny wphyw doksorubicyny i WP903 na oporne i
wrazliwe linie komorek nowotworowych”

Promotor- dr Janusz Skierski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
2009- obecnie, staz podoktorski, Universidad de Salamanca, Hiszpania
Podczas stazu zatrudniona na nastepujacych stanowiskach:
07/2009-12/2009 Cancer Research Center of Salamanca, Post-Doc
01/2010-12/2013 Hospital Universitario de Salamanca,

Klinika Hematologii,
Naukowiec, doktor, w projekcie ISCIII PS09/01897

01/2014-12/2015 Cancer Research Center of Salamanca
Naukowiec, doktor
01/2016-12/2016 Institute for Biomedical Research of Salamanca (IBSAL)

Naukowiec, doktor, w projekcie International Myeloma
Foundation, Black Swan Research Initiative

01/2017-obecnie Institute for Biomedical Research of Salamanca (IBSAL)
Naukowiec, doktor

Od 2006-0becnie Narodowy Instytut Lekow, Warszawa
(od 07/2009 urlop bezptatny)
Adiunkt

1998-2006 Narodowy Instytut Lekow, Warszawa
Asystent



4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003
r. O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego,

“Wplyw potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow na patogeneze i
rokowanie pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym.”

b) wykaz publikacji naukowych stanowiacych podstawe osiagniecia naukowego
Przedmiotem postgpowania habilitacyjnego jest cykl 7 prac opublikowanych w latach
2010-2019, szesciu artykutow eksperymentalnych i jednej przeglgdowej

Al. Norma C. Gutiérrez, Maria Eugenia Sarasquete, Irena Misiewicz-Krzeminska,
Manuel Delgado, Javier De Las Rivas, Fany V. Ticona, Encarna Fermifian, Patricia
Martin-Jimeénez, Carmen Chillon C, Alberto Risuefio, Jesus Maria Hernandez, Ramon
Garcia-Sanz, Marcos Gonzalez, Jesus F. San Miguel. Deregulation of microRNA
expression in the different genetic subtypes of multiple myeloma and correlation with
gene expression profiling. Leukemia 24(3):629-37, 2010

IF2010=8.966, punkty MNiSW=32 , liczba cytowan do 21/03/2019= 136

A2. Maria E Sarasquete; Norma C Gutiérrez; Irena Misiewicz Krzeminska; Bruno
Paiva; Maria C Chillon; Miguel Alcoceba; Ramén Garcia Sanz; Jesus M Hernandez;
Marcos Gonzalez; Jesus F San Miguel. Upregulation of Dicer is more frequent in
monoclonal gammopathies of undetermined significance than in multiple myeloma
patients and is associated with longer survival in symptomatic myeloma patients.
Haematologica 96 - 3, pp. 468 — 539, 2011

IF2011=6.424, punkty MNiSW=40, liczba cytowan do 21/03/2019= 21

A3. Irena Misiewicz-Krzeminska, Maria E Sarasquete, Dalia Quwaider, Patryk
Krzeminski, Fany V Ticona, Teresa Paino, Manuel Delgado, Andreia Aires, Enrique M
Ocio, Ramon Garcia-Sanz, Jesus F. San Miguel, Norma C Gutiérrez. Restoration of
microRNA-214 expression reduces growth of myeloma cells through positive regulation
of P53 and inhibition of DNA replication. Haematologica 98(4):640-8, 2013

IF2013=5.868, punkty MNiSW=40, liczba cytowan do 21/03/2019= 46

A4. Irena Misiewicz-Krzeminska, Maria E Sarasquete, Carolina Vicente-Duefas,
Patryk Krzeminski, Katarzyna Wiktorska, Luis A Corchete, Dalia Quwaider, Elizabeta A
Rojas, Rocio Corral, Ana A Martin, Fernando Escalante, Abelardo Béarez, Juan L Garcia,
Isidro Sanchez-Garcia, Ramon Garcia-Sanz, Jesus F San Miguel, Norma C Gutiérrez.
Post-transcriptional Modifications Contribute to the Upregulation of Cyclin D2 in
Multiple Myeloma. Clinical Cancer Research 22(1):207-17, 2016

IF2016=9.619, punkty MNiSW=45, liczba cytowan do 21/03/2019= 4



A5. Elizabeta A. Rojas, Luis A. Corchete, Laura San-Segundo, Juan F. Martinez-
Blanch, Francisco M. Codoiier, Teresa Paino, Noemi Puig, Ramén Garcia-Sanz, Maria
Victoria Mateos, Enrique M. Ocio, lrena Misiewicz-Krzeminska*, Norma C.
Gutiérrez* (equal contribution). Amiloride, An Old Diuretic Drug, Is a Potential
Therapeutic Agent for Multiple Myeloma. Clinical Cancer Research 23(21):6602-6615,
2017

[F2017=10.199 punkty MNiSW=45, liczba cytowan do 21/03/2019=2

A6. Irena Misiewicz-Krzeminska, Luis A Corchete, Elizabeta A Rojas, Joaquin
Martinez-Lopez, Ramon Garcia-Sanz, Albert Oriol, Joan Bladé, Juan J Lahuerta, Jesus F
San Miguel,Maria Victoria Mateos, Norma C Gutiérrez. A4 novel nano-immunoassay
method for quantification of proteins from CD138-purified myeloma cells: biological and
clinical utility. Haematologica 103(5):880-889, 2018

1F2017=9.090, punkty MNiSW=40, liczba cytowan do 21/03/2019= 1

AT7. Irena Misiewicz-Krzeminska, Patryk Krzeminski, Luis A. Corchete, Dalia
Quwaider, Elizabeta A Rojas, Ana Belen Herrero, Norma C. Gutierrez Factors that
regulate microRNA expression and function in multiple myeloma. Non-Coding RNA
5(1), 9, 2019 artykut przeglgdowy

IF2017= -, MNSiW=- (nowe czasopismo)

Opis mojego indywidualnego wkiadu w powstanie kazdej publikacji znajduje si¢ w
zatqczniku 5.

Oswiadczenia wspotautorow opisujqce ich wktad w powstanie kazdej publikacji znajdujq
sie w zatgczniku 4 (oswiadczenia wspotautorow).



C) oméwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz z
omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie i hipoteza

Szpiczak plazmocytowy nazywany tez szpiczakiem mnogim (ang. multiple
myeloma; MM) jest nowotworem charakteryzujagcym si¢ akumulacja klonalnych
plazmocytow (ang. plasma cells; PC) w szpiku kostnym. Akumulacja tych komorek
przewaznie wigze si¢ wytwarzaniem duzych ilo$ci immunoglobulin monoklonalnych i
powstaniem zmian litycznych w obrebie kosci. MM odpowiada za 1% wszystkich
nowotwordw i okoto 10% wszystkich zto§liwych nowotworéw hematologicznych®. Na
podstawie danych klinicznych i biologicznych zaproponowano wieloetapowy model
progresji choroby, wychodzac od gammopatii monoklonalnej o niezidentyfikowanym
znaczeniu (ang. gammopathy of undetermined significance; MGUS), przechodzac w
posta¢ objawowa, niekiedy z jednostka posrednig zwang tlacym si¢ szpiczakiem mnogim
(ang. smoldering MM; SMM), a koficzac na chorobie pozaszpikowej (Ryc. 1)%=.

Podwyzszony wskaznik znakowania DNA
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Ryc.1. Wielostopniowy model progresji choroby i zdarzen genetycznych w szpiczaku plazmocytowym
(na podstawie 4.

Szpiczak plamocytowy jest chorobg niejednorodng cytogenetycznie. Wstepne
badania metodami cytogenetyki konwencjonalnej i fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(ang. fluorescent in situ hybridization, FISH) oraz przy pomocy bardziej
zaawansowanych technik opartych na mikromacierzach i sekwencjonowaniu nowej
generacji (ang. next generation sequencing; NGS) ujawnily istnienie réznych typow
zmian genetycznych, ktére mozna podzieli¢ na translokacje, nieprawidiowosci liczby
kopii (ang. copy number abnormalities CNA) i mutacje punktowe. > Wickszo$é
translokacji chromosomowych wptywa na locus /IGH w 14q32 1 dotyczy okoto 50%
pacjentow. Pie¢ obszarow chromosomalnych odpowiada za wickszo$¢ translokacji IGH
w komorkach szpiczaka; 11ql13, 4p16, 16923, 6p21 1 20ql1. Translokacje te prowadza
do nadekspresji odpowiednio cykliny D1, FGFR3/MMSET, c-MAF, cykliny D3 i MAF-
B. Obecnos¢ translokacji t(4;14), t(14;16) lub t(14;20) zostala powigzana ze ztym
rokowaniem. CNA sg obecne u prawie wszystkich pacjentow ze szpiczakiem; wsrod nich
najczestsze sg dodatkowe kopie catych chromosomow 5, 7, 9, 11, 15, 19, 21 1 ramienia
1q oraz utrata obszaréw 1p, 13q i 17p. Delecja 17p, ktora obejmuje locus TP53, jest
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obecna w 10% przypadkow 1 utrzymuje si¢ jako silny negatywny czynnik prognostyczny
w roznych schematach leczenia. Profilowanie ekspresji genow ujawnito réwniez, ze
ekspresja genébw CCNDI1, CCND2 lub CCND3 jest podwyzszona praktycznie we
wszystkich przypadkach szpiczaka mnogiego. Ugruntowuje to hipoteze o potencjalnym
zdarzeniu unifikujacym zachodzacym podczas patogenezy szpiczaka mnogiego 8.

Jednakze, inaczej niz wykazano w wielu innych nowotworach, wickszo$¢ zmian w
zakresie ekspresji genbw w MM nie jest poprzedzona zmianami w DNA w postaci
mutacji, anomalii chromosomalnych lub nawet modyfikacji epigenetycznych (metylacja
DNA). Pod tym wzgledem rozregulowanie na poziomie potranskrypcyjnym jest coraz
cze$ciej uznawane za kluczowy mechanizm modyfikowania ekspresji genow przy braku
nieprawidlowosci w obrgbie DNA.

W przedstawionej pracy przyjeta hipoteza badawcza jest to, ze ekspresja genow
w szpiczaku plazmocytowym jest regulowana przede wszystkim przez mechanizmy
potranskrypcyjne, ktorych modyfikacja moze sluzy¢ jako podejscie terapeutyczne,
jednoczesnie regulacja ta ma wplyw na to jak skutecznie mozna przewidywaé
przebieg choroby pacjentéw badajac ekspresje genéw na poziomie mRNA i bialka.

Potranskrypcyjne modyfikacje pre-mRNA, takie jak dotgczenie czapeczki poli(A),
splicing 1 poliadenylacja, zachodza w jadrze komorkowym. W dalszej kolejnosci dojrzate
czasteczki mRNA ulegaja translokacji do cytoplazmy, gdzie zachodzi synteza biatek i
dochodzi do regulacji za posrednictwem miRNA. Wsrdod wszystkich wymienionych
mechanizméw, miRNA mogg kontrolowa¢ aktywnos$¢ ponad 30% wszystkich genow
kodujacych bialka, stad sg one intensywnie badane.

Wprowadzenie na temat miRNA i mechanizmow prowadzqcych do deregulacji ich
ekspresji i funkcji w szpiczaku opisano w:

Misiewicz-Krzeminska I, Krzeminski P, Corchete LA, Quwaider D, Rojas EA,
Herrero AB, Gutierrez NC. Factors that regulate microRNA expression and function in
multiple myeloma. Non-Coding RNA, Non-Coding RNA 5(1), 9; 2019

MikroRNA (ang. microRNAs, miRNA) sg matymi regulatorowymi RNA, o zakresie
dtugosci od 19 do 25 nt, ktore sg kodowane przez genomowy DNA. Wedtug bazy danych
miRBase, u ludzi, jak réwniez u innych ssakow, zidentyfikowano prawie 2000 réznych
miRNA °. Chociaz opisano rézne funkcje miRNA, najbardziej istotna jest obnizenie
ekspresji gendw na poziomie potranskrypcyjnym poprzez ukierunkowanie na swoiste
RNA informacyjne (ang. messanger RNA, mRNA). W mechanizmie tym zachodzi
degradacja mRNA po calkowitym sparowaniu miejsca wigzania tzw. regionu seed
miRNA z docelowym mRNA. Przy czym miejsce wigzania zlokalizowane jest w regionie
niculegajacym translacji 3' (ang. 3 ‘untranslated region, 3'UTR) docelowego mRNA.
Innym mechanizmem obnizania poziomu ekspresji genu jest hamowanie jego translacji,
gdy parowanie zasad z miejscami komplementarnymi jest jedynie cz¢sciowe. MiRNA
biorg udzial w kluczowych procesach biologicznych, w tym w rozwoju 1 r6znicowaniu

komorek, jak tez moga przyczynia¢ sie do patogenezy nowotworOw %14,



Wigkszos¢ ludzkich genow miRNA znajduje si¢ w DNA miedzy genami kodujacymi
biatka (migdzygenowe miRNA), podczas gdy okoto jednej trzeciej z nich znaleziono w
obrebie gendéw kodujacych biatka, zwanych genami gospodarzami (ang. host genes)™.
Wewnatrzgenowe miRNA, zlokalizowane w intronach lub eksonach genéw kodujacych
bialtka, sg wspottranskrybowane przez Pol II, a ich ekspresja jest na ogot regulowana
przez te same mechanizmy, jakie dziataja na geny w ktorych sa zlokalizowane!>.
Miedzygenowe miRNA sg transkrybowane z wtasnego promotora przez Pol II lub Pol
I, a niewielka grupa miRNA moze by¢ transkrybowana bez udziatu zadnego
egzogennego promotora . Mutacje w sekwencjach DNA kodujacych miRNA sa
raczej rzadkimi zjawiskami 819 Ekspresja miRNA w szpiczaku plazmocytowym jest
regulowana przez wiele czynnikbw i mechanizméw molekularnych, od tych
wplywajacych na liczbe kopii DNA, metylacje miejsc CpG, czynniki transkrypcyjne,
biogenez¢ miRNA az do tych modyfikujacych dostgpno$¢ miejsc wigzania miRNA w
sekwencji mMRNA, 20-29

Ekspresja miRNA ulega deregulacji w komorkach szpiczaka, a profil ekspresji
miRNA w szpiczaku jest zwiazany ze specyficznymi nieprawidlowosciami
cytogenetycznymi.

Profilowanie miRNA w poszczegolnych podtypach szpiczaka i powigzanie z
profilem ekspresji genow opisano w:
Gutierrez NC, Sarasquete ME, Misiewicz-Krzeminska I, Delgado M, De Las Rivas
J, Ticona FV, Ferminian E, Martin-Jiménez P, Chillon C, Risueiio A, Herndndez JM,
Garcia-Sanz R, Gonzadlez M, San Miguel JF. Deregulation of microRNA expression in
the different genetic subtypes of multiple myeloma and correlation with gene expression
profiling. Leukemia 24(3):629-37, 2010

Badanie profili ekspresji miRNA opisano wczesniej w kilku nowotworach
hematologicznych, takich jak przewlekla biataczka limfocytowa 303! i ostra biataczka
szpikowa 3233, gdzie powigzano swoiste wzorce ekspresji miRNA z réznymi podtypami
genetycznymi. Ilo$¢ tego typu danych dotyczacych komoérek szpiczaka byta ograniczona.
2224 W zwiazku z tym postawiono hipoteze, ze tego typu zalezno$é bedzie wystepowaé
takze u pacjentow z szpiczakiem. W celu sprawdzenia tej hipotezy, zbadano ekspresj¢
365 miRNA za pomocg ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy, qPCR. Badanie
wykonano na 5 prébkach kontrolnych zdrowego szpiku kostnego (ang. bone marrow;
BM) uzyskanych od dawcow szpiku do przeszczepu alogenicznego i 60 probkach od
pacjentow z nowo zdiagnozowanym szpiczakiem. Pacjenci zostali wybrani na podstawie
cech cytogenetycznych, tak aby grupa odzwierciedlalta najbardziej istotne
nieprawidtowos$ci cytogenetyczne w szpiczaku.

Dwuwymiarowa analiza skupien metodg klasyfikacji bez nadzoru (ang. non-
supervised analysis) wykazala brak wyraznie oddzielonych klastréw ekspresji miRNA,
zgodnych z nieprawidtowos$ciami chromosomowymi. W podej$ciu nadzorowanym (ang.
Supervised analysis) poszukiwano miRNA, ktéorych ekspresja byla istotnie
rozregulowana w roznych podtypach cytogenetycznych szpiczaka w pordwnaniu z
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normalnymi komdrkami plazmatycznymi. Zidentyfikowano 11, 8, 7, 37 i 18 miRNA
podlegajacych roznicowej ekspresji w komorkach szpiczaka od pacjentéw z
odpowiednio: t(4;14), t(14;16), t(11;14), delecja RB jako unikalng nieprawidtowoscia i
w cytogenetycznie normalnych prébkach szpiczaka. Jedynie miR-214 | miR-375 byty
uniwersalnie rozregulowane w poroéwnawczej analizie obejmujacej tych pie¢ roznych
grup (oba miRNA wykazywaty obnizong ekspresje) (Ryc. 2). Ponadto wigkszos¢
rozregulowanych miRNA ulegata obnizonej ekspresji, co jest zgodne z globalnym
spadkiem pozioméw miRNA obserwowanym w innych nowotworach ludzkich. 343
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Ryc. 2. Ekspresja miR-375 i miR-214 w normalnych komdrkach plazmatycznych (NPC) i
komorkach szpiczaka (MM). Normalizacj¢ przeprowadzono za pomoca RNU44 i RNU4S,
poniewaz ulegaly one jednolitej ekspresji we wszystkich badanych probkach. Wzgledng
kwantyfikacje ekspresji miRNA okre§lono za pomocg metod 2ACt i 2AACt, gdzie ACt =
Ct(miRNA) -Ct(miRNA kontrolne) i AACt = ACt(MM) -ACt(srednia dla NPC). Dane
przedstawiono jako log10 wzglednej ilo$ci kazdego miRNA.

Coraz wigcej danych wskazuje, ze jednoczesne profilowanie mRNA za pomoca
mikromacierzy i miRNA jest skuteczng strategig do wykrywania genéw docelowych dla
poszczegblnych miRNA ¢, W zwigzku z tym dokonano wspélnej analizy danych
ekspresji miRNA i mMRNA w celu wykrycia, ktdre z rozregulowanych genow mogg by¢
specyficznymi genami docelowymi dla poszczegdlnych miRNA i tworzy¢ sygnature
kazdej z grup cytogenetycznych szpiczaka.

Po przeanalizowaniu ekspresji miRNA charakterystycznych dla szpiczaka z
t(4;14) i t(14;16), wieckszo$¢ prawdopodobnych gendéw docelowych dla tych miRNA
przypisano do kategorii funkcjonalnych wzrostu i proliferacji komorek. Obserwacja ta
sugeruje mozliwy zwigzek migdzy obnizeniem ekspresji miRNA w tych grupach
szpiczaka i postegpem wzrostu komorek. Z kolei w przypadku szpiczaka z monosomig 13,
wigkszo$¢ potencjalnych gendéw docelowych ktore wykazywaty odwrotng korelacje z
profilem miRNA u pacjentdéw z tej grupy byta powiazana z kategorig $mierci komorki.

Interesujace, ze gen CCND2, ktéry wykazywat podwyzszong ekspresje zarowno
w podtypach szpiczaka t(4;14), t(14;16), jak i w monosomii 13, ma miejsca docelowe dla
kilku miRNA istotnie rozregulowanych w tych podtypach cytogenetycznych.
Zaproponowano, ze deregulacja genéw kodujacych cykliny D jest unifikujagcym
zdarzeniem onkogennym w szpiczaku 8. Okoto 45% przypadkéw szpiczaka wykazuje
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ekspresjic CCND2, w szczegbdlnosci tych z t(14;16) i t(4;14). Jednak mechanizm
odpowiedzialny za podwyzszong ekspresje CCND2 w szpiczaku pozostaje zasadniczo
nieznany. Dlatego mozna spekulowac¢, ze obnizona ekspresja miR-196b, miR-135b, miR-
320, miR-20a, miR-19b, miR-19a i miR-15a stwierdzona w wielu podtypach szpiczaka
moze przyczyni¢ si¢ do nadekspresji ich prawdopodobnego genu docelowego, CCND2.
Warto zauwazy¢, ze miR-15a | miRNA-19a byty jedynymi miRNA wytypowanymi przy
uzyciu rygorystycznej analizy i mialy odpowiednio trzy oraz dwa miejsca wigzania w
3'UTR CCND..

Wyniki te wskazuja, ze wzoér ekspresji miRNA w szpiczaku jest zwigzany z
nieprawidlowosciami cytogenetycznymi. Aby mdc ocenié, dla ktérych genow istotnych
z punktu widzenia patogenezy szpiczaka zmiana ich ekspresji jest zwigzana ze zmianami
w poziomie poszczeg6lnych miRNA, pomocna jest analiza korelacji profili ekspresji
miRNA i mRNA, z uwzgle¢dnieniem analizy prawdopodobnych genéw docelowych dla
kazdego z miRNA.

Uposledzona obrobka miRNA moze wplywac na ekspresj¢ miRNA w szpiczaku

Efekt deregulacji genow zaangazowanych w biogeneze miRNA na patogeneze szpiczaka
zostal opisany w:

Maria E Sarasquete; Norma C Gutiérrez; Irena Misiewicz-Krzeminska, Bruno
Paiva; Maria C Chillon; Miguel Alcoceba;, Ramon Garcia Sanz, Jesus M Hernandez,
Marcos Gonzalez, Jesus F San Miguel. Upregulation of Dicer is more frequent in
monoclonal gammopathies of undetermined significance than in multiple myeloma
patients and is associated with longer survival in symptomatic myeloma patients.
Haematologica 96 - 3, pp. 468 — 539, 2011

Poniewaz wigkszo$¢ miRNA w badanych probkach szpiczaka wykazywata obnizong
ekspresj¢ w stosunku do NPC, nasza grupa zdecydowata si¢ skupi¢ na potencjalnych
mechanizmach prowadzacych do obnizenia poziomu ekspresji tych miRNA. Sposréd
wielu mozliwosci, zdecydowano skupi¢ si¢ na procesie biogenezy dojrzatego miRNA.

Obrobka miRNA rozpoczyna si¢ w jadrze komérkowym, gdzie dlugie endogenne
dwuniciowe odcinki RNA (pri-miRNA) sg cigte przez enzym RNaze III, Drosha, na
krétkie dwuniciowe prekursory RNA o strukturze szpilki do wtoséw (pre-miRNA). Pre-
miRNA nastepnie przemieszczaja si¢ do cytoplazmy, gdzie sg cigte przez enzym Dicer,
w wyniku czego powstajg dojrzale miRNA, ktore powoduja degradacje mRNA lub
represj¢ translacyjng po aktywacji przez kompleks wyciszajacy indukowany przez RNA
(ang. RNA-induced silencing complex; RISC). (Ryc. 3)
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Wykazano, ze enzymy Dicer i Drosha, jako gléwne regulatory mechanizmu
interferencji RNA, maja wptyw na powstawanie réznych typodw nowotwordw ztosliwych
3839 Progresywny model transformacji szpiczaka zapewnia unikatowa mozliwo$¢
badania potencjalnej roli Dicer | Drosha w patogenezie gammopatii monoklonalnych. W
zwigzku z tym, postanowiono oceni¢ poziom ekspresji Dicer i Drosha u pacjentow z
gammopatiami monoklonalnymi.  Zbadano réwniez korelacje ekspresji Dicer z
przebiegiem choroby w objawowym szpiczaku mnogim, leczonym zgodnie z
hiszpanskim badaniem klinicznym Pethema GEM-2005 °

Wartosci ekspresji Dicer byly istotnie wyzsze w MGUS niz w SMM i objawowym
szpiczaku. Nie stwierdzono jednak r6znic miedzy SMM a szpiczakiem objawowym (Ryc.
4). Poziom ekspresji Dicer w NPC od zdrowych dawcéw byt bardzo podobny do
otrzymanego dla MGUS. Nie stwierdzono zadnych istotnych r6znic w ekspresji Drosha
miedzy tymi jednostkami chorobowymi, cho¢ warto zaznaczy¢ ze analizowana grupa
pacjentow ze szpiczakiem byta niewielka (n =49). Powyzsze dane wskazujg, ze MGUS,
jako stan przednowotworowy, wykazuje wyzszy poziom ekspresji Dicer niz SMM, jak i
objawowy szpiczak, a przy tym jest bardzo zblizony do oznaczonego w NPC. Wyniki te
sg zgodne danymi Otrzymanymi w nowotworach ptuc, gdzie stwierdzono podwyzszona
ekspresje Dicer w zmianach prekursorowych i1 obnizong ekspresj¢ w bardziej
agresywnych stadiach 38
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Ryc. 4. Ekspresja Dicer i Drosha w NPC, MGUS, SMM i MM, oceniana za pomoca qRT-PCR
(A); Ekspresja Dicer w NPC, MGUS, SMM i MM oceniana za pomocg mikromacierzy
Affymetrix (B); Przezycie wolne od progresji (ang. progression-free survival; PFS) u pacjentow
z objawowym szpiczakiem mnogim w odniesieniu do poziomu ekspresji genu Dicer (C)

W celu potwierdzenia wynikdw otrzymanych przy pomocy PCR, oceniono poziom
ekspresji Dicer na podstawie danych z mikromacierzy Affymetrix, dla grupy 60
pacjentow z objawowym szpiczakiem i 5 NPC analizowanych przez nas wczeéniej 2! oraz
dla 20 MGUS i 33 SMM “!. Wyniki potwierdzaja, ze ekspresja Dicer byta obnizona w
objawowym szpiczaku w poréwnaniu z NPC i MGUS (Ryc. 4).

W przypadku niektorych nowotwordéw zasugerowano, ze globalny wzrost poziomu
ekspresji mikroRNA jest efektem podwyzszenia poziomu ekspresji Dicer. Aby
przeanalizowaé t¢ mozliwo$¢, porownano profile ekspresji miRNA dla pacjentow ze
szpiczakiem mnogim o wysokim i niskim poziomie ekspresji Dicer. W przypadku 32
miRNA (8,7%), poziom ich ekspresji wykazywal wyzsze warto$ci w grupie pacjentow z
wysokimi poziomami ekspresji Dicer.

Na ostatnim etapie przeanalizowano, czy poziom ekspresji Dicer ma wptyw na
przebieg choroby 85 pacjentéw ze szpiczakiem mnogim, leczonych zgodnie z badaniem
Klinicznym GEMO5. Dla pacjentow ze szpiczakiem mnogim o wysokim i niskim
poziomie ekspresji Dicer nie stwierdzono istotnych roznic w parametrach klinicznych lub
biologicznych. Mediana czasu przezycia wolnego od progresji byla jednak znacznie
dhuzsza u pacjentow ze szpiczakiem o wysokim poziomie ekspresji Dicer W porownaniu
z tymi z niskg ekspresja Dicer (mediana nie osiggnigta vs. 23,6 miesigca; p = 0,02) (Ryc.
4).

Wyniki te wskazuja, Zze u pacjentéw z gammopatiami monoklonalnymi poziom
Dicer jest podwyzszony w stanie przednowotworowym w poréwnaniu z tlacym, jak i
objawowym szpiczakiem. Ponadto, zgodnie z t3 obserwacja, u pacjentow z objawowym
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szpiczakiem przezycie wolne od progresji jest dluzsze dla pacjentow o wysokim
poziomie ekspresji Dicer.

Niska ekspresja miR-214 w szpiczaku przyczynia si¢ do niekontrolowanego
wzrostu tych komorek

Walidacja funkcji miR-214 w komorkach szpiczaka zostata opisana w:

Misiewicz-Krzeminska I, Sarasquete ME, Quwaider D, Krzeminski P, Ticona FV,
Paino T, Delgado M, Aires A, Ocio EM, Garcia-Sanz R, San Miguel JF, Gutiérrez NC.
Restoration of microRNA-214 expression reduces growth of myeloma cells through
positive regulation of P53 and inhibition of DNA replication. Haematologica 98(4):640-
8, 2013

Zdecydowatam skoncentrowac si¢ badaniu na miR-375 i miR-214, dwéch miRNA o
rozregulowanej ekspresji we wszystkich grupach szpiczaka. Wstepne wyniki dotyczace
wptywu nadekspresji ektopowej obu z nich w komorkach szpiczaka wskazuja, ze miR-
214 wykazuje wyzszg aktywno$¢ przeciw szpiczakowi, dlatego w dalszych badaniach
przeprowadzitam ocen¢ funkcji dla tego miRNA.

Deregulacj¢ poziomu miR-214 obserwowano w roéznych typach nowotwordow.
Nadekspresje miR-214 odnotowano w przypadku czerniakbw, nowotworow jajnika i
zotadka*®. W przeciwienstwie do tego, stwierdzono obnizong ekspresje miR-214 w
nowotworach sutka, co prowadzito do zwiekszonej proliferacji i inwazyjnoéci komoérek™.
Podobnie, niski poziom miR-214 zostal powigzany z obecnoscig przerzutow i
inwazyjnoscia guzow szyjki macicy #, a ostatnio opisano réwniez, obnizona ekspresje
miR-214 w pierwotnych chtoniakach o$rodkowego uktadu nerwowego. #°

W ramach prowadzonych badan, w pierwszej kolejnosci zbadano poziom miR-214
w serii dostgpnych linii komoérkowych. W ten sposob zweryfikowano, ze linie
komorkowe moga stuzy¢ jako model eksperymentalny, odpowiadajacy pierwotnym
komorkom szpiczaka pobranym od pacjentéw. Kolejnym etapem badan byta weryfikacja
hipotezy dotyczacej udziatu mechanizmoéow epigenetycznych w obnizeniu ekspresji miR-
214 w komorkach szpiczaka. Po zastosowaniu 5-aza-dC, czynnika demetylujagcego DNA,
poziom ekspresji miR-214 wzrdst ponad 2-krotnie w liniach komorkowych szpiczaka, co
wskazato na udziat procesu metylacji DNA w regulacji poziomu ekspresji miR-214.

Po nukleofekcji komorek szpiczaka pre-miRNA dochodzito do przywrdcenia
ekspresji miR-214 w tych liniach komorkowych. W efekcie obserwowano zahamowanie
proliferacji i indukcj¢ procesu apoptozy. Nalezy zaznaczy¢, ze zahamowanie wzrostu
rozpoczeto si¢ 24 godziny pézniej w komorkach ze zmutowanym genem p53 lub nie
wykazujacych ekspresji p53 (p53-null), niz w komorkach z p53 typu dzikiego, wt (ang.
wild-type). Aby zidentyfikowa¢ geny ktore moga bra¢ udzial w szlakach biologicznych
regulowanych przez miR-214, ktére jednoczesnie sg przewidziane jako geny docelowe
dla miR-214, zastosowano strategi¢ profilowania ekspresji genow. Ogotem 64 geny
ulegaty ponad dwukrotnej réznicowej ekspresji po ektopowej transfekcji miR-214.
Sposrod nich, 44 (69%) wykazywato obnizenie ekspresji. Analiza funkcjonalna ujawnita
istotne wzbogacenie grup gendow bioracych udziat w procesach replikacji DNA, cyklu
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komoérkowego 1 wigzania do DNA. PSMDI0 byt jednym z prawdopodobnych genow
docelowych dla miR-214, ktorego ekspresja po transfekcji miR-214 byta obnizona.
PSMDI10, zwany takze podjednostka regulacyjng proteasomu 26S, dziata jako
onkoproteina (p28/gankyryna) i jest zaangazowany w negatywna regulacj¢ supresorow
nowotworéw RB1 i P53.% Badania przywrdcenia funkcji (ang. gain-of-function) i z
uzyciem gendéw reporterowych lucyferazy wykazaty, ze ektopowa transfekcja miR-214
obnizyta poziom ekspresji biatka gankyryny przez bezposrednie oddziatywanie na 3'UTR
PSMD10. Ponadto, w wyniku obnizenia ekspresji gankyryny w komoérkach wt P53,
zaobserwowano wzrost ekspresji mMRNA P53. Doprowadzito to do podwyzszonej
ekspresji genow regulowanych bezposrednio przez p53 na drodze regulacji transkrypcji
(Ryc. 5). Jednym z mechanizméw onkogennych przypisywanych gankyrynie jest
rekrutacja kompleksu MDM2/p53 do proteasomu i wzmacnianie metabolizmu biatka p53
w sposob zalezny od MDM2. W tym procesie bialko gankyryna wiaze si¢ z biatkiem
MDM?2 i zwigksza zdolnos¢ MDM?2 do ubikwitynacji p53. Wyniki naszych badan
wykazaty silniejsze hamowanie wzrostu komorek 1 silniejszy efekt proapoptotyczny po
transfekcji miR-214 w liniach komorkowych z wt i funkcjonalnym P53, niz w liniach
komorkowych ze zmutowanym P53.

Mutacje P53 sg stosunkowo rzadkie u nowo zdiagnozowanych pacjentow ze
szpiczakiem plazmocytowym, wystepujac w przyblizeniu u okolo 5% pacjentow.
Czgsto$¢ wystepowania mutacji wydaje si¢ wzrasta¢ wraz z postepem choroby. Z drugiej
strony, delecja (glownie mono-alleliczna) P53 wystepuje w okoto 10% przypadkoéw
szpiczaka. Pomimo tej raczej malej czgstosci wystepowania, deregulacja pS3 moze
odgrywac szersza role w patogenezie szpiczaka niz wczesniej sagdzono. Brak rownowagi
w szlakach z udzialem biatka p53, moze by¢ roéwniez indukowany przy udziale
mechanizmdw potranskrypcyjnych.
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Ryc. 5. Wplyw przywrocenia ekspresji miR-214 na szlak P53. Poziom mRNA dla P53, BAX i
CDKNI1A4 (P21Cip1/Wafl) oceniono za pomoca qRT-PCR po transfekcji linii komoérkowych
H929 i MM1S prekursorem miR-214 lub NC (non-targeting control). Wyniki przedstawiono
jako srednig z trzech doswiadczen, po normalizacji wzgledem GAPDH. *p<0,05, **p<0,01.

Wozgledna ekspresja BAX ~ Wzgledna ekspresja P21

Wsrod genow podlegajacych deregulacji w komorkach szpiczaka po ektopowej
transfekcji miR-214, stwierdzono istotne wzbogacenie grup gendéw nalezacych do
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kategorii replikacji DNA. Co ciekawe, trzy z nich, ASFIB, MCM2 i ORCIL,
zaangazowane w replikacj¢ DNA 1 wykazujace obnizong ekspresj¢ po transfekcji miR-
214, sa prawdopodobnymi genami docelowymi dla miR-214. Przywrdcenie poziomu
miR-214 w komorkach szpiczaka zmniejszylo ekspresj¢ mRNA 1 biatka Asflb.
Wykazano ponadto, ze spadek ten byl wynikiem bezposredniej interakcji miR-214 z
regionem 3'UTR w ASFIB. Asflb jest biatkiem opiekunczym histonu H3-H4 i jego
funkcja jest dostarczanie histonéw do miejsc replikacji. Powyzsze wyniki wskazuja, ze
miR-214 zakléca proces replikacji komorek szpiczaka.

Podsumowujac, wykazano ze niska ekspresja miR-214 w komdrkach szpiczaka
przyczynia si¢ do utraty kontroli nad wzrostem tych komorek. Przywrdcenie ekspresji
miR-214 w komorkach szpiczaka indukowalo apoptoz¢ i hamowato proliferacje przez
ingerencje w szlaki sygnalowe pS3/MDM2 i replikacji DNA.

Poziom ekspresji CCND2 w komorkach szpiczaka jest regulowany przez
mechanizmy potranskrypcyjne

Mechanizmy regulujgce ekspresje CCND2 w komorkach szpiczaka opisano w:

Misiewicz-Krzeminska I, Sarasquete ME, Vicente-Duerias C, Krzeminski P,
Wiktorska K, Corchete LA, Quwaider D, Rojas EA, Corral R, Martin AA, Escalante F,
Barez A, Garcia JL, Sanchez-Garcia I, Garcia-Sanz R, San Miguel JF, Gutiérrez NC.
Post-transcriptional Modifications Contribute to the Upregulation of Cyclin D2 in
Multiple Myeloma. Clinical Cancer Research 22(1):207-17, 2016

Cyklina D2 nalezy do grupy biatek cyklin typu D, ktére ulegaja cyklicznej ekspresji
podczas faz cyklu komorkowego. W warunkach fizjologicznych cykliny D reguluja
przejscie z fazy G1 do fazy S, przez oddziatywanie z kinazami zaleznymi od cykliny 4
lub 6, co prowadzi do fosforylacji ich substratow.

Nasze wstepne dane 2! wykazaly istotng korelacje miedzy podwyzZszeniem
ekspresji CCND2 a zmniejszong ekspresja siedmiu miRNA w komorkach szpiczaka:
miR-15a, miR-19a, miR-19b, miR-20a, miR-135b, miR-196b i miR-320 2. Jak juz
wspomniano wczesniej, ekspresja CCNDI, CCND2 lub CCND3 jest podwyzszona w
praktycznie wszystkich przypadkach szpiczaka (Ryc. 6)8. CCNDI jest bezposrednio
aktywowany przez t(11;14) oraz u pacjentow z polisomig 11, zaS CCND3 ulega
nadekspresji u pacjentow z t(6;14). Wysoka ekspresja CCND2 wystepuje w szpiczaku z
t(4;14), t(14;16) oraz w grupach hiper- i nie-hiperdiploidalnego szpiczaka mnogiego *'.
Mechanizmy, za posrednictwem ktorych dochodzi do podwyzszonej ekspresji CCND2 w
tych przypadkach nie zostaly w pelni wyjasnione. Niewatpliwie CCND2 nie jest
bezposrednio indukowany przez translokacje /GH, chociaz czynnik transkrypcyjny Maf
zaangazowany w t(14;16) transaktywuje promotor CCND2 8. Podobnie, opisano
mechanizm transaktywacji CCND2 w szpiczaku mnogim przez czynnik transkrypcyjny
ZKSCAN3 .
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Ryc. 6. Identyfikacja grup TC (translokacje/ cyklina D) w MM za pomoca profilowania
ekspresji RNA 8

W pierwszym etapie badan, zastosowano test reporterowy lucyferazy. Dzieki
temu zidentyfikowano CCND2 jako bezposredni gen docelowy dla niektorych miRNA
zidentyfikowanych wczeséniej jako potencjalne regulatory CCND2, takich jak miR-15a,
19a, 19b, 20a, 135b, 196b, 214, 3201 375 (Ryc. 7). Nastepnie dokonano walidacji tych
danych poprzez transfekcje linii komorkowych szpiczaka tymi miRNA. Ektopowa
transfekcja komorek szpiczaka za pomocg szeregu miRNA o obnizonej ekspresji w tych
komorkach (miR-15a, 135b, 196b, 214 i 320), doprowadzita do obnizenia poziomu biatka
cykliny D2 poprzez bezposrednie oddziatywanie z 3'UTR CCND2. Efektu tego nie
obserwowano jednak we wszystkich liniach komorkowych. Fakt ten wraz brakiem
zdolnosci miR-19a, 19b i 20a do obnizenia ekspresji CCND2 w tych liniach
komdrkowych, w ktorych poziom tych miRNA byt wysoki, sugerowal mozliwg utrate
miejsc docelowych dla miRNA.
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Ryc. 7. miRNA regulujg ekspresj¢ CCND2 w szpiczaku mnogim (MM). Schematyczne
przedstawienie locus cykliny D2, ktory koduje transkrypt: miejsca alternatywnej poliadenylacji
moga skutkowac ekspresja krotkiego (1,4 kb) i dtugiego (6,5 kb) mRNA CCND2. (A). Aktywnos$¢
lucyferazy w komérkach HEK923 kotransfekowanych réznymi miRNA, plazmidem kodujacym
GFP i plazmidem zawierajacym lucyferaze i 3'UTR dhugiej izoformy CCND2 (B). Biatko cykliny
D2 po transfekcji miRNA w liniach komorkowych szpiczaka badane za pomocg Western blot (C)
i analizy densytometrycznej (D).

Aby miRNA mogly pelni¢ swe funkcje wymagana jest obecno$¢ miejsc ich
wigzania w obrebie 3'UTR mRNA. Stad, waznym mechanizmem aktywacji onkogenne;j
jest utrata miejsc wigzania miRNA w obrebie mRNA onkogendéw™. Proces ten moze
zachodzi¢ przez wykorzystanie proksymalnych, alternatywnych sygnatow poliadenylacji
(APA), co prowadzi do skrocenia obszaru 3'UTR i w efekcie utraty miejsc
komplementarnych dla miRNA 5. Wykazano, ze tego typu mechanizm regulacji
wykorzystywany jest przez komorki nowotworowe o réznym pochodzeniu do kontroli
poziomu gendw, takich jak CCNDI, CCND2, IMP-1, DICER, CDC6 i CYP450. W
niektorych przypadkach chtoniakow z komorek ptaszcza (ang. mantle cell lymphomas)
wykazano ekspresje krotkiej izoformy mRNA CCNDI, co zostalo skorelowane z
szybszym tempem proliferacji komoérek chtoniaka i1 krétszym czasem przezycia
pacjentow °2. Podobnie, krotkie mMRNA CCNDI wykryto w komorkach szpiczaka z
t(11;14), jednakze w tym przypadku nie wykazano korelacji z szybkos$cia proliferacji
komorek %3,

W kolejnym etapie badan, wykryto obecnos¢ krotkiego mRNA CCND2 zarGwno
w liniach komorek szpiczaka mnogiego, jak i w komdrkach pierwotnych szpiczaka,
stosujgc cztery rozne podejécia metodologiczne: qRT-PCR, hybrydyzacj¢ typu northern
blot, mRNA FISH i 3'RACE PCR z sekwencjonowaniem produktu. Krotka izoforme

16



CCND?2 obserwowano przy pomocy qRT-PCR u wigkszosci pacjentow i we wszystkich
liniach komérkowych szpiczaka mnogiego, w ktorych zachodzila ekspresja CCND2.
Poziom wystepowania obu izoform mRNA CCND2 oceniano rowniez za pomocg
dwubarwnej analizy FISH mRNA. Badanie zaprojektowano tak, aby mozliwe bylo
odrdéznienie dwoch mRNA o réznej dtugosci. Zauwazono brak subpopulacji komorek o
roznej ilosci obu izoform. W zwiazku z tym, wyciggni¢to wniosek, ze heterogennos¢
klonalna obserwowana w szpiczaku na poziomie zmian genetycznych nie dotyczy
wystepowania krotkich i dtugich izoform CCND2 %,

Powstanie skroconych transkryptow, poprzez przedwczesne cigcie i
poliadenylacj¢ RNA moze by¢ spowodowane delecjami genomowymi lub
wystepowaniem mutacji punktowych w regionie 3'UTR®’. Niemniej jednak znaczna
czes$¢ ludzkich gendw wykorzystuje alternatywne cigcie i poliadenylacje (ang. alternative
cleavage and polyadenylation; APA) do generowania transkryptow mRNA, ktore rdznig
sie dlugoscig ich 3'UTR *°. Hipoteze, ze zmiany dtugoéci 3'UTR w CCND2 sa
powodowane przez APA potwierdzajag wyniki uzyskane w do$wiadczeniach RACE w
lintach komorkowych szpiczaka mnogiego. Co wigcej, podczas analizy
sekwencjonowania masywnego setek probek szpiczaka mnogiego z zastosowaniem
wysokoprzepustowego sekwencjonowania rownolegtego nie  wykryto delecji
genomowych lub mutacji w CCND2 . Konsekwencje funkcjonalne skracania 3'UTR to
stabilizacja mRNA z powodu utraty miejsc wigzania miRNA 1 innych elementéw
regulacyjnych znajdujacych sie w obrebie 3’'UTR °%%. Badanie z uzyciem genu
reporterowego lucyferazy, przeprowadzone z uzyciem plazmidéw zawierajacych
skrocone MRNA CCND2 zdecydowanie potwierdzily utrate miejsc wigzania miRNA w
krétszej izoformie mMRNA CCND2. Obecnos¢ krotkiego 3’UTR, pozbawionego miejsc
wigzagcych miRNA wigze si¢ z podwyzszong ekspresja réznych genow zar6wno na
poziomie mRNA, jak 1 bialka. Wczesniejsze badania wykazaly, ze w liniach
komoérkowych pochodzacych z réznych tkanek krotszy mRNA CCND2 podwyzsza
ekspresje biatka cykliny D2,

Cykliny typu D sg biatkami wysoce homologicznymi i istnieje wiele dowodow na
to, ze rézne cykliny D moga spetnia¢ zamiennie czg$¢ swych funkcji. Podczas rozwoju
myszy, trzy cykliny typu D ulegaja ekspresji zgodnie z czgsto wzajemnie wykluczajagcym
si¢ wzorem, a ich funkcja moze by¢ swoista dla danej tkanki. Zgodnie z tg obserwacja,
jednoczesna nadekspresja CCNDI i CCND2 w szpiczaku mnogim jest zjawiskiem
rzadkim 8. Poniewaz dtugo$¢ 3’UTR mozna uznaé za mechanizm regulacji ekspresji
gendw, zbadaliémy, czy moze ona by¢ zaangazowana w potencjalng wzajemna regulacje
miedzy cykling D1 i D2. Chociaz mechanizmy lezace u podstaw tego zjawiska sa jak
dotad nieznane, moje wyniki przedstawiajace skrocenie mRNA CCNDZ2 po wyciszeniu
CCNDI sugeruja, ze cyklina D1 moze obnizy¢ poziom ekspresji CCND2 przez
modyfikacj¢ reakcji poliadenylacji/cigcia. Ponadto, zwigkszony udziat dtugiej izoformy
CCND?2 po nadekspresji cykliny D1 lub cykliny D3, wraz z rownoczesnym obnizeniem
poziomu biatka cykliny D2 w komoérkach MM dodatkowo potwierdza znaczenie tego
mechanizmu w regulacji ekspresji cykliny D2. (Ryc. 8)
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Ryc. 8. Poziom biatka cykliny D2 jest kontrolowany przez cykling D1 i D3. Poziom biatka
cykliny D2 72 godziny po transfekcji SIRNA CCND1 w linii komorkowej U266 okre§lone metoda
Western blot (A). Proporcja migdzy krétkim i dlugim 3'UTR CCND2 po wyciszeniu CCND1 (B).
Doswiadczenia Western blot przeprowadzono w dwoch powtoérzeniach, a doswiadczenia PCR
powtorzono co najmniej trzy razy. Poziom biatka cykliny D 48 godzin po transfekcji wskazanym
plazmidem, okreslony metoda Western blot w linii komérkowej JIN3 (C). Proporcja migdzy
krotkim i dhugim 3'UTR CCND2 po nadekspresji CCNDI lub CCND3 w linii komorkowej JIN3

(D).

Przyczyny wzajemnego wykluczania cyklin D podczas rozwoju i w dojrzatych,
zroznicowanych tkankach nie zostaly jak dotad ustalone. Badania prowadzone na
modelach myszy wskazuja na istnienie sprz¢zenia zwrotnego ujemnego, gdzie
dominujaca cyklina typu D tlumi ekspresj¢ pozostalych cyklin D. Wykazano, ze
mechanizm molekularny prowadzacy do represji cykliny D dziala inaczej w r6znych
tkankach, w niektorych z nich poprzez modyfikacje poziomu mRNA, a w innych
prawdopodobnie przez mechanizmy potranskrypcyjne °’. Przedstawione przeze mnie
wyniki wskazuja po raz pierwszy na istnienie potencjalnego mechanizmu, ktéry moze
indukowa¢ obnizenie poziomu ekspresji CCND2 w komorkach szpiczaka mnogiego z
nadekspresja CCND1 i CCND3.

Ekspresja CCND?2 jest niewykrywalna w komorkach szpiczaka z t(11;14). Stad
tez, postanowiono sprawdzi¢ hipoteze, czy metylacja DNA moze odgrywaé role w
zniesieniu ekspresji CCND2. Kilka wczeéniejszych badan w nowotworach sutka,
gruczotu krokowego, pluc i w raku watrobowokomérkowym wykazato, ze metylacja
CCND?2 jest odpowiedzialna za brak mRNA i biatka cykliny D2 w tych komérkach %851,

Wyniki naszych badan wskazuja, ze wyspa CpG polozona proksymalnie
wzgledem CCND2 miejsca rozpoczecia transkrypcji TSS (ang. transcription start site)
byla wysoce zmetylowana jedynie w liniach komorek szpiczaka mnogiego z t(11;14).
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Podsumowujac, praca ta pokazuje, ze modyfikacje potranskrypcyjne odgrywaja
role w regulacji ekspresji CCND2 w komorkach szpiczaka plazmocytowego. Obnizenie
poziomu ekspresji poszczegdlnych miRNA, ktorych bezposrednim celem molekularnym
jest CCND?2 przyczynia si¢ do nadekspresji CCND2 w pewnych podgrupach szpiczaka
mnogiego. Ponadto skrocenie 3’'UTR CCND2 przez mechanizm alternatywnej
poliadenylacji wigze si¢ z utratg miejsc wigzania miRNA, co réwniez przyczynia si¢ do
podwyzszenia ekspresji CCNDZ2. Mechanizm ten wydaje si¢ odgrywac¢ decydujacg role
w sieci regulacyjnej miedzy CCNDI i CCND2 w szpiczaku.

Obrobka mRNA moze by¢ celem terapeutycznym w szpiczaku

Badania przedkliniczne inhibitora spliceosomu opisano w:

Rojas EA, Corchete LA, San-Segundo L, Martinez-Blanch JF, Codorier FM, Paino
T, Puig N, Garcia-Sanz R, Mateos MV, Ocio EM, Misiewicz-Krzeminska I'*, Gutiérrez
NC* (equal contribution). Amiloride, An Old Diuretic Drug, Is a Potential Therapeutic
Agent for Multiple Myeloma. Clinical Cancer Research 2017 Nov 1;23(21):6602-6615.

Wiaczenie nowych lekow o réznych mechanizmach dziatania radykalnie zmienito
perspektywe leczenia, 1 doprowadzilo do wydluzenia ogoélnego czasu przezycia
pacjentow ze szpiczakiem. Mimo to, szpiczak plazmocytowy pozostaje chorobg
nieuleczalng %. W ostatnich latach podjeto wiele staran majacych na celu opracowania
nowych substancji skierowanych przeciwko szpiczakowi mnogiemu, do tego stopnia, ze
niedawno zatwierdzono do stosowania szeroka gam¢ nowych lekéw o roznych
mechanizmach dziatania. Obejmujag one mig¢dzy innymi nowe przeciwciata typu
monoklonalnego (mAb), inhibitory proteasomu, leki immunomodulujace i inhibitory
deacetylazy histonowej. ®3. Jednakze zatwierdzenie kazdego z nich wymaga kilku lat
prowadzenia badan i duzych inwestycji. Interesujaca alternatywa, dzieki ktorej ten dtugi
proces moze zosta¢ skrocony, jest podejscie polegajace na repozycjonowaniu lekow,
ktore obejmuje stosowanie starych lekow zatwierdzonych do leczenia chorob
nienowotworowych ©®. Jedna =z zalet tej strategii jest to, ze wlasciwosci
farmakokinetyczne i farmakodynamiczne oraz profile toksycznosci sg dobrze znane. Lek
moczopedny, amiloryd, jest jednym z takich $rodkow. Amiloryd jest lekiem
moczopednym oszczgdzajacym potas, stosowanym klinicznie od ponad trzydziestu lat w
leczeniu hipokaliemii, nadci$nienia, obrzekow i zastoinowej niewydolnosci serca®®.
Niektére badania wykazaly jego istotne dziatania przeciwnowotworowe i
przeciwprzerzutowe, ktore byty poczatkowo powigzane z hamowaniem wymiennikéw
Na+/H+ . Ostatnio stwierdzono, ze amiloryd modyfikuje alternatywny splicing (ang.
alternative splicing; AS) w wielu typach ludzkich komérek nowotworowych 7. Dlatego
tez zdecydowaliSmy si¢ uzy¢ tego leku jako potencjalnego modyfikatora szlaku
spliceosoméw w komorach szpiczaka i oceni¢ jego dziatanie na te komorki.

Splicing RNA, dzieki ktéremu niekodujace sekwencje (introny) sa eliminowane z
pierwotnego transkryptu (pre-mRNA), jest jednym z najwazniejszych mechanizmow
potranskrypcyjnych. Proces ten jest prowadzony przez jeden z najbardziej ztozonych
mechanizmow komorkowych o nazwie spliceosom. Sktada si¢ on z 5 matych jadrowych
rybonukleoprotein (U1, U2, U4, U5 1 U6), ktore sg kompleksami matych jadrowych RNA
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zwigzanych z okoto 20 biatkami. Na spliceosom sktada si¢ rdzen o aktywnosci
katalitycznej 1 ponad 200 biatek, ktére obejmuja mi¢dzy innymi kinazy, fosfatazy i
helikazy. Wiekszo$¢ ludzkich gendéw (szacunkowo ponad 80%) moze generowaé wiele
transkryptow za posrednictwem procesu znanego jako alternatywny splicing. °®%° Jedna
z konsekwencji obrobki tego typu jest wytwarzanie bialek o przeciwstawnych funkcjach,
zjawisko dobrze zilustrowane przez fakt, ze wiele genow kodujacych biatka
zaangazowane w szlaki apoptotyczne jest w stanie wygenerowac izoformy pro- i
antyapoptotyczne dzigki alternatywnemu splicingowi.

Wykazalismy, ze amiloryd dziata silnie przeciw szpiczakowi poprzez dwa nowe
mechanizmy dziatania, deregulacje spliceosomu i aktywacje szlaku sygnalowego p53.

Na pierwszym etapie badan, obserwowano silng aktywno$¢ amilorydu przeciw
szpiczakowi in vitro, zarbwno w komorkach 7P53 typu dzikiego (wr), jak i w komdrkach
ze zmutowanym 7P53. Rowniez w przypadku komorek nie wykazujacych ekspresji p53,
tzw. p53-null, zywotnos$¢ spadta dzigki zastosowaniu wyzszych dawek i dtuzszych
czasOw ekspozycji na amiloryd. Apoptoza indukowana przez amiloryd byta regulowana
zarbwno przez mechanizmy zalezne jak 1 niezalezne od kaspaz, co jest zgodne z
wynikami innych badan, z uzyciem komorek glejaka i guzow sutka ‘%', Badanie ex vivo
komorek szpiczaka pobranych od pacjentow wykazato, ze amiloryd wywotywat
cytotoksycznos$¢ w plazmocytach, w tym w trzech przypadkach z delecjg 17p. Zywotnos¢
innych populacji komorek szpiku kostnego nie ulegta zmianie pod wplywem amilorydu.
Ponadto amiloryd w potaczeniu z deksametazonem i melfalanem dziatal wyraznie
synergicznie w warunkach in vitro. Efekt synergiczny obserwowano rowniez, gdy
amiloryd byt taczony z lenalidomidem lub pomalidomidem z deksametazonem. Nie
stwierdzono jednak synergii migdzy amilorydem a bortezomibem, co mogloby
ograniczy¢ stosowanie amilorydu w schematach indukcji opartych na bortezomibie.

Ponadto, u myszy z ludzkimi podskornymi plazmacytomami, leczonych podwojnymi
lub potréjnymi kombinacjami, w tym amilorydem, obserwowano wydluzony czas
przezycia w poroOwnaniu z leczeniem melfalanem i/lub deksametazonem.

Dziatanie przeciwnowotworowe amilorydu opisano wczesniej w kilku nowotworach,
67.71-13 " Istnieja dowody na obecnoéé wielu
mechanizméw dziatania amilorydu, w tym indukowang przez TRAIL cytotoksycznosé¢
zwigzang ze szlakiem PI3K-Akt i opartg na alternatywnym splicingu deregulacj¢ genow
apoptotycznych. Z tego wzgledu zdecydowaliS$my si¢ na zastosowanie nowej strategii
profilowania ekspresji genow, opartej na RNA-Seq, ktéra pozwolita na bardziej
rozbudowane zbadanie mechanizmu dzialania tego leku w komorkach szpiczaka. W
rzeczywisto$ci analiza RNA-Seq w dwoch liniach komorkowych, ktérych profil
odpowiedzi na lek byl inny, najbardziej i najmniej wrazliwa, ujawnita, ze amiloryd w
sposob istotny zmienil poziom ekspresji izoform transkryptow i liczbe zdarzen
alternatywnego splicingu. Nalezy podkresli¢ istotny wplyw amilorydu na réznicowa
ekspresje izoform dla genow, ktorych catkowita ekspresja genu nie uleglta zmianie.
Innymi stowy, tradycyjne profilowanie ekspresji gendéw przeoczyloby istotne
modyfikacje ponad 10000 izoform transkryptow, wywotang przez traktowanie
amilorydem. Wyniki te sg zgodne z doniesieniami o korzysciach jakie niesie analiza na

stosujac modele in vitro 1 in vivo
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poziomie izoform catego genomu w porownaniu z analiza jedynie ekspresji genow w
badaniach nad nowotworami .

Wsrod grupy gendw, wykazujacych najbardziej istotne wzbogacenie podczas analizy
izoform podlegajacych roznicowej ekspresji po traktowaniu amilorydem byt spliceosom.

Amiloryd wywoluje ogolna deregulacje czynnikow splicingowych, zarOwno na
poziomie ekspresji ich gendéw jak i modyfikacji izoform transkryptéw. Zmiany te
wpltywaja na czynniki biorgce udzial we wczesnych 1 poéznych etapach skladania
spliceosomu, rowniez z uwzglednieniem etapow katalitycznych splicingu. Dotyczg tez
biatek powigzanych ze spliceosomem. Jednoczesnie obserwowano modyfikacje znacznej
ilodci innych izoform transkryptow. Stad, zbadano wplyw amilorydu na mechanizm
splicingu pre-mRNA. Mate jadrowe rybonukleoproteiny (snRNP) i czynniki splicingowe,
takie jak rodzina biatek SR, s3 zorganizowane w plamki jadrowe "°. Zmiany w
wybarwieniu biatka SC35 w obrgbie plamek jadrowych sa wykorzystywane jako
znacznik zaklécenia dziatania maszynerii do splicingu. Po zahamowaniu maszynerii do
splicingu liczba plamek jadrowych maleje, ale te pozostate zwigkszajg rozmiar i
intensywnos$¢. Przy uzyciu tego markera, zidentyfikowano podobny wzoér modyfikacji
plamki jadrowe] po potraktowaniu amilorydem ktéry jednoczesnie byl zwigzany z
hamowaniem zywotno$ci komorek (Ryc. 9). Obserwacja ta wskazuje, ze amiloryd
wywotuje zaktocenie dziatania maszynerii do splicingu, a to z kolei moze powodowac
cytotoksycznos¢.
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Ryc. 9. Amiloryd wptywa na maszyneri¢ do splicingu pre-mRNA w komdrkach szpiczaka
w warunkach in vitro, niezaleznie od statusu 7P53. Komorki H929 (TP53 WT) i JIN3 (TP53 null)
traktowano wzrastajacymi stezeniami amilorydu. Plamki jadrowe z wybarwieniem SC35
wykrywano metodg immunofluorescencji po 24 godzinach. Zywotnos$¢ komoérek analizowano za
pomocg testow luminescencyjnych CellTiter-Glo i wyrazano jako $rednia = SD. Przedstawiono
statystycznie istotne roznice migdzy komorkami traktowanymi amilorydem i nietraktowanymi.
Warto$ci p oceniono za pomocg dwustronnego testu t-Studenta.
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Analiza RNA-Seq na poziomie izoform transkryptow zidentyfikowata rowniez szlak
p53 jako jedng =z kategorii funkcjonalnych ulegajacych najbardziej istotnemu
wzbogaceniu. Co ciekawe, szlak p53 podlegat silnej nadekspresji jedynie w linii
komorkowej, w ktorej dochodzi do ekspresji zmutowanego 7P53, a nie w linii
komdrkowej bez ekspresji p53, p53-null. Ponadto, obserwowano podwyzszenie poziomu
ekspresji genow regulowanych bezposrednio przez p53 w komoérkach TPS3WT i
zmutowanych, traktowanych amilorydem. Wyniki te, wraz z faktem, ze hamowanie
aktywnosci biatka p53 zapobiega $mierci komoérek indukowanej amilorydem, nawet w
dwoch zmutowanych liniach komérkowych TP53, pokazujg, ze apoptoza indukowana
amilorydem w komorkach szpiczaka zalezy od aktywacji p53 1 jest niezalezna od statusu
mutacji 7P53. Dodatkowo, zmniejszenie zywotnosci komorek w linii komoérek p53-null
traktowanych amilorydem potwierdza teze, ze inne mechanizmy niezalezne od p53, takie
jak zaklocenie maszynerii spliceosomalnej, s3 zaangazowane w aktywno$¢ amilorydu.

Podsumowujac, wyniki badan opisanych w tej pracy wskazuja, ze aktywnos¢
amilorydu przeciw szpiczakowi jest zalezna od modulacji spliceosomu i jest powigzana
ze szlakiem p53. Szlak sygnatowy p53 byl aktywowany po ekspozycji na amiloryd,
niezaleznie od stanu mutacji 7P53. Z drugiej strony, amiloryd byt zdolny réwniez do
indukowania apoptozy w komorkach szpiczaka, ktore nie wykazywaty ekspresji p53.

Poziom bialka pozwala lepiej przewidywaé¢ przebieg choroby pacjentow ze
szpiczakiem niz odpowiadajace mu mRNA

Metoda ilosciowego oznaczania ekspresji wielu biatek w komorkach szpiczaka i analiza
poziomu mRNA i biatka z pojedynczej probki klinicznej zostala opisana w:

Misiewicz-Krzeminska I, Corchete LA, Rojas EA, Martinez-Lopez J, Garcia-Sanz R,
Oriol A, Bladeé J, Lahuerta JJ, Miguel JS, Mateos MV, Gutiérrez NC. A novel nano-
immunoassay method for quantification of proteins from CD138-purified myeloma cells:
biological and clinical utility. Haematologica 2018 May, 103(5).:880-889

W ostatnich dziesig¢cioleciach badania biomedyczne zostaly zdominowane przez
genomike. Niewatpliwie, szpiczak mnogi zostal kompleksowo przeanalizowany przy
uzyciu wysokoprzepustowych technologii genomowych. W szczego6lnosci, profilowanie
ekspresji genow zapewnito klasyfikacje¢ molekularng szpiczaka, ktéra jest szeroko
stosowana w badaniach biologicznych. Pomimo ogromnych ilosci istotnych informacji
uzyskanych z tego rodzaju analiz, zaskakuje bardzo niska liczba biomarkeréw, ktére
zostaty zweryfikowane i przyjete do uzycia w praktyce klinicznej w efekcie tych badan.
Jednym z mozliwych wyjasnien moze by¢ udziat mechanizméw potranskrypeyjnych w
kontrolowaniu poziomu ekspresji biatek, jak opisane wcze$niej miRNA, APA lub
splicing alternatywny.

Postep technologiczny, ktory zrewolucjonizowat genomike nowotworow, a w
szczegoOlnosci szpiczaka plazmocytowego, nie dokonat si¢ w rOwnym stopniu w obszarze
proteomki, gtownie z tego wzgledu, ze proteom nie jest tak statyczny jak genom i moze
si¢ znacznie r6zni¢ migdzy osobnikami, a nawet miedzy komorkami’®. Ponadto, biatka
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podlegaja wiclu modyfikacjom potranslacyjnym, co oznacza, ze zgodnie z szacunkami,
catkowita liczba biatek w komorkach ludzkich wynosi okoto jednego miliona. Znajomo$¢
ekspresji bialek ma kluczowe znaczenie dla identyfikacji celow terapeutycznych w
szpiczaku, jako zZe cele te s3 w przewazajacej mierze biatkami. Inhibitory proteasomu
(PI), takie jak bortezomib, wigzg si¢ bezposrednio z podjednostkami komory
katalitycznej proteasomu 20S, maszynerii, ktora jest nadaktywna w MM; leki
immunomodulujgce (IMID), takie jak lenalidomid, wigzg si¢ bezposrednio z biatkiem
cereblon, co powoduje ubikwitynacje 1 degradacj¢ czynnikow transkrypcyjnych
niezbednych dla komoérki plazmatycznej. Poza tym, praktycznie wszyscy pacjenci ze
szpiczakiem otrzymuja deksametazon lub prednizon, ktére wigza sie¢ z jadrowym
receptorem glukokortykoidowym (ang. glucocorticoid receptor; GR). Dlatego tez, jako
ze biatka sg czasteczkami, dzicki ktorym wigkszo$¢ nowych lekow osigga swoja
skuteczno$¢, niezbgdna jest wiedza o ekspres;ji tych biatkowych celéw terapeutycznych.
Poniewaz badanie proteomu jest technicznie skomplikowane, oznaczenie ilo$ciowe
informacyjnego RNA (mRNA) stalo si¢ posrednig miarg ekspresji biatka. Wiele badan
wykazato, ze poziom mRNA 1 biatka nie zawsze jest skorelowany, stad ekspresja mRNA
nie moze by¢ stosowana jako zamiennik ilo$ci biatka. Jednakze to biatka ostatecznie
okreslaja fenotyp komorki.”” Deregulacja kluczowych genéw w patogenezie i
prognozowaniu przebiegu szpiczaka zostata opisana na podstawie badan genomicznych,
ktore opierajg si¢ gldéwnie na okresleniu iloSciowym mRNA. Brak jest badan, ktére
okreslaja ilosciowo poziom biatek, a tym samym poziom korelacji migdzy ekspresja
bialka a poziomem mRNA. Oznacza to, ze dysponujemy bardzo fragmentarycznymi
informacjami na temat wplywu tych bialek na patogeneze i prognozowanie przebiegu
szpiczaka.

Szpiczak plazmocytowy jest nowotworem naciekajagcym szpik kostny, dla ktérego
dostepna jest stosunkowo niewielka ilos¢ probki po procedurze diagnostycznej. Obejmuje
ona ocen¢ morfologiczna, charakterystyke immunofenotypowa za pomoca cytometrii
przeptywowej i rozdziat komorek plazmatycznych przy udziale przeciwciata anty-CD138
(CD138+) do rutynowej analizy fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ. Probki komérek
szpiczaka po rozdziale (CD138+) sg zazwyczaj przechowywane w buforach, takich jak
TRIZOL lub RLT Plus, ktére stuza do izolacji kwaséw nukleinowych, do pdzniejszego
ich wykorzystania w badaniach genomowych. Chociaz wyodrgbnienie bialek z tych
buforéw jest technicznie mozliwe, ilos¢ biatka nie bylaby wystarczajaca do
przeprowadzenia wielu analiz metoda typu WB (ang. Western blot). W Klasycznej
analizie WB ilo$¢ oczyszczonych komorek plazmatycznych, nawet gdyby wszystkie z
nich byty dostepne do badan biatkowych, umozliwilaby oceng co najwyzej szesciu bialek,
przy czym mediana ilo$ci probki bytaby wystarczajaca do analizy dwoch biatek.

Postanowilam zmierzy¢ si¢ z tymi trudno$ciami technicznymi i przedstawitam po
raz pierwszy metodg ilosciowego okreslania ekspresji wielu biatek z komorek szpiczaka
przechowywanych w buforze powszechnie stosowanym do konserwacji i izolacji
kwasow nukleinowych. Przedstawitam protokot ekstrakcji bialek z komorek szpiczaka
przechowywanych w buforze RLT Plus, w oparciu o dobrze znang procedurg¢ stragcania
acetonem. W procedurze dodano NaCl do probki przed stragcaniem, bioragc pod uwage
fakt, ze wigksza zawarto$¢ soli nieorganicznych poprawia wydajno$¢ izolacji biatka. Po
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przetestowaniu kilku rodzajow soli i stezen wybrano te wykazujace najlepsze wydajnosci.
Dokonano poza tym oceny kilku metod rozpuszczania osadu biatkowego, wybierajac
ostatecznie bufor 0,2 M NaOH i 4x WB, biorac pod uwagg to, ze niewielkie zmiany pH
srodowiska zmieniajg rozpuszczalno$¢ biatka.

Wykorzystano do analizy opracowang niedawno metod¢ oparta na potaczeniu
nanoelektroforezy kapilarnej z testem immunologicznym (ang. capillary nano-
electrophoresis with immunoassay; CNIA). Technika ta znana jest rowniez jako ,,Simple
Western”, wymaga jedynie bardzo matych ilosci probki do przeprowadzenia pomiaru
ekspres;ji biatka.”® W przeciwienstwie do klasycznej analizy WB, ktora dostarcza jedynie
wyniki pétilosciowe (oparte na blotach), CNIA okresla obszar pod krzywa sygnatu w
kazdej kapilarze, umozliwiajac obliczenie ekspresji danego biatka wzgledem biatka
kontrolnego. Jak pokazuja uzyskane przeze mnie wyniki, ten postgp techniczny
umozliwia analize ekspresji 50-100 bialek w pojedynczej probce szpiczaka. W
opisywanej pracy przedstawiono wyniki pilotazowego badania wykorzystujacego
omawiang platforme¢ do oceny ekspresji biatek u pacjentéw ze szpiczakiem. Gtownym
celem bylo ilosciowe 1 dokladne oznaczenie biatek wyekstrahowanych z probek
szpiczaka, rozdzielonych przeciwciatem anty-CD138 i zamrozonych w buforze RLT
Plus. Metoda ta jest powszechnie stosowane jako metoda konserwacji RNA i DNA.

Aby ustali¢, czy metoda CNIA jest odpowiednia do oceny ekspresji wielu biatek
przy uzyciu réznych przeciwciat, przetestowano wydajno$¢ testu dla kazdego biatka w
systemie  WES™. Gdy wykazano, ze test okresla dokladnie ilosci biatek
wyekstrahowanych z buforu RLT Plus w tym samym czasie co DNA i RNA, zbadano
przydatno$¢ metody do analizy ekspresji kluczowych bialek w biologii MM, takich jak
cykliny D, cmyc, cereblon, ikaros i aiolos. Innym celem tego badania byto poréwnanie
ekspresji biatka z poziomem odpowiadajagcego mu mRNA.

Badaniami objeto 63 probki od pacjentow z nowo rozpoznanym szpiczakiem w
okresie od pazdziernika 2013 r. do listopada 2015 r.; 43 pacjentéw zostato wlaczonych
do dwoch badan klinicznych hiszpanskiej grupy szpiczaka mnogiego (ang. Spanish
Myeloma Group): GEM2010 [bortezomib/melfalan/prednizon I
lenalidomid/deksametazon podawane w sekwencyjny lub naprzemienny sposéb; (n =
24)] i BenVelPres [bendamustyna/bortezomib/prednizon; (n = 19)]. Pozostatych 20
pacjentow nie byto leczonych w ramach badania klinicznego.
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Ryc. 10. Dwa stopnie analizy kazdego genu, mRNA i biatko. Ekspresj¢ mRNA kazdego genu
oceniano metoda qRT-PCR i normalizowano wzglgdem GAPDH i wyrazano jako 2-ACt (A).
Poziom kazdego biatka oceniano za pomocg CNIA i normalizowano wzgledem poziomu biatka
GAPDH w kazdym przypadku (B). O§ Y wykresow (A) i (B) jest wyrazona w skali
logarytmicznej. Zmienno$¢ kazdego pomiaru mRNA i biatka w analizowanej populacji
pacjentow z MM, mierzona jako procentowy wspotczynnik zmiennosci (CV%). Prog istotnosci
statystycznej (* p <0,05) (C). Wspotczynnik korelacji Spearmana dla kazdej pary mRNA/biatka
uszeregowanej poprzez zwiekszenie wartosci p (D).

Wykazano umiarkowang lub niskg korelacje¢ migdzy poziomami ekspresji mRNA
1 biatka, co jest zgodne z 0gdlng obserwacja, ze ~ 60% zmienno$ci poziomu biatka nie
moze zosta¢ wyjasnione przez pomiar samego mRNA. (Ryc. 10) Zaobserwowano
réwniez, ze poziom ekspresji mRNA byt mniej zmienny niz ekspresja biatka wérod
pacjentow ze szpiczakiem, dla wszystkich analizowanych par mRNA 1 bialka.

Odtworzono dobrze znany wzorzec ekspresji CCNDI/cykliny D1 i
CCND2/cykliny D2 w komérkach szpiczaka z odpowiednio t(11;14) i t(4;14). Ponadto,
stwierdzono korelacj¢ migdzy poziomami c-myc i ikaros oraz aiolos, analizujgc zaro6wno
ekspresje mRNA lub bialka. Jest to zgodne z wczesniej wykazana regulacja c-myc przez
ikaros i aiolos w komorkach szpiczaka. Co ciekawe, korelacja migdzy poziomami ikaros
1 aiolos byta silniejsza w przypadku biatka niz w odniesieniu do mRNA. Wedlug mojej
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wiedzy jest to pierwszy raz, gdy poziomy biatka c-myc, ikaros i aiolos zostaty oznaczone
ilosciowo, a zwigzek migdzy ich ekspresja zostal przeanalizowany w komorkach
szpiczaka.

Sposrod biatek uwzglednionych w tym badaniu zaobserwowano istotny zwigzek
mig¢dzy poziomem ekspresji biatka a czasem przezycia wolnym od progresji w przypadku
biatek cereblon i ikaros, podczas gdy nie stwierdzono istnienia tego zwigzku w
odniesieniu do poziomow odpowiadajgcych im mRNA. Nie wykazano istnienia korelacji
miedzy poziomem ekspresji biatka cereblon a poziomem mRNA. Stwierdzono tez, ze
wysokie poziomy biatka cereblon byly zwigzane z dobrym rokowaniem w szpiczaku.
(Ryc. 11) Wyniki te sa zgodne z wynikami poprzednich badan i wspieraja stosowanie
testow oceny ekspresji biatka do oceny poziomu cereblon.
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Ryc. 11. Czas przezycia bez progresji (PFS) w zaleznosci od poziomu ekspresji mRNA i biatka.
Przezycie wolne od progresji u pacjentéw z niskim i wysokim poziomem ekspresji mRNA (A) i
biatka (B). Test logarytmiczny rang przeprowadzono dla kazdego genu i biatka, a krzywe
Kaplana-Meiera przedstawiajg PFS pacjentow ze szpiczakiem w zaleznosci od poziomu mRNA
i biatka. Oprogramowanie Cutoff Finder (http://molpath.charite.de/cutoff ) uzyto do uzyskania
optymalnego punktu odcigcia. Optymalny punkt odcigcia zdefiniowano jako generujacy
najbardziej istotny podziat, ktory rozréznia pomigedzy dobrym i ztym przezyciem, badajac
wszystkie mozliwe wartosci graniczne za pomocg testu logarytmicznego rang.

Kilka niezaleznych grup badawczych zidentyfikowato ikaros i aiolos jako cele
molekularne dla biatka cereblon, po jego aktywacji z zastosowaniem lekow
immunomodulujacych. 88! Rola poziomu ekspresji ocenionej ikaros w przezyciu
pacjentéw ze szpiczakiem jest kontrowersyjna i jak dotad zostata zbadana na poziomie
mRNA w przypadkach nowo zdiagnozowanych pacjentéw. W naszym badaniu, wysoKi
poziom biatka ikaros byl zwigzany z dluzszym czasem przezycia wolnym od progresji,
podczas gdy nie stwierdzono istotnego wptywu na rokowanie gdy czas przezycia wolny
od progresji oszacowano na poziomie mRNA. Wyniki te sg zgodne z dtuzszym czasem
przezycia wykazywanym przez pacjentOw z nawrotowym/opornym na leczenie

szpiczakiem leczonych lenalidomidem, ktorzy wykazywali ekspresje wysokich
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pozioméw  biatka  IKZF1/3, co oceniono za  pomocg  barwienia
immunohistochemicznego.??

Podsumowujac, ilo$¢ biatka jest regulowana przez szereg zlozonych
mechanizmdw, takich jak modyfikacje potranskrypcyjne i potranslacyjne oraz regulacja
rozktadu biatka. Poprzez pomiar poziomu mRNA analizowane s3 jedynie wczesne etapy
w dhugim tancuchu zdarzen regulacyjnych. Mimo to, poziom mRNA jest nadal czgsto
wykorzystywany jako zastepczy wskaznik ilosci biatka, gléwnie z powodu braku
odpowiedniej technologii do szybkiego 1 skutecznego okreslania ilosci biatek.

W pracy przedstawiono wdrozenie nowej techniki opartej na nano-kapilarnym tescie
immunologicznym do ilosciowego oznaczania ekspresji biatka w warunkach klinicznych
w probkach szpiczaka. Stosunkowo niewielkie ilosci materiatu niezbedne do tych
oznaczen pozwalaja przeanalizowac po raz pierwszy poziom ponad 20 bialek przy uzyciu
tej samej zamrozonej probki, ktora bedzie mogta by¢ uzyta w analizie DNA i RNA.

Whioski z przedstawionego osiagniecia naukowego:

Czasteczki RNA poddawane sg bardzo intensywnemu procesowi obrobki 1 podlegaja
szerokiemu zakresowi modyfikacji potranskrypcyjnych, co generuje réznorodno$¢ w
ekspresji poszczeg6inych genow.

1. W poréwnaniu z normalnymi komorkami plazmatycznymi, w komorkach
szpiczaka plazmocytowego wickszo§¢ miRNA wykazuje obnizenie ekspres;ji.
Profil ekspresji miRNA w szpiczaku jest zwigzany z nieprawidlowos$ciami
genetycznymi, przy czym ekspresja miR-375 | miR-214 jest obnizona we
wszystkich podgrupach cytogenetycznych szpiczaka.

2. Analiza Kkorelacji profiléw ekspresji miRNA i ich prawdopodobnych genéw
docelowych wykazuje ze zmiany w ekspresji gendw kodujacych biatka istotne w
patogenezie szpiczaka, jak na przyklad CCND2, sa zwigzane ze zmianami w
poziomie okreslonych miRNA.

3. Poziom ekspresji Dicer jest podwyzszony u pacjentdw z przednowotworowym
stanem gammopatii monoklonalnej o niezidentyfikowanym znaczeniu w
poréwnaniu z tlagcym i objawowym szpiczakiem. Co wiecej, u pacjentow z
objawowym szpiczakiem czas przezycia wolny od progresji jest dluzszy w
przypadku wysokiego poziomu ekspresji Dicer.

4. Niski poziom ekspresji miR-214 w komorkach szpiczaka przyczynia si¢ do
niekontrolowanego wzrostu tych komorek. Przywrocenie ekspresji miR-214 w
komorkach szpiczaka indukuje apoptoze i hamuje proliferacje poprzez ingerencje
w szlaki sygnatowe pS3/MDM2 i replikacji DNA.

5. Modyfikacje potranskrypcyjne odgrywaja rolg w regulacji ekspresji CCND2 w
komorkach szpiczaka. Obnizenie poziomu ekspresji poszczegoélnych miRNA,
ktorych bezposrednim genem docelowym jest CCNDZ2, przyczynia si¢ do
nadekspresji CCND2 w pewnych podgrupach szpiczaka mnogiego. Ponadto
skrocenie 3’'UTR CCND2 przez mechanizm alternatywnej poliadenylacji wiaze
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si¢ z utratg miejsc wigzania miRNA, co réwniez przyczynia si¢ do podwyzszenia
ekspresji CCND2. Mechanizm ten wydaje si¢ odgrywac decydujaca rolg w sieci
regulacyjnej miedzy CCND1 i CCND2 w szpiczaku.

6. Amiloryd wykazuje silng aktywnos$¢ przeciw szpiczakowi poprzez dwa nowe
mechanizmy dziatania, deregulacje spliceosomu i aktywacj¢ szlaku sygnatowego
p53. Amiloryd wywotuje 0og6lng deregulacje czynnikow splicingowych, zarowno
na poziomie ekspresji ich gendw jak i modyfikacji izoform transkryptéw. Zmiany
te wplywaja na czynniki biorgce udziat we wczesnych 1 poéznych etapach
sktadania spliceosomu, réwniez z uwzglednieniem etapow katalitycznych
splicingu. Dotycza tez bialek powigzanych ze spliceosomem.

7. Opracowanie protokotu ekstrakcji biatka z probek szpiczaka przechowywanych
w buforach stuzacych do izolacji kwasow nukleinowych pozwolito na wdrozenie
w warunkach klinicznych nowej techniki do ilosciowego oznaczania ekspresji
biatka w probkach szpiczaka. Technika ta opiera si¢ na kapilarnym nano-
oznaczeniu immunologicznym.

8. Korelacja migdzy poziomami mRNA 1 biatka dla genow kluczowych w biologii
szpiczaka jest umiarkowana lub niska. Wskazuje to, ze potranskrypcyjne
modyfikacje mRNA wplywajg na poziom ekspresji biatka.

9. Poziom biatka pozwala lepiej niz ekspresja mRNA przewidywac przebieg
choroby pacjentéw ze szpiczakiem leczonych lekami immunomodulujacymi i
inhibitorami proteasomu.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

a) Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

Badania naukowe rozpoczgtam w  trakcie studiow  magisterskich na

Mi¢dzywydziatlowym Studium Biotechnologii SGGW, jako magistrantka w Instytucie
Lekdéw, pod promotorstwem dr Janusza Skierskiego, w Pracowni Cytometrii
Przeptywowej. Badania zostaty zakonczone w czerwcu 2002r obrong pracy magisterskiej
pt: Ocena cytotoksycznosci doksorubicyny i WP903 w komorkach nowotworowych
opornych wielolekowo.
Od sierpnia 2002 roku pracowatam w Pracowni Mikroskopii Konfokalnej Narodowego
Instytutu Lekow, gdzie zajmowatam si¢ badaniem wiasciwosci chemoprewencyjnych
izotiocyjanianow. Wyniki pracy weszty w skiad rozprawy doktorskiej prowadzonej przez
Profesor Terese Kasprzycka-Guttman, obronionej na wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w 09 czerwca 2006 roku. Tytul pracy
“Chemoprewentywne wiasciwosci zwigzkow z grupy izotiocyjanianow”

Wiyniki tych badan zostaly opublikowane w serii 4 artykutow eksperymentalnych:

Irena Misiewicz; Katarzyna Skupinska; Teresa Kasprzycka Guttman. Sulforaphane
and 2-oxohexyl isothiocyanate induce cell growth arrest and apoptosis in L-1210
leukemia and ME-18 melanoma cells. Oncology Reports. 10(6), 2045-2095, 2003

Irena Misiewicz; Katarzyna Skupinska; Elzbicta Kowalska; Jan Lubinski; Teresa
Kasprzycka Guttman. Sulforaphane-mediated induction of a phase 2 detoxifying enzyme
NAD(P)H:quinone reductase and apoptosis in human lymphoblastoid cells. Acta
biochimica Polonica. 51 - 3, pp. 711 — 732, 2004

Irena Misiewicz; Agata Kozar; Katarzyna Skupinska; Elzbieta Kowalska; Jan
Lubinski; Teresa Kasprzycka Guttman. Inhibition of cell cycle and induction of apoptosis
by sulforaphane in cell lines carrying various inherited BRCAI mutations. Oncology
reports. 13 - 4, pp. 659 — 724, 2005

Irena Misiewicz; Agata Kozar; Katarzyna Skupinska; Elzbieta Kowalska; Jan
Lubinski; Teresa Kasprzycka Guttman. Inhibition of cell cycle and induction of apoptosis
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by 2-oxohexyl isothiocyanate and alyssin in cell lines carrying various inherited BRCAI
mutations. Drug Development Research 65(2):84-92, 2005

W tym czasie wspolpracowatam réwniez z inng grupg badawcza nad projektem
dotyczacym lekoéw przeciwnowotworowych. Wyniki opublikowano w:

Beata M Gruber; Elzbieta L Anuszewska; Irena Bubko; Teresa Kasprzycka Guttman;
Irena Misiewicz; Katarzyna Skupinska; Waldemar Priebe; lzabela Fokt. Constitutive
activation of transcription factor NFkappaB as a possible marker of sensitivity of
neoplastic cells to anthracyclines. Acta poloniae pharmaceutica. 62, 17 - 40, 2005

Bratam réwniez udziat we Dbadaniach nad rakotworczymi wlasciwosciami
wielopier§cieniowych weglowodordw aromatycznych, a wyniki zostaly opublikowane w:

Katarzyna Skupinska; lrena Misiewicz; Teresa Kasprzycka Guttman. Polycyclic
aromatic hydrocarbons: physicochemical properties, environmental appearance and
impact on living organisms. Acta poloniae pharmaceutica. 61 - 3, 233 — 273, 2004
Katarzyna Skupinska; Monika Zylm; lrena Misiewicz; Teresa Kasprzycka Guttman.
Interaction of anthracene and its oxidative derivatives with human serum albumin. Acta
biochimica Polonica. 53 - 1, pp. 101 - 113, 2006

b) Dzialalno$¢ naukowa i badawcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk
farmaceutycznych

Od drugiej potowy 2006 roku pracowatam jako adiunkt w Zaktadzie Biologii Komorki w
Narodowym Instytucie Lekéw w Warszawie, gdzie kontynuowatam badania nad
wlasciwos$ciami izotiocyjanianow.

Wykazano réznice miedzy wiasciwosciami chemoprewencyjnymi a aktywnoscia
indukujaca $mier¢ na drodze apoptozy dla réznych izotiocyjaniandéw. Istotne réznice w
odpowiedzi na te zwigzki zaobserwowano pomiedzy zdrowymi komorkami
limfoblastycznymi i biataczkowymi. (Misiewicz I, et al, Pharmacological Reports, 2007)
Podobnie, zaobserwowano oddziatywanie antagonistyczne po rownoczesnej ekspozycji
na 5-fluorouracyl i jeden z izotiocyjanianow w normalnej, nierakowej linii komaérkowej.
W przypadku normalnych komorek antagonizm taki jest korzystnym oddziatywaniem.
(Milczarek M i wsp., Acta Poloniae Pharmaceutica, 2011). Ponadto wykazano mozliwo$é
interakcji migdzy alyssynem a lekami ktére moduluja metabolizm komérkowy poprzez
wplyw na fazy 2 i1 3 metabolizmu. Wykryto istnienie interakcji, ktore moga przyczyniac
si¢ do zmian w metabolizmie lekéw jako takich, a takze do zmian w innych szlakach
metabolicznych w komoérkach. Wyniki te sugeruja, ze suplementy diety, do ktorych moze
naleze¢ alyssyn, nalezy stosowac ostroznie, gdy podawane sg inne leki. (Lubelska i wsp.,
Molecular and cell biochemistry, 2012).

33



Irena Misiewicz; Katarzyna Skupinska; Teresa Kasprzycka Guttman. Differential
response of human healthy lymphoblastoid and CCRF-SB leukemia cells to sulforaphane
and its two analogues: 2-oxohexyl isothiocyanate and alyssin. Pharmacological reports:
PR. 59 - 1, pp. 80 — 87, 2007

Malgorzata Milczarek; Irema Misiewicz Krzeminska; Katarzyna Lubelska;
Katarzyna Wiktorska. Combination treatment with 5-fluorouracil and isothio-cyanates
shows an antagonistic effect in Chinese hamster fibroblast cells line-V79.Acta poloniae
pharmaceutica. 68 - 3, pp. 331 — 373, 2011

Katarzyna Lubelska; Irena Misiewicz Krzeminska; Matgorzata Milczarek; Jolanta
Krzyszton Russjan; Elzbieta Anuszewska; Karolina Modzelewska; Katarzyna Wiktorska.

Isothiocyanate-drug interactions in the human adenocarcinoma cell line Caco-2.
Molecular and cellular biochemistry. 367 - 1-2, pp. 19 — 48, 2012

Ponadto bratam udzial w badaniu witasciwosci izotiocyjanianéw jako inhibitorow
metabolizmu wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych. Opisano, ze
izotiocyjaniany blokujg aktywnos$¢ enzyméw CYP1A1l i CYP1A2, bezposrednio lub
posrednio, w komorkach raka piersi 1 raka sutka.

Katarzyna Skupinska; Irena Misiewicz; Teresa Kasprzycka Guttman. 4 comparison
of the concentration-effect relationships of PAHs on CYPIA induction in HepG2 and
Mcf7 cells. Archives of toxicology. 81 - 3, pp. 183 — 383, 2007

Katarzyna Skupinska; Irena Misiewicz Krzeminska; Rafal Stypulkowski;
Katarzyna Lubelska; Teresa Kasprzycka Guttman. Sulforaphane and its analogues inhibit
CYPIAI and CYP1A2 activity induced by benzo[a]pyrene. Journal of biochemical and
molecular toxicology. 23 - 1, pp. 18 — 46, 2009

Katarzyna Skupinska; Irena Misiewicz Krzeminska; Katarzyna Lubelska; Teresa
Kasprzycka Guttman. The effect of isothiocyanates on CYPIAI and CYPIA2 activities
induced by polycyclic aromatic hydrocarbons in Mcf7 cells. Toxicology in vitro. 23 - 5,
pp. 763 — 834, 2009

Innymi badaniami, w ktérych bratam udzial byta ocena przeciwnowotworowych
wiasciwosci selenitetriglicerydow (Selol). Selol jest mieszaning selenotetriglicerydow
syntetyzowanych z oleju slonecznikowego. Poniewaz zawiera pierwiastek selenu w
swojej strukturze, podejrzewa si¢ ze wykazuje aktywno$¢ chemoprewentywna i
przeciwnowotworowa. OpisaliSmy, ze Selol pokonal oporno$¢ komodrek, poniewaz
komorki oporne na doksorubicyng¢ byly bardziej wrazliwe na Selol niz komorki nie
oporne wielolekowo (Suchocki P i wsp., Oncology Reports, 2007). Ponadto ocenili§my
trzy strukturalnie pokrewne selenitetriglicerdy, ktore zawieraja rézne stgzenia Se: 2%,
5% 1 7% Selolu. Zaobserwowali$my, ze efekt rdznicowy moze by¢ zwigzany ze wzrostem
zawartosci Se, co prowadzi do zmiany struktury zwigzku. (Suchocki P i wsp.,
Pharmaceutical Reports, 2011). W obu artykutach bytam autorem korespondencyjnym.

Piotr Suchocki; Irena Misiewicz*; Katarzyna Skupinska; Karolina Waclawek;
Zbigniew Fijalek; Teresa Kasprzycka Guttman. The activity of Selol in multi-drug-
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resistant and sensitive human leukemia cells. Oncology reports. 18 - 4, pp. 893 — 902,
2007 (*autor korespondencyjny)

Piotr Suchocki; Irena Misiewicz-Krzeminska*; Katarzyna Skupinska; Katarzyna
Niedzwiecka; Katarzyna Lubelska; Zbigniew Fijatek; Teresa Kasprzycka Guttman.
Selenitetriglicerydes affect CYP1AI and QR activity by involvement of reactive oxygen
species and Nrf2 transcription factor. Pharmacological reports : PR. 62 - 2, pp. 352 -
413, 2010 (*autor korespondencyjny)

W tym okresie wspoOlpracowalam roéwniez przy badaniach innych lekow
przeciwnowotworowych:

Beata M Gruber; Elzbieta L Anuszewska; Irena Bubko; Teresa Kasprzycka Guttman;
Irena Misiewicz; Katarzyna Skupinska; Izabela Fokt; Waldemar Piebe. NFkappaB
activation and drug sensitivity in human neoplastic cells treated with anthracyclines.Acta
poloniae pharmaceutica. 65 - 2, pp. 267 — 338, 2008

Sylwia Flis; Agnieszka Gnyszka; Irena Misiewicz Krzeminska; Jacek Sptawinski.
Decytabine enhances cytotoxicity induced by oxaliplatin and 5-fluorouracil in the
colorectal cancer cell line Colo-205.Cancer cell international. 9, pp.10, 2009

Irena Misiewicz-Krzeminska*; Katarzyna Skupinska; Alfreda Graczyk; Teresa
Kasprzycka Guttman. Influence of protoporphyrin IX amino acid substituents on affinity
to human breast adenocarcinoma MCF-7 cells. Biotechnic & histochemistry: official
publication of the Biological Stain Commission. 84 - 1, pp. 17 — 40, 2009 (*autor
korespondencyjny)

Od czasu gdy dotagczytam do zespotu Kliniki Hematologii Uniwersytetu w
Salamance, Hiszpania (utworzonego miedzy innymi przez Centrum Badan nad Rakiem-
Centro de Investigacion del Cancer) w 2009 roku jako post-doc, moja praca badawcza
skupiata si¢ gldwnie na potranskrypcyjnych mechanizmach regulacji ekspresji genéw w
szpiczaku plazmocytowym. Wspotpracowatam przy wykonywaniu kilku projektow,
glownie w zakresie szpiczaka plazmocytowego, ale takze w innych chorobach
hematologicznych 1 zapoczatkowatam wspotprace z grupg onkologiczna.

W tym zakresie, oprocz przedstawionych osiggni¢¢ naukowych, przyczynitam sie do
innych odkry¢ w zakresie deregulacji mikroRNA w szpiczaku i przewlektej biataczce
limfocytowej (CLL). Nasze badania wykazaly, ze metylacja DNA przyczynia si¢ do
regulacji ekspresji miR-155 w komorkach szpiczaka i wykazaliSmy zwigzek migdzy
ekspresja miR-155 a rokowaniem pacjentow z MM (Krzeminski P i wsp., BBA-GRM,
2015). Ponadto wykazalismy nowa funkcj¢ biatka DEPTOR, ktora polega na utrzymaniu
komdrek plazmatycznych w stanie zréoznicowanym. StwierdziliSmy, ze miRNA reguluja
poziomy biatka DEPTOR. Co cickawe, poziom ekspresji biatka DEPTOR u pacjentow
ze szpiczakiem byt wysoce zmienny, a najwyzsze poziomy byty zwigzane z dluzszym
czasem przezycia bez progresji. (Quwaider D, i wsp. J Hematol Oncol., 2017). Ponadto,
stosujac techniki sekwencjonowania nowej generacji, wykryliSmy polimorfizm
(rs2307842) u 24% pacjentow z CLL, ktory zaktdca miejsce wigzace dla miR-223 w
3'UTR genu HSP90BI. Warto zauwazy¢, ze nadekspresja HSP90BI byla niezaleznym
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czynnikiem przewidujagcym krétszy czas do pierwszej terapii u pacjentow z CLL. W
pracy tej potwierdziliSmy rowniez, ze HSP90BI jest bezposrednim genem docelowym
dla miR-223. Nasze wyniki dostarczaja wiarygodnego wyjasnienia, dlaczego pacjenci z
CLL majacy niski poziom miR-223 maja gorsze rokowanie, wskazujac na HSP90B1 jako
nowy patogenny mechanizm w CLL i obiecujacy cel terapeutyczny. (Rodriguez-Vicente
AE i wsp., BMC Cancer., 2015).

Ana E. Rodriguez-Vicente; Dalia Quwaider; Rocio Benito; Irena Misiewicz-
Krzeminska; Maria Hernandez-Sanchez; Alfonso Garcia de Coca; Rosa Fisac; Jose-
Maria Alonso; Carolina Zato; Juan Francisco de Paz; Juan Luis Garcia; Ma Eugenia
Sarasquete; José Angel Hernandez; Juan M Corchado; Marcos Gonzélez; Norma C
Gutiérrez; Jesus-Maria Hernandez-Rivas. MicroRNA-223 is a novel negative regulator of
HSP90B1 in CLL.BMC Cancer. 15 - 1, 2015

Patryk Krzeminski; Maria E Sarasquete; Irena Misiewicz Krzeminska; Rocio
Corral; Luis A Corchete; Ana A Martin; Ramén Garcia Sanz; Jesus F San Miguel; Norma
C Gutiérrez. Insights into epigenetic regulation of microRNA-155 expression in multiple
myeloma.Biochimica et biophysica acta- Gene regulation mechanisms. 1849, pp. 353 —
366, 2014

Dalia Quwaider; Luis A Corchete; Irena Misiewicz Krzeminska; Maria E
Sarasquete; José J Pérez; Patryk Krzeminski; Noemi Puig; Maria Victoria Mateos;
Ramoén Garcia Sanz; Ana B Herrero; Norma C Gutiérrez. DEPTOR maintains plasma
cell differentiation and favorably affects prognosis in multiple myeloma. Journal of
hematology & oncology. 10 - 1, pp. 92, 2017

W obszarze badan nad szpiczakiem plazmocytowym aktywnie uczestnicze w
poszukiwaniu nowych lekow. Wyniki zostaly przedstawione na kilku naukowych
kongresach i opublikowane w postaci dwoch artykutOw.

Woeczesniejsze badania wskazywaty, ze hamowanie biatek wrzeciona kinetycznego
jest skutecznym podejsciem terapeutycznym w kilku nowotworach ztosliwych. Filanesib
(ARRY-520), inhibitor tych biatek, wykazal aktywnos¢ pacjentow ze szpiczakiem
mnogim u ktorych zastosowane wczesniej wiele linii leczenia. Celem naszej pracy byto
zbadanie aktywnosci filanesibu w potaczeniu z pomalidomidem i deksametazonem oraz
mechanizméw  lezagcych u  podstaw potencjalnego efektu  synergicznego.
Zaobserwowali$my synergizm in vitro, ex vivo 1 in vivo dzialania filanesibu z
pomalidomidem i deksametazonem. Ponadto, potrdjna kombinacja zwigkszata aktywacje
proapoptotycznego biatka BAX, ktore wczesniej zwigzano z wrazliwos$cig na filanesib i
ktdra moze potencjalnie by¢ wykorzystana jako predykcyjny biomarker odpowiedzi na tg
kombinacje¢. Nasze wyniki badan przedklinicznych dostarczyty dowodow na potencjalna
korzy$¢ z potaczenia filanesibu z pomalidomidem i1 deksametazonem co dato podstawe
do rozpoczecia abadania klinicznego prowadzonego przez hiszpanska grupe szpiczakowa
(Grupo Espanol de Mieloma), ktéra bada t¢ kombinacj¢ u pacjentow z nawrotowym
szpiczakiem. (Hernandez-Garcia S, i wsp. Haematologica. 2017)

EDO-S101 jest nowym $rodkiem terapeutycznym opracowanym W drodze
polaczenia rodnika inhibitora deacetylazy histonowej z bendamustyna, w celu
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wzmocnienia jej aktywnosci alkilujacej. EDO-S101 wykazywat silng aktywnos$¢ in vitro
w liniach komérek MM i ex vivo w komorkach izolowanych od pacjentow z MM.
Aktywnos¢ ta byta wyzsza niz bendamustyny i niezalezna od statusu p53 i wcze$niejszej
opornosci na melfalan. Aktywno$¢ ta zostala potwierdzona in vivo, w modelu mysiej
plazmocytomy CB17-SCID i myszach VK * MYC de novo, prowadzac do znaczacej
poprawy przezycia w obu modelach. Ponadto, EDO-S101 byt jedynym lekiem
wykazujagcym aktywnos$¢ przy podaniu jako pojedynczy zwigzek w mysim modelu
Vk12653 opornym na wiele lekow. Dodatkowo, EDO-S101 przedklinicznie synergizuje
si¢ z bortezomibem, zaréwno in vitro, jak i in vivo. Odkrycia te dostarczajg uzasadnienia
do badan klinicznych EDO-S101 w MM, jako pojedynczego czynnika lub w potaczeniu
z innymi lekami przeciw MM, szczegolnie inhibitorami proteasomu. (Lopez-Iglesias A, i
wsp. J Hematol Oncol., 2017).

Susana Hernandez Garcia; Laura San Segundo; Lorena Gonzéalez Méndez; Luis A
Corchete; Irena Misiewicz-Krzeminska; Montserrat Martin Sanchez; Ana-Alicia Lopez
Iglesias; Esperanza Macarena Algarin; Pedro Mogollon; Andrea Diaz Tejedor; Teresa
Paino; Brian Tunquist; Maria-Victoria Mateos; Norma C Gutiérrez; Elena Diaz
Rodriguez; Mercedes Garayoa; Enrique M Ocio. The kinesin spindle protein inhibitor
filanesib enhances the activity of pomalidomide and dexamethasone in multiple myeloma.
Haematologica. 102 - 12, pp. 2113 — 2124, 2017

Ana-Alicia Lopez Iglesias; Ana B Herrero; Marta Chesi; Laura San Segundo; Lorena
Gonzéalez Méndez; Susana Herndndez Garcia; Irena Misiewicz Krzeminska; Dalia
Quwaider; Montserrat Martin Sanchez; Daniel Primo; Teresa Paino; P Leif Bergsagel;
Thomas Mehrling; Marcos Gonzélez Diaz; Jesus F San Miguel; Maria-Victoria Mateos;
Norma C Gutiérrez; Mercedes Garayoa; Enrique M Ocio. Preclinical anti-myeloma
activity of EDO-S101,a new bendamustine-derived molecule with added HDACi activity,
through potent DNA damage induction and impairment of DNA repair. Journal of
hematology & oncology. 10 - 1, pp. 127, 2017

Obecnie aktywnie uczestnicz¢ w ocenie stanu funkcjonalnego p53 u chorych na
szpiczaka. Rutynowy sposob badania genu TP53 u pacjentow z MM jest wyjatkowo
uproszczony, poniewaz sprowadza si¢ jedynie do analizy zmian DNA bez badania jego
wplywu na funkcje p53 i innych przyczyn, ktore mogg inaktywowaé ten gen. Stad
intencja obecnie realizowanych projektow jest zajecie si¢ bardziej kompletnym 1
szczegbtowym badaniem funkcji p53 dla kazdego pacjenta z MM. W zwigzku z tym
dokonali$my przegladu r6znych mechanizméw hamowania szlaku p53 w nowotworach,
ze szczegdlnym uwzglednieniem MM. MM to drugi najczestszy nowotwor
hematologiczny, z matg czgsto$cig mutacji / delecji p53, w ktérym coraz wigcej dowodow
wskazuje na istotno$¢ posredniej deregulacji szlaku p53. (Herrero AB i wsp., Int J Mol
Sci. 2016).

Ana B Herrero; Elizabeta A Rojas; Irena Misiewicz Krzeminska; Patryk
Krzeminski; Norma C Gutiérrez. Molecular Mechanisms of p53 Deregulation in Cancer:
An Overview in Multiple Myeloma.International journal of molecular sciences. 17 - 12,
2016
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W ciggu ostatnich 3 lat skupitam si¢ na oznaczaniu ilosciowym ekspresji biatka za
pomoca nowej technologii, kapilarnego  nano-immunooznaczenia (CNIA).
W tym zakresie wspotpracowatam z Grupa terapii Komoérkowej z University Hospital of
Salamanca. Ocenialismy, czy mezenchymalne komoérki macierzyste (ang. mesenchymal
stem cells, MSC) od pacjentow z zespotem mielodysplastycznym (MDS) moga
modyfikowa¢ wlasciwosci komorek hematopoetycznych CD34 + przez egzosomy /
mikropecherzyki (MV) silniej niz w komérki od zdrowych dawcow (HD).
Zaobserwowalismy, ze komorki krwiotwoércze progenitorowe CD34 + (HPC) moga
inkorporowa¢ MV z MSC, modyfikujac ekspresj¢ mikroRNA i gendw w komorkach
CD34 +. Ponadto inkorporacja tych MV wptywa na zywotno$¢ klonogenno$¢ komorek
CD34 +. W tych wynikach wazne jest to, ze BM-MSC uwalniajg MV z innym fadunkiem
u pacjentébw z MDS w poréwnaniu ze zdrowymi dawcami. (Muntion S, i wsp., PLOS
One, 2016).

Wspotpracuje roéwniez z grupg onkologiczng pracujaca nad wprowadzeniem biopsji
ptynnej w raku prostaty opornym na kastracje, aby przewidzie¢, ktorzy pacjenci beda
odpowiedni do konkretnego leczenia. Wariant 7 receptora androgenowego (AR) (AR-
V7) byt powigzany zarowno z wyzszym ryzykiem progresji raka gruczotu krokowego
(prostate cancer-PC), jak i zr6znicowanej odpowiedzi na leki hormonalne w poréwnaniu
z chemioterapig. W pierwszej kolejnosci zbadaliSmy mozliwo$¢ zastosowania nowego
nano-immunologicznego testu kapilarnego w ocenie AR-V7 w 0soczu pacjentow z
rakiem prostaty i wykazaliSmy obecno$¢ AR-V7 u 29% pacjentow, przy czym AR-V7
wystepowat czesciej u pacjentow z agresywnymi postaciami nowotworow. (Garcia JL, i
wsp., Clin Transl Oncol. 2017)

Sandra Muntion; Teresa L Ramos; Maria Diez Campelo; Beatriz Roson; Luis Ignacio
Sanchez Abarca; Irena Misiewicz Krzeminska; Silvia Preciado; Maria-Eugenia
Sarasquete; Javier de Las Rivas; Marcos Gonzalez; Fermin Sanchez Guijo; Maria-
Consuelo Del Caiizo. Microvesicles from Mesenchymal Stromal Cells Are Involved in
HPC-Microenvironment Crosstalk in Myelodysplastic Patients.PloS one. 11 - 2, pp.
e0146722, 2016

Juan Luis Garcia; Rebeca Lozano; Irena Misiewicz Krzeminska; Javier Fernandez
Mateos; Patryk Krzeminski; Sara Alfonso; Rosa Ana Marcos; Rebeca Garcia; Francisco
Gomez Veiga; A Virseda; Jose Maria Herrero; Davia Olmos; Juan Jesus Cruz Hernandez
A novel capillary nano-immunoassay for assessing androgen receptor splice variant 7 in
plasma. Correlation with CD133 antigen expression in circulating tumor cells. A pilot
study in prostate cancer patients.Clinical & translational oncology. 19 - 11, pp. 1350 -
1357, 2017

6. Podsumowanie
Liczba prac: 35
Laczny IF= 111,498
Suma punktow MNiSW=790
Index Hirscha (zrodlo Web of Sciences 20/02/2019)= 13
liczba cytowan 616
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Podsumowujgc, moja aktywnos¢ naukowa obejmuje 35 publikacji w indeksowanych
czasopismach naukowych, w tym 32 artykuty eksperymentalne i 3 artykuly pogladowe.
Laczny wspoétczynnik Impact Factor wszystkich opublikowanych badan wynosi 111,498
przy czym Sredni Impact Factor na publikacj¢ wynosi 3,185. Laczna liczba punktéw
MNiSW dla tych czasopism wynosi 790. Publikacje te byty cytowane 616 razy. Indeks
Hirscha (indeks h) moich publikacji wynosi 13 (stan na 20/02/2019 w Web of Science).

e libibate~ trearts.
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