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1818).
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1. Imie i nazwisko

Patryk Krzeminski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne - z podaniem

podmiotu nadajgcego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy

doktorskiej

1998 - 2003

2003

2008

Jednolite studia magisterskie Miedzywydziatowe Studium
Biotechnologii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
specjalizacja: biotechnologia w produkcji i ochronie zdrowia zwierzat

Tytut magistra inzyniera biotechnologii, Miedzywydziatowe Studium
Biotechnologii, Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
praca zrealizowana w Pracowni Regulacji Transkrypcji w Instytucie
Biologii Doswiadczalnej im M. Nenckiego, Warszawa, Polska Akademia
Nauk

Tytut pracy magisterskie;j:

“Rola szlaku kinazy PI3K/AKT w apoptozie komdrek glejaka linii C6
indukowanej UVC”

Promotor- Prof. dr hab. Bozena Kaminska

Tytut doktora nauk biologicznych, Instytut Biologii Doswiadczalnej im
M. Nenckiego, Warszawa, Polska Akademia Nauk

na podstawie rozprawy:

“Wystepowanie i aktywnos¢ wybranych receptoréw nukleotydowych
w nowotworowych liniach komérkowych pochodzenia glejowego ”

Promotor- Prof. dr hab. Jolanta Baranska, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im M. Nenckiego, Warszawa, Polska Akademia Nauk

Recenzenci:
Prof. dr hab. Irena Nalepa (Uniwersytet Jagiellonski, Krakow).

Prof. dr hab. Bozena Kaminska (Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego, Warszawa, Polska Akademia Nauk).



3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych.

2008-2009 Wyktadowca biochemii na kierunku: Fizjoterapia, || Wydziat Lekarski
Warszawski Uniwersytet Medyczny

2009-2009 Starszy ekspert
Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych i Produktéw
Biobdjczych, Warszawa

2009-2011 Staz podoktorski
Centrum Badan nad Rakiem, Salamanka, Hiszpania, (Centro de Investigacion
del Cancer, Salamanca, Espafia)

2011-2020 Staz podoktorski
Wydziat Hematologii Szpitala Uniwersyteckiego w Salamance, Hiszpania,
(Departamento de Hematologia, Hospital Universitario de Salamanca, Espafia)

2020- Adiunkt, Katedra Nanobiotechnologii, Instytut Biologii, Szkota Gtéwna

Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie



4. Omowienie osiggnie¢, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2 2020 r. poz. 85
z péin. zm.).

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

»Wptyw wybranych zmian genetycznych i epigenetycznych na patogeneze szpiczaka
plazmocytowego”

4.2. Publikacje sktadajace sie na osiggniecie naukowe

Przedmiotem postepowania habilitacyjnego jest cykl 5 prac opublikowanych w latach 2015-
2020, czterech artykutéw eksperymentalnych i jednej pracy przegladowej, o tgcznym 1F=23.81

P1. Krzeminski Patryk, Sarasquete E Maria, Misiewicz-Krzeminiska Irena, Corral Rocio,
Corchete A Luis, Martin A Ana, Garcia-Sanz Ramodn, San Miguel F Jesus, Gutiérrez C Norma.
Insights into epigenetic regulation of microRNA-155 expression in multiple myeloma.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Gene Regulatory Mechanisms, 2015, 1849 (3): 353-366.
IF2015=6.26, punkty MNiSW,015=40, Liczba cytowan do 30/11/2021: 16(19)

P2. Krzeminski Patryk, Corchete A Luis, Garcia L Juan, Lépez-Corral Lucia, Fermiiian
Encarna, Garcia M Eva, Martin A Ana, Hernandez-Rivas M Jesus, Garcia-Sanz Ramdn, San
Miguel F Jesus, Gutiérrez C Norma.

Integrative analysis of DNA copy number, DNA methylation and gene expression in multiple
myeloma reveals alterations related to relapse.

Oncotarget, 2016, 7; (49): 80664-80679.

IF2016=5.32, punkty MNiSW2016=40, Liczba cytowan do 30/11/2021: 11(10)

P3. Misiewicz-Krzeminska Irena, Krzeminski Patryk, Corchete A Luis, Quwaider Dalia, Rojas
A Elizabeta, Herrero Ana Belén, Gutiérrez C Norma.

Factors regulating microRNA expression and function in multiple myeloma.

Non-coding RNA, 2019, Jan 16; 5(1): 9.

IF2019=2.03, punkty MNiSW019=20, liczba cytowan do 30/11/2021: 13(13)

P4. Krzeminski Patryk, Garcia-Sanz Ramdn, Gutiérrez C Norma.

Zebularine-induced myeloma cell death is accompanied by decreased c-Myc expression.
Cellular oncology (Dordrecht), 2020, Aug; 43(4): 743-750.

IF2020=5.3, punkty MNiSW020=100, liczba cytowan do 30/11/2021: 2(2)



P5. Misiewicz-Krzeminska Irena, de Raman Cristina, Corchete A Luis, Krzeminski Patryk,
Rojas A Elizabeta, Isidro Isabel, Garcia-Sanz Ramdn, Martinez-Lépez Javier, Oriol Albert, Bladé
Juab, Lahuerta J Juan, San Miguel F Jesus, Rosiinol Laura, Mateos V Maria, Gutiérrez C Norma.
Quantitative expression of lkaros, IRF4, and PSMD10 proteins predicts survival in VRD-
treated patients with multiple myeloma.

Blood Advances, 2020, Dec 8; 4(23): 6023-6033.

IF2020=4.9, punkty MNiSW,020=40, liczba cytowan do 30/11/2021: 2(2)

Opisy mojego wktadu w powstanie kazdej publikacji znajdujg sie w zatgczniku: 4

Oswiadczenia wspotautoréw o wktadzie autorskim znajdujg sie w zataczniku: 10

Catkowity Impact Factor wymienionych prac, na rok publikacji: 23,81

Catkowita liczba punktéw MNiSW powyzszych prac, na rok publikacji: 240



4.3. Omdwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnietych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie i hipoteza

Szpiczak plazmocytowy (ang. Myeloma Multiple, MM) jest nowotworem ztosliwym krwi
pochodzgcym z koricowo zréznicowanych limfocytéw B- komérek plazmatycznych (ang. Plasma
cells) (Bolli et al., 2020; Kyle i Rajkumar, 2008). Szpiczak plazmocytowy rozwija sie zazwyczaj ze
stadiow poprzedzajacych takich jak Monoklonalna Gammopatia o Nieznanym Znaczeniu (ang.
Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance; MGUS) czy tzw. ,,tlgcego sie szpiczaka”
(ang. Smoldering Myeloma; SMM) (Landgren et al., 2009; Lopez-Corral et al.,, 2011). Cechg
charakterystyczng szpiczaka jest klonalna ekspansja komdrek plazmatycznych wytwarzajgcych
uszkodzone, niepetnowartosciowe przeciwciata oraz wystepowanie wielu zmian genetycznych,

gtéwnie na poziomie struktury chromosoméw.

Najwazniejszymi aberracjami chromosomowymi sg: utrata 1p, nabycie 1q, utrata 13q,
utrata 17p, t(4:14), t(14:16), t(11:14) i t(14:20) wigzace sie z deregulacja miedzy innymi genéw
RB, Cyklin D, MMSET/FGFR3 i MAF w zaleznosci od aberracji (Liebisch i D6hner, 2006; Manier et
al., 2016; Yellapantula et al., 2019). Wystepujg tez zmiany ilosci chromosoméw, najczesciej
trisomie chromosomow: 3,5, 7,9, 11, 15, 19 i 21 (Bergsagel i Kuehl, 2005; Zhan et al., 2006).
Wtérne translokacje i mutacje nabyte podczas progresji choroby obejmujg translokacje i
nasilong ekspresje cMyc (Barwick et al., 2019) oraz nasilong ekspresje i mutacje zwigzane z
uzyskaniem onkogennej funkcji w biatkach, takich jak: BRAF, CCND1, KRAS i NRAS (Bergsagel i
Kuehl, 2018; Walker et al., 2018; Xu et al., 2017). Rozwdj szpiczaka tgczy sie z utratg funkcji
prawidtowego dziatania supresoréw nowotwordw takich jak: p53 (Zmorzynski et al., 2017), RB1
(Juge-Morineau et al., 1997) i DIS3 (Lionetti et al., 2015). Wystepowanie wielu zmian
genetycznych jak i zdolnos¢ komodrek szpiczaka do wzrostu w postaci heterogennej populacji
klonalnej uniemozliwia praktycznie stosowanie terapii jednym zwigzkiem, tzw. monoterapii. W
leczeniu szpiczaka stosowanych jest wiele schematéw leczenia (Mateos et al., 2019; Rajkumar i
Kumar, 2020) uwzgledniajgcych czesto kombinacje trzech lekéw takich jak: glikokortykoidy
(Dexametazon, Prednizon) inhibitory proteasomu (Bortezomib - Velcade®), zwigzki
immunomodulujgce (Talidomid, (Lenalidomid - Revlimid®)), inhibitory deacetylaz histonéow
(Panobinostat) i przeciwciata monoklonalne wigzgce CD38 (Daratumumab). Stosowanie nowych
lekéw znacznie wydtuzyto czas przezycia chorych na szpiczaka plazmocytowego (Langseth et al.,

2020), jednak choroba ta wcigz pozostaje nieuleczalna (Neuse et al., 2020). Wiekszo$¢ pacjentow



pomimo poczatkowo dobrej odpowiedzi na leczenie umiera z powodu zakazen albo wznowy
choroby (Bazarbachi et al., 2019). Uzasadnia to potrzebe prowadzenia badan podstawowych,
ktére mogtyby doprowadzi¢ do identyfikacji nowych celéw terapeutycznych i pozwolié na lepsze

diagnozowanie szpiczaka.

Jedng z mozliwosci jest badanie zmian epigenetycznych, obejmujgcych miedzy innymi
metylacje DNA. Metylacja nukleotydéw cytozyny bedacej w parze z nukleotydami guanozyny
(CpG) wystepujgca w obrebie sekwencji regulatorowych gendw jest, w wiekszosci przypadkdw,
odpowiedzialna za wyciszanie ekspresji (Bird i Wolffe, 1999). Geny posiadajgce zageszczenie par
CpG (tzw. wyspe CpG), ,zmetylowane” w obszarze promotora, przewaznie nie ulegajg
transkrypcji. Jednoczesnie, brak metylacji DNA nie oznacza automatycznie wysokiego poziomu
ekspresji danego genu poniewaz ekspresja moze by¢ regulowana przez inne czynniki i
mechanizmy. Metylacja DNA jest procesem odwracalnym, realizowanym przy udziale enzyméw
metylotransferaz DNA takich jak DNMT1, DNMT3a i DNMT3b (ang. DNMT- DNA
methyltransferase) ktére metylujag DNA, oraz enzymoéw z rodziny TET (ang. ten-eleven
translocation (TET)) ktére kontrolujg proces demetylacji DNA. Poziom metylacji DNA moze by¢
tez obnizony w wyniku dziatania zwigzkéw hamujgcych dziatanie metylotransferaz DNA,
bedacych najczesciej analogami nukleozydéw takimi jak decytabina (Dacogen®) czy 5-
azacytydyna (Vidaza®) (Gnyszka et al., 2013). Inhibitory metylacji DNA nie s3 stosowane w
leczeniu szpiczaka aczkolwiek trwaja badania kliniczne majace na celu ocene dziatania 5-
azacytydyny w kombinacji z zaaprobowanymi lekami (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01155583,
NCT04407442), (Khouri et al., 2021).

Komarki szpiczaka w poréwnaniu do innych nowotworéw wykazujg ogdlnie niski poziom
metylacji DNA (Salhia et al., 2010), co jednak nie oznacza, ze ten sposob regulacji ekspresji
genow jest w szpiczaku bez znaczenia. Poréwnanie normalnych komdrek plazmatycznych,
stadiow przed nowotworowych (MGUS i SMM) z szpiczakiem plazmocytowym ujawnito
postepujgce obnizanie sie ogdlnej metylacji DNA (Walker et al., 2011; Heuck et al., 2013; Agirre
et al.,, 2015). W szpiczaku plazmocytowym zidentyfikowano réwniez specyficzne defekty
epigenetyczne, obejmujgce obnizong metylacje sekwencji retrotranspozonowych takich jak
LINE-1, Alu i SAT-a, co korelowato z niestabilnosciag genomowsg, progresjg choroby i ztym

rokowaniem (Aoki et al., 2012; Bollati et al., 2009).

Warto jednak pamietaé, ze metylacja okreslonych sekwencji regulatorowych wzrastata
W czasie progresji szpiczaka, osiggajagc maksimum w stadium biataczki z komdrek

plazmatycznych (PCL) (Walker et al., 2011). Opisano réwniez wyzszg czesto$¢ wystepowania



hipermetylowanych gendéw u pacjentow z translokacjg t(4:14), co wigzato sie ze ztym

rokowaniem (Smith et al., 2010).

Najwazniejszymi genami dla ktérych opisano w szpiczaku plazmocytowym
epigenetyczng regulacje ekspresji byty: BNIP3, CDKN2A, CDKN2C, DAPK1, DIS3, E-CAD, p15, p16,
p53, p73 i RB1 (Wong i Chim, 2015). Warto zauwazy¢, ze hipermetylacja promotoréw gendw,
BNIP3, DAPK1, p16 i E-CAD byta powigzana ze ztym rokowaniem (Kaiser et al., 2013; Kristensen
et al., 2014; Martinez-Bafios et al., 2017; Wong i Chim, 2015) co moze by¢ kluczowe dla rozwoju

szpiczaka plazmocytowego (Kaiser et al., 2013) (Galm et al., 2004; Sharma et al., 2010).

Dostepne publikacje wskazujg, ze mechanizm regulacji gendw zwigzanych z stabilnoscig
genetyczng, przezywalnoscig i cyklem komdrkowym byt i jest przedmiotem wielu badan. Z
drugiej strony przyczyny obnizonej ekspresji sekwencji DNA niekodujgcych biatek w tym
kodujacych mikroRNA pozostajg mniej poznane. W szpiczaku plazmocytowym zaburzenia
ekspresji mikroRNA s3 tagczone z okreslonymi translokacjami (Gutiérrez et al., 2010; Saki et al.,
2014) jednak podtoze genetyczne nie wyjasnia wszystkich obserwowanych zmian. Poznanie
mechanizmdéw kontrolujgcych ekspresje mikroRNA jest szczegdlnie istotne ze wzgledu na
charakter oddziatywania biologicznego tych krétkich (20-24pz) czgsteczek RNA. Co wiecej,
poziom ekspresji wybranych mikroRNA moze stanowi¢ podstawe opracowania nowych
wskaznikdw prognostycznych (Katiyar et al., 2021). Poszczegdlne mikroRNA mogg obnizaé
ekspresje setek transkryptéw czesto wptywajac na wiele szlakdw sygnatowych (Makeyev i
Maniatis, 2008). MikroRNA mogg prowadzi¢ do degradacji, destabilizacji transkryptu,
zahamowania translacji w zaleznosci od tego w jaki sposdb i w jakim rejonie transkryptu ulegaja
przytaczaniu. Mogg rowniez oddziatywaé na metylacje DNA (Hu et al., 2014), a ich ekspresja

moze by¢ regulowane epigenetycznie.



Mechanizmy regulacji ekspresji mikroRNA i ich rola zostaty opisane w pracy przeglagdowej:

Factors regulating microRNA expression and function in multiple myeloma.
Misiewicz-Krzeminska Irena, Krzeminski Patryk, Corchete A Luis, Quwaider Dalia, Rojas A
Elizabeta, Herrero Ana Belén, Gutiérrez C Norma.

Non-coding RNA, 2019, 5; (1): 9.

W komoérkach szpiczaka plazmocytowego zaobserwowano zwiekszong, w poréwnaniu
do normalnych komdrek plazmatycznych, metylacje sekwencji regulujacych ekspresje
nastepujgcych mikroRNA: mikroRNA10b-5p, mikroRNA152 i mikroRNA203 (Wong et al., 20113;
Zhang et al., 2014; Li et al., 2018). Podczas progresji choroby z MGUS do szpiczaka, a takze w
nawrotowym szpiczaku zaobserwowano zwiekszong metylacje mikroRNA34b/c, mikroRNA129-
2 mikroRNA375, mikroRNA342-3p i mikroRNA1258 (Wong et al., 2011b) (Wang et al., 2020).
(Zhang et al., 2014) (Wong et al., 2012).

MikroRNA nie tylko same podlegaja regulacji poprzez metylacje, ale mogg tez wptywac
na maszynerie epigenetyczng poprzez modulowanie ekspresji enzymow, takich jak
metylotransferazy DNA (DNMT1, DNMT3a i DNMT3b) lub metylotransferazy histonéw (Chuang
i Jones, 2007). Takie mikroRNA s3 czesto uwazane za rodzine epigenetycznych mikroRNA, ,epi-
mikroRNA” (Rastgoo et al., 2017). W szpiczaku wykazano, ze DNMT1 jest genem regulowanym
przez mikroRNA152 (Xu et al., 2015). Wprowadzenie mikroRNA152 do komdrek szpiczaka
powodowato zmniejszenie ekspresji DNMT1 i dodatkowo E2F3 (Zhang et al., 2014). Ponadto,
mikroRNA29b obnizato ekspresje DNMT3A i DNMT3B i zmniejszato ogélny poziom metylacji DNA
(Amodio et al., 2012). Odkryto réwniez, ze mikroRNA29b moze hamowad ekspresje MCL-1
(Zzhang et al., 2011) oraz CDK6, PSME4 i HDAC4. (Amodio et al., 2012; Jagannathan et al., 2015;
Amodio et al., 2016). Co ciekawe, nasilong ekspresje mikroRNA29b obserwowano przy obnizeniu

ilosci biatka metylotransferazy histonowej EZH2 (Stamato et al., 2017).

Wspomniane oddziatywania wskazujg na powigzanie miedzy modyfikacjami
epigenetycznymi, lekoopornosciag i apoptozg w komdrkach szpiczaka. Uzasadnione jest wiec
prowadzenie badan taczacych informacje epigenetyczne z genetycznymi w celu lepszego

poznania choroby i sprawniejszego diagnozowania.
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Stan wiedzy przedstawiony w powyzszych publikacjach, a takze wyniki innych autorow pozwolity

na postawienie hipotezy badawczej:

Modyfikacje epigenetyczne wraz ze zmianami genetycznymi wptywajg na rozwdj

szpiczaka plazmocytowego

Hipoteze weryfikowano poprzez realizacje nastepujacych zadan badawczych:

e Zbadanie wptywu metylacji DNA na ekspresje mikroRNA w szpiczaku plazmocytowym
na przyktadzie mikroRNA155

e Zbadanie zaleznosci miedzy zmianami genetycznymi, metylacjg oraz profilem ekspresji
gendéw w dwadch stadiach szpiczaka plazmocytowego.

e Zbadanie dziatania zebularyny, jako potencjalnego czynnika cytotoksycznego o
wtasciwosciach hipometylujgcych DNA i blokujgcych dziatanie deaminazy cytydyny.

e Ocena potencjatu prognostycznego ekspresji wybranych biatek u pacjentéw chorych na

szpiczaka i posiadajgcych rézne aberracje genetyczne.

Moje badania naukowe miaty na celu znalezienie odpowiedzi na nastepujace pytania:

e Jaka jest rola obnizania ekspresji gendw poprzez metylacje DNA?

e (Czy dalsze obnizanie metylacji DNA moze mie¢ efekt antyszpiczakowy?

e Jaka jest zaleznos¢ miedzy zmianami genetycznymi a metylacjag DNA w komdrkach
szpiczaka podczas rozwoju choroby?

e (Czy zmiany genetyczne wystepujace w szpiczaku pozwalajg na znalezienie biatkowych

wskaznikdw rozwoju choroby?
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Mechanizmy regulacji ekspresji mikroRNA155 w szpiczaku plazmocytowym

Publikacja oryginalna:

Insights into epigenetic regulation of microRNA-155 expression in multiple myeloma.
Krzeminski Patryk, Sarasquete E Maria, Misiewicz-Krzeminska Irena, Corral Rocio, Corchete A

Luis, Martin Ana, Garcia-Sanz Ramédn, San Miguel F Jesus, Gutiérrez C Norma.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Gene Regulatory Mechanisms, 2015 Mar; 1849(3): 353-
366.

Celem badan byto znalezienie odpowiedzi na pytanie jakie
mechanizmy wptywajq na ekspresje mikroRNA155, czy jest to

metylacja DNA oraz jaka moze byc ich rola biologiczna.

W komoérkach szpiczaka pobranych od pacjentéw wykryto szereg mikroRNA
wykazujgcych nizszg ekspresje w pordwnaniu do normalnych komérek plazmocytowych
(Gutiérrez et al., 2010). Mechanizmy odpowiedzialne za niskg ekspresje tych mikroRNA
pozostawatly i pozostajg niewystarczajgco zbadane. Jednym z mikroRNA o nizszej ekspresji u
pacjentéw chorych na szpiczaka byto mikroRNA155, ktéry odgrywa kluczowa role w
prawidtowym rozwoju komoérek B, limfomagenezie (Thai et al.,, 2007) i regulacji odpowiedzi
immunologicznej (Mashima, 2015). MikroRNA155 moze powodowacé, miedzy innymi, obnizenie
ekspresji transkryptow takich jak: PD-L1 (Huang et al., 2020), PI3KR1 (Fan et al., 2020), DEPTOR
(Jabtonska et al., 2020), SHIP-1 (Kurowska-Stolarska et al., 2010), BCL-6 (Nazari-Jahantigh et al.,
2012) czy receptora dla IL-13 (Gwiggner et al., 2018). Dane dotyczgce mikroRNA155 w szpiczaku
byty skromne, co uzasadniato zbadanie wptywu wybranych modyfikacji epigenetycznych na

poziom ekspresji tego mikroRNA.

Najpierw sprawdzitem ekspresje mikroRNA155 w 11 liniach komérkowych szpiczaka.
Wybrane linie komdrkowe posiadaty peten zakres podstawowych aberracji genetycznych takich
jak translokacje t(4:14) - linie H929 i OPM2, translokacje t(14:16) - linie JIN3, RPMI, MM1s i
MM1r, translokacje t(11:14) - linie KMS12-BM, KMS12-PE i U266. Dodatkowo, wybrane linie
komaérkowe byty zréznicowane pod wzgledem biatka p53. Linia komdrkowa JIN3 nie posiadata
p53 w wyniku biallelicznej delecji. W liniach MM1s i H929, p53 byto niezmutowane. W
pozostatych liniach komérkowych p53 byto zmutowane. Najpierw testowatem hipoteze:
obnizony poziom ekspresji mikroRNA155 jest uzalezniony od zmian genetycznych i wystepuje

tylko w okreslonym podtypie szpiczaka. Wyniki eksperymentéw z wykorzystaniem linii
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komérkowych o szerokim wachlarzu aberracji genetycznych pokazaty, ze te same aberracje

genetyczne nie sg odpowiedzialne za wysokg ekspresje mikroRNA155.

Wynik ten pozwolit mi zauwazy¢ brak korelacji miedzy translokacjami chromosomowymi
a wysokim poziom ekspresji tego mikroRNA. Dodatkowo, w dwéch liniach komdrkowych
(KMS12PE i KMS12BM) zaobserwowatem, rdéiny poziom ekspresji mikroRNA155. Linie
KMS12BM i KMS12PE byty wyizolowane od tego samego pacjenta, ale w réznych stadiach
rozwoju choroby. KMS12PE jest uwazana za bardziej zaawansowane stadium szpiczaka, (chociaz
zostata wyizolowana wczesniej niz linia KMS12BM) i posiadata wyzszy poziom ekspresji
mikroRNA155 niz KMS12BM. Pozostate linie komdérkowe posiadaty niski poziom ekspres;i
mikroRNA155 tak wiec zasadne byto kontynuowanie badar majgcych na celu wyjasnienie
przyczyn zaistniatego stanu. Jednoczednie, w celu potwierdzenia wczesniejszych danych
otrzymanych przy pomocy wysokoprzepustowych technik, zmierzono poziom ekspresji
mikroRNA155 w prébkach wyizolowanych od ponad 90 pacjentéw chorych na szpiczaka. U

wiekszosci pacjentéw zaobserwowano niskg ekspresje mikroRNA155.

Na podstawie otrzymanych wynikéw, postawitem kolejng hipoteze: niski poziom
ekspresji mikroRNA155 jest wazny dla rozwoju szpiczaka. W celu weryfikacji hipotezy
postanowitem uzupetnié¢ badania i poréwnac poziom ekspresji mikroRNA155 w prébkach RNA
wyizolowanych od pacjentéw w momencie zdiagnozowania szpiczaka i w momencie pierwszego
nawrotu choroby. U wiekszosci pacjentéw po zdiagnozowaniu nawrotu szpiczaka, obserwowano
obnizenie ekspresji mikroRNA155 aczkolwiek byli pacjenci u ktérych wystepowata odwrotna
tendencja. Roiny poziom ekspresji mikroRNA155 zaréwno ws$rdd pacjentdw podczas
zdiagnozowania szpiczak, jak i podczas rozwoju choroby sktonit mnie do zbadania zwigzku
miedzy przezywalnoscig pacjentéw a poziomem ekspresji mikroRNA155. Wyniki tej analizy
pokazaty, ze wyiszy poziom mikroRNA155, jest dla chorych na szpiczaka, dobrym czynnikiem
prognostycznym fgczacym sie z dtuiszym czasem catkowitego przezycia. Podobne wyniki
zaobserwowano pdzniej dla pacjentéw chorych na Rozlanego Chfoniaka z Duzych Komdrek B
(ang. Diffuse large B-cell ymphoma-DLBCL) (Due et al., 2019). Otrzymane wyniki badan sktonity
mnie do poszukiwania mechanizméw mogacych regulowac ekspresje mikroRNA155 w

komarkach szpiczaka.

Poziom ekspresji mikroRNA, moze by¢ regulowany przez wiele czynnikéw, w tym
epigenetycznych, obejmujacych metylacje DNA. Majgc na celu poszerzenie wiedzy dotyczacej
mikroRNA155, postawitem hipoteze: metylacja DNA bierze udziat w regulacji ekspresji

mikroRNA155 w szpiczaku plazmocytowym. Weryfikujgc hipoteze, najpierw wykonatem analize
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metylacji DNA w obrebie promotora genu za pomocg metody MSP-PCR (ang. Methylation
specific PCR). Przeprowadzone doswiadczenie pozwolito mi stwierdzi¢, ze analizowane DNA w
liniach posiadajacych wysoki poziom mikroRNA155 jest niezmetylowane. Jednoczesnie w
przypadku niskiej ekspresji mikroRNA155, DNA byto zmetylowane lub nie, w zaleznosci od

badanej linii komérkowe].

W celu potwierdzenia otrzymanych wynikéw doswiadczen zdecydowatem sie na
sprawdzenie metylacji dwéch fragmentdéw promotora genu gospodarza mikroRNA155. Metodg
z wyboru byto sekwencjonowanie metodg SANGER sklonowanych produktéw PCR otrzymanych
przy uzyciu matrycy DNA traktowanej wodorosiarczynem sodu. Dane otrzymane z tego
doswiadczenia potwierdzity wczesniejsze wyniki jednoczesnie ujawniajac zmiany zwigzane z
okreslonymi translokacjami chromosomowymi. Wyiszy poziom metylacji promotora
mikroRNA155 wystepowat w dwdch liniach szpiczaka posiadajgcych translokacje t(4:14).
Translokacja t(4:14) charakteryzuje sie deregulacjg produkcji biatka MMset odpowiedzialnego
za metylacje histondw H3K27 i H3K36 (Chesi et al., 1998; Dring et al., 2004) co moze mieé wptyw
na ogolng metylacje DNA (Xu et al., 2020). Moje wyniki badan wskazaty na mozliwos¢
wzajemnego oddziatywania rézinych mechanizmdéw epigenetycznych, w regulacji poziomu

ekspresji mikroRNA155.

Majgc podstawowe informacje dotyczgce ekspresji i metylacji genu gospodarza
mikroRNA155 w liniach komérkowych szpiczaka postawitem hipoteze, ze rdwniez w prébkach
pacjentéw poziom ekspresji tego mikroRNA regulowany jest epigenetycznie. Aby sprawdzi¢ te
hipoteze zaproponowatem oznaczenie metylacji DNA promotora genu kodujgcego to mikroRNA
w prébkach uzyskanych od pacjentéw chorych na szpiczaka, tych samych u ktérych wczesniej
skorelowano poziom mikroRNA155 z przezywalnoscig oraz rozwojem choroby. W wiekszosci
przeanalizowanych probek w ktérych wykryto zmniejszong ekspresje mikroRNA155 w czasie
wznowy choroby co byto zwigzane z obnizeniem metylacji analizowanych fragmentéw DNA.
Otrzymane dane pozwolity wykryé udziat metylacji DNA w regulacji ekspresji badanego

mikroRNA, jednakze byty danymi obserwacyjnymi.

W celu dostarczenia informacji przyczynowo-skutkowych, zdecydowatem sie na
przeprowadzanie nastepujacych doswiadczed. Najpierw postanowitem zbada¢ wptyw
decytabiny, inhibitora metylacji DNA, na poziom ekspresji mikroRNA155. Wyniki tego
doswiadczenia pokazaty, ze farmakologiczne hamowanie metylacji moze podnies¢ poziom
ekspresji mikroRNA155. Nastepnie zdecydowatem sie na sklonowanie fragmentu promotora

genu gospodarza mikroRNA155 do wektora plazmidowego kodujacego gen reporterowy
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lucyferazy, ktory jednoczesnie umozliwit przeprowadzenie metylacji in vitro. Otrzymany
konstrukt byt metylowany in vitro i wprowadzany na drodze elektroporacji (metoda transfekcji)
do wybranych linii komdrkowych szpiczaka. Pordwnanie wartosci luminescencji miedzy
komérkami transfekowanymi zmetylowanym i nie zmetylowanym konstruktem potwierdzito
udziat metylacji w regulacji ekspresji mikroRNA155. Uzupetnieniem przeprowadzonego
doswiadczenia byto spowodowanie metylacji w obrebie genu gospodarza mikroRNA155
bezposrednio w komodrkach szpiczaka linii JJN3, wykorzystujagc mechanizm RNA zaleinej
metylacji DNA - RDDM (ang. RNA directed DNA methylation) (Zhang i Zhu, 2011). W celu
przeprowadzenia tego doswiadczenia, do komdrek wprowadzitem, za pomocg elektroporacji,
krétkie sekwencje RNA komplementarne do sekwencji promotora badanego genu. W tak
przygotowanych komdrkach zaobserwowatem wzrost metylacji w obrebie promotora genu
mikroRNA155 i obnizenie ekspresji mikroRNA155, co kolejny raz potwierdzito epigenetyczny

mechanizm regulacji ekspresji tego mikroRNA.

Kolejnym zagadaniem jakie zdecydowatem sie bada¢ byto dziatanie wybranych
czynnikdéw transkrypcyjnych na ekspresje mikroRNA155. W tym celu zdecydowatem sie
sprawdzi¢ wptyw metylacji DNA na sekwencje E-Box znajdujacg sie w obszarze regulatorowym
genu gospodarza mikroRNA155. Oddziatywanie czynnikdw transkrypcyjnych z sekwencjg E-Box
— cacgtg moze by¢ regulowane przez metylacje DNA (Jin et al., 2016). W celu oceny wptywu
metylacji, przeprowadzitem doswiadczenia EMSA (ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay),
ktorego wyniki dostarczyty danych wskazujacych na regulacje sekwencji E-Box przez metylacje
DNA. Na podstawie wykonanych eksperymentéw stwierdzitem, ze ekspresja mikroRNA155 moze

by¢ hamowana na drodze metylacji DNA i bierze w tym procesie udziat sekwencja E-Box.

Przeprowadzone doswiadczenia nie dawaty jednak informacji dotyczacych roli
wyciszenia ekspresji mikroRNA155, stad postawitem kolejng hipoteze: niska ekspresja
mikroRNA155 bedaca wynikiem metylacji ma odmienny efekt od niskiej ekspresji mikroRNA155
niewynikajacej z metylacji DNA promotora genu mikroRNA155. W badanych liniach
komorkowych szpiczaka wystepowata niska ekspresja mikroRNA155 niezwigzana z metylacja
DNA. Chcac dostarczy¢ informacji dotyczacych roli wyciszenia epigenetycznego mikroRNA155
zdecydowatem sie dokonaé stymulacji, wybranych linii komdrek szpiczaka, endotoksyna-
lipopolisacharydem bakteryjnym- (ang. Lipopolisacharide, LPS). Lipopolisacharyd ma silne
dziatanie prozapalne, aktywujgce odpowiedZ immunologiczng na poziomie organizmu jak i
komorki (Zielen et al., 2015). Zatozeniem doswiadczenia byto stworzenie warunkow w ktorych
moze ulec podwyzszeniu poziom ekspresji mikroRNA155. MikroRNA155 jest jednym z

kluczowych mikroRNA regulujgcych odpowiedz immunologiczng. Wyniki doswiadczenia
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pokazaty, ze stymulacja komdrek szpiczaka LPS nie prowadzi do wzrostu ekspresji mikroRNA155
jedynie w komdrkach, ktére posiadajg silnie zmetylowany promotor genu gospodarza
mikroRNA155. W komérkach, ktoére miaty niski poziom ekspresji i niski poziom metylacji
inkubacja z LPS spowodowata wzrost ekspresji mikroRNA155. Otrzymane wyniki pozwolity na
wyciagniecie nastepujgcego wniosku: Metylacja DNA w obrebie promotora genu gospodarza

mikroRNA155 jest silnym i trwatym mechanizmem ograniczajgcym ekspresje mikroRNA155.

Brak metylacji, zostawia mozliwosé szybkiego podwyzszenia ekspresji mikroRNA155.
Biorgc pod uwage korelacje, jaka istnieje miedzy niskim poziomem ekspresji mikroRNA155 a
krétkim czasem przezycia pacjentéw chorych na szpiczaka plazmocytowego, zbadanie metylacji
promotora mikroRNA155 w odpowiednio duzej populacji pacjentéw mogtoby przyczynié sie do
odkrycia nowego epigenetycznego czynnika zwigzanego z rozwojem choroby. Na podstawie
doswiadczen poswieconych badaniu metylacji mikroRNA155 mozna zauwazyé, ze pomimo
ogdlnie niskiego poziomu metylacji DNA w komodrkach szpiczaka, zastosowanie inhibitora
metylacji takiego jak decytabina moze spowodowaé wzrost ekspresji gendw, ktérych wysoka

ekspresja taczy sie z lepszym rokowaniem chorych.

Najwazniejszym, wynikiem badan byto zaobserwowanie mozliwosci zmiany metylacji DNA za
pomocq odpowiednio zaprojektowanych sekwencji RNA wykorzystujgc mechanizm (ang. RDDM-
RNA directed DNA methylation). Przeprowadzone badania pokazaty rowniez, ze metylacja DNA
genow kodujgcych mikroRNA jest trwatym mechanizmem wyciszania ekspresji i moze byc

rozwazana, jako potencjalny wskaznik prognostyczny.

Przeprowadzone doswiadczenia uswiadomity mi koniecznos$é¢ rozszerzenia skali badan.
Informacje dotyczace jednego genu, np. mikroRNA155, chociaz wazne, trudno ekstrapolowaé na
inne mikroRNA czy w ogdle wszystkie istotne w biologii szpiczaka geny. Dlatego w kolejnej pracy
zdecydowatem wykorzystaé technologie mikromacierzy zeby moc doktadniej zbadaé zmiany
genetyczne i epigenetyczne oraz ich wptyw na profil ekspresji genéw w dwéch stadiach szpiczaka

plazmocytowego.
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Analiza zalezno$ci miedzy zmianami genetycznymi, metylacjg a profilem ekspresji
gendw w dwoch stadiach szpiczaka plazmocytowego

Publikacja oryginalna:

Integrative analysis of DNA copy number, DNA methylation and gene expression in multiple
myeloma reveals alterations related to relapse.
Krzeminski Patryk, Corchete A Luis, Garcia L Juan, Lépez-Corral Lucia, Fermifidn Encarna, Garcia

M Eva, Martin A Ana, Herndndez-Rivas M Jesus, Garcia-Sanz Ramdn, San Miguel F Jesus,
Gutiérrez C Norma.
Oncotarget, 2016, Dec 6; 7(49): 80664-80679.

Celem badan byta analiza zaleznosci miedzy zmianami
genetycznymi, ekspresjqg gendw i metylacig DNA na dwdch
etapach rozwoju szpiczaka: zdiagnozowania choroby i jej

pierwszego nawrotu.

Szpiczak plazmocytowy to nowotwdr wywodzacy sie z koncowo zréznicowanych
limfocytéw B, charakteryzujgcy sie duza iloscig zmian genetycznych oraz niskg ogdlng metylacjg
DNA. Dostepne dane literaturowe wskazujg, ze pomimo takiego stanu rzeczy, dalsze obnizanie
metylacji DNA moze hamowac rozwdéj komérek szpiczaka (Amodio et al., 2017). Przeprowadzane
badania majg jednak czesto charakter wybidrczy, ograniczajacy sie do jednego typu analizy lub

do arbitralnie wybranej grupy genow.

Na podstawie zebranych informacji klinicznych oraz bazy danych biobanku
uniwersyteckiego szpitala klinicznego w Salamance, w Hiszpanii, zidentyfikowano grupe
sparowanych prébek szpiczaka wyizolowanych od pacjentéw w momencie diagnozy szpiczaka
oraz pierwszej wznowy choroby. W prébkach pochodzacych od 20 pacjentéw zbadano profil
ekspresji gendw, profil metylacji DNA i zmian genetycznych. tacznie, uzywajac trzech réznych

typdw mikromacierzy, przeanalizowano po 40 prébek.

W pierwszym etapie analizy zaproponowatem zbadanie zmian genetycznych, jakie
charakteryzowaty wszystkie probki w momencie diagnozy i pierwszego nawrotu choroby.
Standardowe badanie FISH (ang. Fluorescence in situ Hybridization) jest wykonywane jedynie w
momencie diagnozy, co uniemozliwia badanie zmian genetycznych, zachodzacych podczas
rozwoju choroby. Choroby nowotworowe, w tym szpiczak, w czasie swojego rozwoju wykazujg
narastajacg zmiennosc genetyczng. Postawitem hipoteze, ze dzieki zastosowaniu mikromacierzy

mozliwe bedzie poszerzenie wiedzy dotyczacej charakteru zmian genetycznych zwigzanych z
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nawrotem szpiczaka. Przeprowadzone doswiadczenie pozwolito wykry¢ zmiany genetyczne
ktdre obejmowaty pojawienie sie dodatkowych kopii chromosoméw: 1q, 3, 5, 7, 9,11, 15, 18, 19
i 21 oraz utrate chromosomoéw lub ich czesci: 1p, 6q, 8p, 13 i 22. Pordwnanie ilosci zmian
genetycznych miedzy diagnozg i wznowg choroby ujawnito zwiekszenie ilos¢ zmian
genetycznych. W zaawanasowanym stadium choroby obserwowano tendencje w kierunku
utraty materiatu genetycznego a nie jego powielania. Na tej podstawie wywnioskowatem, ze
genom komoérek szpiczaka podczas diagnozy rdzni sie od genomu badanego w momencie

nawrotu.

W nastepnym etapie badan zaproponowatem sprawdzenie korelacji miedzy zmianami
genetycznymi a ekspresjg gendw. Zaleznos¢ miedzy iloscig kopi DNA i ekspresjg zostata

zaobserwowana dla dwéch gendéw: BOP1 i PRAME.

Rola BOP1 w szpiczaku nie jest jeszcze dobrze wyjasniona, natomiast nasilona ekspresja
PRAME jest sugerowana jako zty prognostyk rozwoju szpiczaka (Yang et al., 2017). Analiza
danych wykazata, ze wspdtczynnik korelacji Persona r wynosit odpowiednio 0,84 i 0,95. Obydwie
wartosci wskazujg na dos¢ silng korelacje miedzy iloscig kopi DNA i ekspresjg, jednak
doktadniejsze przyjrzenie sie wynikom pozwala dostrzec réznice. W przypadku BOP1 pomimo
nizszej wartosci r dystrybucja prébek jest wzdtuz krzywej. W przypadku PRAMEI wartosci r jest
wyizsza, dzieki obecnosci jednej prébki posiadajacej silng korelacje miedzy iloscia DNA a
ekspresja PRAME. Pozostate prébki nie majg dystrybucji tak liniowej. Omdwiony wynik
doswiadczenia ilustruje jak wazne jest doktadne zapoznanie sie z danymi a nie jedynie patrzenie

na wartosci statystyczne.

Opisane wyniki uzupetnitem o analize gendw, ktérych ekspresja zmieniata sie niezaleznie
od ilosci DNA. Po przeanalizowaniu zidentyfikowatem 5 gendw, w tym (CD27 i P2Y8), ktorych
ekspresja ulegata istotnie statystycznej zmianie. Ekspresja CD27 jest opisanym czynnikiem
prognostycznym w rozwoju szpiczaka (Chu et al., 2020). Rola P2Y8 w szpiczaku, jaki i innych

nowotworach wymaga zbadania.

W kolejnym etapie analizy, zaproponowatem pordwnanie poziomu metylacji DNA
wszystkich probek w czasie diagnozy i pierwszej wznowy. Analiza ogdlnego poziomu metylacji
nie ujawnita zmian istotnych statystycznie. W celu pogtebienia wiedzy dotyczacej otrzymanego
wyniku dokonano analizy: Rdinie Zmetylowanych Fragmentéw DNA (ang. Differentially
Methylated Regions- DMR) u poszczegdlnych pacjentdw. Poziom metylacji zmieniat sie bez
wyraznej tendencji. U 8 pacjentdow zaobserwowano obnizenie sie ogdlnej metylacji w czasie

progresji szpiczaka, podczas gdy u 12 nastgpit jej wzrost.

18



Nastepnie postawitem pytanie dotyczace zaleznosci miedzy metylacjag DNA a profilem
ekspresji gendw. W tym celu wybratem do analizy metylacje DNA w réznej odlegtosci od miejsca
inicjacji transkrypcji. Wyniki analizy ujawnity korelacje miedzy ekspresjg a metylacja DNA dla
dwoch gendéw: SORL1 i GLT1D1.

Dane literaturowe dotyczace SORL1 i GLT1D1 w szpiczaku sg skape, natomiast istniejg
doniesienia $wiadczgce o roli SORL1 w raku piersi (Pietild et al., 2019) i GLT1D1 w progresji
chtoniakéw (Liu et al., 2020). W celu weryfikacji otrzymanych danych eksperymentalnych
sprawdzitem wptyw inkubacji linii szpiczaka z decytabing na poziom ekspresji SORL1. W wyniku
traktowania komoérek szpiczaka decytabing poziom ekspresji SORL1 wzrastat. Co wiecej, analiza
metylacji DNA promotora SORL1 w liniach szpiczaka, w ktérych nie ulegat ekspresji gen SORL1
wykazata wysoki poziom metylacji DNA. Otrzymane wyniki udowodnity, po raz kolejny, ze w
biologii szpiczaka istnieje korelacja miedzy metylacjg DNA a ekspresjg konkretnych gendéw. Moze

to wskazywac na obecnos¢ presji ewolucyjnej obejmujgcej zmiany epigenetyczne

Najwazniejszym wynikiem przeprowadzonego badania byfo zaobserwowanie korelacji miedzy
metylacjg DNA a ekspresjq dla dwdch gendw GLTD1 i SORL1. Biorgc pod uwage rdznice w
charakterystyce badanych pacjentow (rozne translokacje, wiek, ptec, schemat terapii i czas do
wznowy), wykryte geny mogq wskazywac¢ na nowe, nieznane w szpiczaku szlaki sygnafowe

istotne z punktu widzenia badania progresji choroby.

Otrzymane wyniki mogg stanowi¢ podstawe badan majacych na celu sprawdzenie
udziatu biatek SORL1 i GLTD1 w progresji szpiczaka jak réwniez okreslenie ich potencjatu
prognostycznego. Przeprowadzone badania wskazaty na ograniczong, aczkolwiek bardzo
specyficzng role metylacji DNA. Biorgc pod uwage, ze dawno odkryte substancje demetylujace
takie jak decytabina czy 5-azacytydyna nie sg stosowane w terapii szpiczaka, pojawit sie pomyst
sprawdzenia dziatania innych i nowszych substancji hamujgcych metylacje DNA. Wymagane

kryteria spetniat zwigzek- zebularyna, co zainspirowato mnie do podjecia kolejnych badan.
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Zbadanie dziatania zebularyny, jako potencjalnego czynnika cytotoksycznego o
wilasciwosciach hipometylujacych i blokujacych dziatanie deaminazy cytydyny

Publikacja oryginalna:

Zebularine-induced myeloma cell death is accompanied by decreased c-Myc expression.
Krzeminski Patryk, Garcia-Sanz Ramon, Gutiérrez C Norma.
Cellular oncology (Dordrecht), 2020, Aug; 43(4): 743-750.

Celem badarn byto sprawdzenie wptywu zebularyny na
zZywotnos¢ komdrek szpiczaka plazmocytowego oraz proba
znalezienia kluczowych mechanizmoéw molekularnych biorgcych

udziat w efekcie dziatania substancji.

Szpiczak plazmocytowy, pomimo staran naukowcdw z catego $wiata, pozostaje
nieuleczalng chorobg. Najbardziej znane substancje hamujgce metylacje: decytabina i 5-
azacytydyna, chociaz wykazujg antyszpiczakowe dziatania in vitro nie sg dopuszczone do
stosowania w praktyce klinicznej. Na podstawie wynikdw moich wczesniejszych badan, ktére
Swiadczg o zaangazowaniu metylacji DNA w rozwdj szpiczaka postawitem pytanie czy istnieje
mozliwos$é innego i byé moze skuteczniejszego oddziatywania na epigenom. Poszukujac
odpowiedzi postanowitem sprawdzi¢ dziatanie zebularyny, czynnika hipometylujacego drugiej
generacji. Zebularyna nie tylko hamuje metylacje DNA, ale takze hamuje aktywno$¢ deaminazy
cytydyny (ang. Cytidine deaminase - CDA) (Marquez et al., 2005), enzymu odpowiedzialnego za
opornos¢ komdrek nowotworowych na leki bedace analogami nukleozyddéw. Nalezy pamietaé,
ze CDA to nie AICD (ang. Activation Induced Cytosine Deaminase). CDA to inny enzym i jego rola
w szpiczaku nie jest tak dobrze poznana jak AICD. W przeciwieAstwie do 5-azacytydyny i
decytabiny, zebularyna jest stabilna, w zakresie fizjologicznego pH, ulega wchtanianiu po
podaniu doustnym i preferencyjnie akumuluje sie w komédrkach nowotworowych. Zebularyna
charakteryzuje sie tez niskg toksycznoscig dla normalnych komérkach (Cheng et al., 20043;

Laliberté et al., 1992).

W pierwszym etapie, w ktérym testowana byta hipoteza o przeciw szpiczakowym
dziataniu zebularyny, sprawdzitem wptyw tego zwigzku na zywotnos¢ komarek szpiczaka 9 linii
komérkowych w odniesieniu do obnizenia poziomu metylacji DNA. Zaobserwowatem, ze
demetylacja DNA indukowana przez zebularyne byta podobna we wszystkich testowanych
liniach komodrkowych, z wyjatkiem linii komdrkowej KMS12PE, w ktdrej nie zaobserwowano

obnizenia metylacji DNA. Aby potwierdzi¢ mechanizm epigenetyczny lezgcy u podstaw efektu
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zebularyny, zbadatem ilos¢ biatek DNA methylotransferaz Dnmt3a i Dnmt3b, z ktérych oba,
aczkolwiek w réznym stopniu, sg odpowiedzialne za metylacje DNA (Cheng et al., 2004b;
Nakamura et al., 2015). Zaobserwowatem, ze inkubacja z zebularyng powodowata obnizenie
ilosci biatka obu metylotransferaz DNA w liniach komérkowych JIN3, H929 i KMS12BM. Taki
efekt nie wystepowat w linii komdérkowej KMS12PE. Pomimo tego efekt cytotoksyczny byt

obserwowany w linii KMS12PE jak i w pozostatych liniach komdérkowych za wyjgtkiem U266.

Co ciekawe, komérki linii U266 byty réwniez oporne na dziatanie decytabiny, a mimo to
zarowno zebularna jak i decytabina obnizaty poziom metylacji DNA w tej linii komdrkowej.
Kolejnym etapem byto poréwnanie efektu cytotoksycznego powodowanego zebularyng i
decytabing w czterech liniach komérkowych szpiczaka, gdzie wykazatem, ze zebularna jest
bardziej toksyczna w trzech z nich. Majgc dane Swiadczace o cytotoksycznym dziataniu
zebularyny na komérki szpiczaka, postanowitem zbada¢ mozliwy mechanizm odpowiedzialny za
obserwowane zmiany. W tym celu, zbadatem mozliwo$¢ powodowania uszkodzern DNA. Efekt
dziatania analogéw nukleozydéw czesto wynika z ingerencji w system replikacji DNA. Taka
sytuacja ma miejsce w przypadku stosowania duzych dawek decytabiny. Odpowiednio wysokie
stezenie nie tylko powoduje demetylacje DNA, ale tez prowadzi do uszkodzern DNA. Wyniki
doswiadczen pokazaty, ze efekt cytotoksyczny w wiekszosci badanych linii komdérkowych wigzat
sie ze wzrostem ilosci ufosofrylowanego biatka H2aX, ktdre jest stosowane jako zastepczy
znacznik uszkodzern DNA. Efektu takiego jednak nie zaobserwowano w linii MM1s, chociaz

zebularyna obnizata zywotnos¢ tej linii komdrkowe;j.

Dzieki otrzymanym wynikom mozna przypuszczaé, ze zebularyna wykazuje ztozony
mechanizm dziatania, wykraczajgcy poza hamowanie metylacji i indukcje uszkodzen DNA. Co
wiecej, obecnos¢ efektu cytotoksycznego w liniach posiadajacych rézny status p53 (delecja,
normalna ekspresja lub ekspresja biatka zmutowanego) wskazuje, ze biatko to nie ma
krytycznego wptywu na dziatanie zebularyny. Podobnie, profil translokacji wydaje sie nie miec¢
decydujacego wptywu na dziatanie tej substancji. W poszukiwaniu mechanizmu dziatania
zebularyny, ktdre byto by wspdlne dla wszystkich badanych linii komdérkowych, postanowitem
sprawdzi¢ hipoteze o udziale biatka cMyc w dziataniu zebularyny. cMyc jest proto-onkogenem,
ktory w wielu nowotworach (Sewastianik et al., 2014) w tym w komorkach szpiczaka, odgrywa
szczegblng role w progresji i rozwoju choroby. Biatko cMyc nasila proliferacje i metabolizm
komaérek nowotworowych. W szpiczaku cMyc najczesciej nie jest zmutowany, ale ulega silnej
ekspresji (Glitza et al., 2015; Holien et al., 2012). Wiekszos$¢ dostepnych linii komdrkowych
posiada wysoka ilo$¢ biatka cMyc, podobnie jak cze$¢ pacjentéw podczas wznowy choroby.

Warto tez pamietac, ze istniejg doniesienia naukowe opisujgce obnizenie ilosci cMyc w wyniku
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dziatania decytabiny, co moze wskazywac na role zmian epigenetycznych w regulacji ekspresji
tego genu (Jin et al., 2019). Inkubacja wszystkich linii komdrkowych z zebularyng doprowadzita

do obnizenia ilosci biatka cMyc. Wyjatkiem byta linia U266, w ktérej brak jest biatka cMyc.

Otrzymane przeze mnie wyniki wskazujg na niebezposrednig regulacje ekspresji cMyc
przez zebularyne. Mozna przypuszczaé, ze na skutek dziatania zebularyny ulega nasilonej
ekspresji niezbadany, w moich doswiadczeniach, czynnik powodujgcy obnizenie ekspresji lub
degradacje cMyc. Niewykluczone, ze jest to jedno z mikroRNA, aczkolwiek nie przeprowadzitem
dalszych badan pozwalajgcych na jego identyfikacje. Nieopublikowane dane dotyczace
mikroRNA34b/c moggcego oddziatywac na transkrypt cMyc, nie wykazaty, ze to mikroRNA jest
czynnikiem tgczacym efekt zebularyny z obnizeniem ekspresji cMyc we wszystkich badanych

liniach komdrkowych.

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie hipotezy o mozliwosci wzmocnienia dziatania
przeciwszpiczakowego poprzez uzycie kombinacji réoznych zwigzkéw. Chcac dostarczyc
informacji na temat potencjalnego dziatania synergistycznego decytabiny i zebularyny
postanowitem sprawdzi¢ efekt cytotoksycznych nizszych dawek obu substancji w linii szpiczaka
KMS12BM, ktéra posiada wysoki poziom CDA. Zebularyna bedac inhibitorem CDA nasila
dziatanie lekéw bedacych analogami nukleozyddw i ma mozliwos$¢ przetamywania opornosci na
te leki. Zebularyna powodowata silniejszy efekt cytotoksyczny niz obserwowany po podaniu

tylko jednej z dwdch substancji.

Najwazniejszym  wynikiem przeprowadzonych badari byto zaobserwowanie efektu
cytotoksycznego zebularyny pomimo braku indukcji uszkodzern DNA w linii MM 1s i KMS12PE. Ten
wynik w odniesieniu do pozostatych wskazuje na wielotorowe dziatanie badanego zwigzku
wykraczajgce poza hamowanie metylacji i powodowanie uszkodzeri DNA. Otrzymane wyniki
mogq stanowi¢ podstawe badarn majgcych na celu opracowanie nowych strategii

terapeutycznych szpiczaka dziatajgcych poprzez modyfikacje metylacji DNA.

Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty interesujgce wtasciwosci zebularyny wobec
komoérek szpiczaka jednak nie dawaty odpowiedzi dotyczacej rozwoju choroby. Dlatego w
kolejnej pracy podjgtem probe identyfikacji nowych biatkowych biomarkeréw szpiczaka,

zwtaszcza w kontekscie odpowiedzi na leczenie.
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Ocena potencjatu prognostycznego wybranych biatek u pacjentéw z szpiczakiem

plazmocytowym.

Publikacja oryginalna:

Quantitative expression of lkaros, IRF4, and PSMD10 proteins predicts survival in VRD-
treated patients with multiple myeloma.
Misiewicz-Krzeminska Irena, de Ramon Cristina, Corchete A Luis, Krzeminski Patryk, Rojas A

Elizabeta, Isidro Isabel, Garcia-Sanz Ramon, Martinez-Lépez Javier, Oriol Albert, Bladé Junan,
Lahuerta J Juan, San Miguel F Jesus, Rosifiol , Mateos V Maria, Gutiérrez C Norma.
Blood Advances, 2020, Dec 8; 4(23): 6023-6033.

Celem badan byto znalezienie nowych biatkowych biomarkerow

rozwoju szpiczaka niezaleznych od zmian genetycznych

Szpiczak jest chorobg heterogenng, o czym swiadczg moje opublikowane wyniki jak i
doswiadczenia wielu innych grup badawczych. Niezwykta zmiennosci biologiczna z jednej strony
uzasadnia potrzebe poszukiwania alternatywnych sposdb leczenia (uwzgledniajgcych np.
modyfikacje epigenetyczne) z drugiej, stwarza konieczno$¢ lepszego przewidywania skutkdw
dziatania dostepnych terapii. Aktualnie, pacjenci chorzy na szpiczaka plazmocytowego sg
klasyfikowani przede wszystkim na podstawie translokacji chromosomowych. Obecnos¢ utraty
czesci chromosomu 17p, uzyskanie dodatkowej kopi czesci chromosomu 1q oraz translokacje
t(4:14), t(14:16) i t(14:20) s3 tgczone z wyskokiem ryzykiem i duzym prawdopodobienstwem
niepowodzenia terapii (Rajkumar, 2020). Jednoczes$nie brak wymienionych aberracji
genetycznych nie oznacza zawsze dobrego rokowania. Potencjalnym rozwigzaniem moze by¢
identyfikacja nowych biomarkeréw umozliwiajgcych wykrycie pacjentéow predysponowanych do
wczesnego nawrotu choroby i tych, ktdrzy stang sie szybko oporni na dostepne schematy
leczenia obejmujgce inhibitory proteasomu, lekiimmunomodulujgce i glukokortykoidy. Badanie
ilosci biatka, w przeciwienstwie do badania poziomu ekspresji gendw, pozwala na ocene
czynnika biorgcego udziat bezposrednio w odpowiedzi na leczenie. Niestety, ocena ilosciowa

konkretnych biatek, w przypadku szpiczaka, jest utrudniona ze wzgledu na ograniczony materiat

biopsyijny.

Wspomniane niedogodnosci zostaty pokonane w naszych badaniach poprzez
zastosowanie rewolucyjnej metody CNIA (ang. capillary nanoimmunoassay), ktéra pozwala na

analize kilkudziesieciu biatek w jednej probce. W przeprowadzonych badaniach, okreslilismy
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iloSciowo poziom biatek regulujgcych dziatanie lekéw antyszpiczakowych w 174 prébkach
pacjentéw. Ekspresja gendw biatek wybranych do analizy moze byé regulowana epigenetycznie
miedzy innymi przez metylacje DNA. Celem badan miato by¢ okreslenie korelacji ilosci biatka z
przezywalnoscig a nastepnie okreslenie zaleznosci miedzy metylacja DNA a przezywalnoscia.
Badania zdecydowano sie zakonczy¢ na samej analizie ilosci biatka miedzy innymi ze wzgledu na
niewystarczajgcy ilos¢ wyekstrahowanego DNA. Pacjenci z wysokim poziomem biatek lkaros,
Aiolos, PSMD1, PSMD4, PSMD10 i niskim poziomem Cereblon i IRF4 charakteryzowali sie
krotszym czasem przezycia. Poniewaz w wiekszosci schematdw leczenia stosowane s3
glukokortykoidy, i dos¢ czesto rozwija sie opornosc na te leki, zaproponowatem badanie ilosci
biatek bioracych udziat w mechanizmie dziatania lekdw z tej grupy. Testowana hipoteza
zaktadata, ze poziom biatek ktére sg niezbedne dla dziatania tych lekéw, badany w
patologicznych plazmocytach, moze mie¢ wptyw na efekt leczenia pacjentéw leczonych
glukokortykoidami. Sposréd zaproponowanych przeze mnie biatek udato sie oznaczy¢ dwa,
receptor dla gluokortykoidéw (GCR) i biatko XPO1, bedace biatkiem z rodziny eksportyn. Wyniki
analizy przezywalnosci pacjentow wykazaty, ze poziom biatka receptora dla glukokortykoidow
(GCR) nie miat wptywu na rokowanie w analizowanej grupie pacjentow, jednak wysoka relacja
ilosci biatek: XPO1 / GCR byta zwigzana z istotnie statystycznie krotszym czasem przezycia bez
wznowy. Biatko XPO1 jest odpowiedzialne za powolny eksport GCR z jagdra komdrkowego a tym
samym za regulacje jego dziatania. Odkryte przeze mnie zaleznos$ci miedzy iloscig badanych
biatek a czasem przezycia pacjentdw chorych na szpiczaka wystepowaty bez wzgledu na

obecnos$¢ zmian genetycznych, co wskazuje na uzytecznos$é biatkowych biomarkerdow.

Najwazniejszym wynikiem przeprowadzonego badania byto wykrycie potencjalnego biomarkera
zwigzanego z dziataniem glukokortykoidow. Zaobserwowatem wptyw ilosci nie samego
receptora glukokortykoidowego, ale stosunku ilosci GCR i XPO1 (biatka transportujgce GCR) na

czas przezycia wolnego od progresji choroby.

Otrzymane wyniki wskazujg na mozliwos¢ opracowania biomarkeréw odpowiedzi
szpiczaka, na dostepne schematy leczenia, uwzgledniajacych ilos¢ wybranych biatek.
Uzupetnienie dostepnych czynnikéw prognostycznych opierajacych sie na badaniach
genetycznych o sprawng analize iloSciowg biatek, moze w przysztosci doprowadzi¢ do lepszej

oceny ryzyka pacjentéw chorujgcych na szpiczaka i lepszego doboru schematdw leczenia.
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4.4. Wptyw dzieta na rozwdj dyscypliny (biologia/medycyna), rozwdj cywilizacyjny i
postep w leczeniu nowotworéw

Cykl publikacji ktérego jestem autorem pozwolit poszerzy¢ wiedze dotyczgca zmian
genetycznych, roli metylacji DNA w biologii szpiczaka plazmocytowego.

Dzieki pracy poswieconej badaniu epigenetycznych mechanizméw regulacji ekspres;ji
mikroRNA155 dowiedzielismy sie nie tylko, ze ekspresja tego mikroRNA moze mie¢ wartosé
prognostyczng ale tez poznaliSmy jakie reperkusje moze mieé wyciszenie jego ekspresji na
drodze metylacji DNA. Kolejnym badanym zagadnieniem byto nabywanie opornosci szpiczaka na
konwencjonalne leczenie. Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity oceni¢ role zmian
genetycznych, epigenetycznych na ekspresje genéw w reprezentatywnej grupie pacjentéw od
ktorych pobrano préobki w momencie diagnozy i pierwszego nawrotu choroby. Wyniki
przeprowadzonych badan ujawnity obecnos¢ korelacji miedzy ekspresjg a metylacjg DNA gendw
ktorych deregulacja moze mie¢ kluczowy wptyw na rozwdj szpiczaka. Innym podejsciem do
problemu opornosci szpiczaka na konwencjonalne leczenie byto przeprowadzanie doswiadczen
sprawdzajgcych dziatanie mato znanego inhibitora metylacji DNA - zebularyny. Wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw pokazaty wptyw badanego zawigzku na obnizenie ilosci
biatka cMyc co, w swietle podobnych wynikéw otrzymanych przy zastosowaniu innych zwigzkéw
demetylujgcych, wskazuje na role metylacji DNA w regulacji tego genu. Badanie ekspresiji
okreslonych gendw miedzy innymi takich jak cMyc ma wartos$¢ prognostyczng, jednak ciggle
pozostaje grupa pacjentédw dla ktérych trudno przewidzie¢ powodzenie stosowanych terapii.
Wychodzac naprzeciw potrzebie poszukiwania nowych biomarkerédw szpiczaka oznaczono
ilosciowo biatka zaangazowane w szlaki sygnatowe zwigzane z stosowanymi lekami. Wyniki
eksperymentdw wskazaty nie tylko na prognostyczng funkcje okreslonych czesci sktadowych
proteasomu, ale tez pokazaty jak istotne jest badanie stosunku ilosci poszczegdlnych biatek.
Uzupetnieniem cyklu publikacji byta praca przeglagdowa pozwalajgca na zgtebienie i
usystematyzowanie informacji dotyczacych roli zmian genetycznych i epigenetycznych w
regulacji ekspresji mikroRNA w szpiczaku plazmocytowym.

Reasumujac w wyniku przeprowadzonej pracy badawczej poznaliSmy nowe istotne
czynniki wptywajace na biologie szpiczaka plazmocytowego co moie pomoc w lepszym
zrozumieniu tej choroby i doprowadzi¢ do opracowania w przysztosci skuteczniejszych metod

leczenia.
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4.5. Najistotniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan:

1. Wyisza ekspresja mikroRNA155 jest zwigzana z dtuzszym catkowitym czasem przezycia
pacjentéw chorych na szpiczaka plazmocytowego.

2. Metylacja DNA reguluje ekspresje mikroRNA155 w liniach komdrkowych szpiczaka.

3. Miejsce E-Box obecne w pierwszym intronie genu gospodarza mikroRNA155 przyczynia sie
do regulacji ekspresji mikroRNA155.

4. Wzrost ekspresji mikroRNA155 indukowany LPS nie jest mozliwy w komdrkach szpiczaka,
ktore posiadajg zmetylowany promotor genu gospodarza kodujgcego mikroRNA155.

5. Nawrotowi szpiczaka towarzyszy zwiekszona liczba zaburzen chromosomalnych z
przewagg utraty DNA.

6. Wiekszos¢ gendw ze zwiekszong lub zmniejszong ekspresjg na etapie nawrotu nie jest
zlokalizowana w pozyskanych lub utraconych regionach DNA.

7. Geny PRAME i BOP1 wykazujg silng dodatnig korelacje ze wzrostem ilosci kopi DNA.

8. U wszystkich pacjentéw z nawrotowym szpiczakiem uwzglednionych w naszym badaniu
zaobserwowano istotng statystycznie i nizszg ekspresjg 5 gendw, w tym CD27 i P2RYS.

9. Ekspresja SORL11iGLT1D1 moze by¢ regulowana na drodze metylacji DNA.

10. Metylacja DNA wptywa nieznacznie na ekspresje gendw, co sugeruje inng role tej
epigenetycznej modyfikacji w biologii szpiczaka.

11. Zebularyna, zwigzek bedacy inhibitorem metylacji DNA i enzymu deaminazy cytydyny,
zmniejsza metylacje DNA w wiekszosci badanych linii komdrkowych szpiczaka, co jest
zwigzane ze obnizeniem zywotnosci badanych komérek i indukcjg uszkodzern DNA
(wzrostem fosforylacji biatka H2aX).

12. Zebularyna powoduje zmniejszenie ilosci biatka cMyc w komédrkach szpiczaka.

13. Zebularyna wzmacnia dziatanie decytabiny w linii komérkowej KMS12BM wykazujgcej
naturalnie ekspresje CDA.

14. Analiza poziomu wybranych biatek proteasomu pozwala na prognozowanie rozwoju
szpiczaka.

15. Wysoka ilos¢ biatka receptora dla glukokortykoidéw w stosunku do biatka eksportujacego
ten receptor z jadra komadrkowego jest zwigzana z istotnie statystycznie krétszym czasem

przezycia bez wznowy, uwzglednionych w badaniu, pacjentéw chorych na szpiczaka.

26



4.6. PiSmiennictwo

Agirre, X., Castellano, G., Pascual, M., Heath, S., Kulis, M., Segura, V., Bergmann, A., Esteve, A.,
Merkel, A., Raineri, E., et al. (2015). Whole-epigenome analysis in multiple myeloma reveals
DNA hypermethylation of B cell-specific enhancers. Genome Res. 25, 478-487.

Amodio, N., Di Martino, M.T., Foresta, U., Leone, E., Lionetti, M., Leotta, M., Gulla, A.M., Pitari,
M.R., Conforti, F., Rossi, M., et al. (2012). miR-29b sensitizes multiple myeloma cells to
bortezomib-induced apoptosis through the activation of a feedback loop with the transcription
factor Sp1. Cell Death Dis. 3, e436.

Amodio, N., Stamato, M.A., Gulla, A.M., Morelli, E., Romeo, E., Raimond,i, L., Pitari, M.R.,
Ferrandino, |., Misso, G., Caraglia, M., et al. (2016). Therapeutic Targeting of miR-29b/HDAC4
Epigenetic Loop in Multiple Myeloma. Mol. Cancer Ther. 15, 1364-1375.

Amodio, N., D’Aquila, P., Passarino, G., Tassone, P., and Bellizzi, D. (2017). Epigenetic
modifications in multiple myeloma: recent advances on the role of DNA and histone
methylation. Expert Opin. Ther. Targets 21, 91-101.

Aoki, Y., Nojima, M., Suzuki, H., Yasui, H., Maruyama, R., Yamamoto, E., Ashida, M., ltagaki, M.,
Asaoku, H., lkeda, H., et al. (2012). Genomic vulnerability to LINE-1 hypomethylation is a
potential determinant of the clinicogenetic features of multiple myeloma. Genome Med. 4,
101.

Barwick, B.G., Neri, P., Bahlis, N.J., Nooka, A.K., Dhodapkar, M.V., Jaye, D.L., Hofmeister, C.C,,
Kaufman, J.L., Gupta, V.A., Auclair, D., et al. (2019). Multiple myeloma immunoglobulin lambda
translocations portend poor prognosis. Nat. Commun. 10, 1911.

Bazarbachi, A.H., Al Hamed, R., Malard, F., Harousseau, J.-L., and Mohty, M. (2019). Relapsed
refractory multiple myeloma: a comprehensive overview. Leukemia 33, 2343—-2357.

Bergsagel, P.L., and Kuehl, W.M. (2005). Molecular pathogenesis and a consequent
classification of multiple myeloma. J. Clin. Oncol. Off. J. Am. Soc. Clin. Oncol. 23, 6333—6338.

Bergsagel, P.L., and Kuehl, W.M. (2018). Detailing the genomic landscape of myeloma. Blood
132, 554-555.

Bird, A.P., and Wolffe, A.P. (1999). Methylation-Induced Repression— Belts, Braces, and
Chromatin. Cell 99, 451-454,

Bollati, V., Fabris, S., Pegoraro, V., Ronchetti, D., Mosca, L., Deliliers, G.L., Motta, V., Bertazzi,
P.A., Baccarelli, A., and Neri, A. (2009). Differential repetitive DNA methylation in multiple
myeloma molecular subgroups. Carcinogenesis 30, 1330-1335.

Bolli, N., Martinelli, G., and Cerchione, C. (2020). The molecular pathogenesis of multiple
myeloma. Hematol. Rep. 12, 9054.

Cheng, J.C., Yoo, C.B., Weisenberger, D.J., Chuang, J., Wozniak, C., Liang, G., Marquez, V.E.,

Greer, S., Orntoft, T.F., Thykjaer, T., et al. (2004a). Preferential response of cancer cells to
zebularine. Cancer Cell 6, 151-158.

27



Cheng, J.C., Weisenberger, D.J., Gonzales, F.A., Liang, G., Xu, G.-L., Hu, Y.-G., Marquez, V.E., and
Jones, P.A. (2004b). Continuous Zebularine Treatment Effectively Sustains Demethylation in
Human Bladder Cancer Cells. Mol. Cell. Biol. 24, 1270-1278.

Chesi, M., Nardini, E., Lim, R.S., Smith, K.D., Kuehl, W.M., and Bergsagel, P.L. (1998). The
t(4;14) translocation in myeloma dysregulates both FGFR3 and a novel gene, MMSET, resulting
in IgH/MMSET hybrid transcripts. Blood 92, 3025-3034.

Chu, B., Bao, L., Wang, Y., Lu, M., Shi, L., Gao, S., Fang, L., Xiang, Q., and Liu, X. (2020). CD27
antigen negative expression indicates poor prognosis in newly diagnosed multiple myeloma.
Clin. Immunol. 213, 108363.

Chuang, J.C., and Jones, P.A. (2007). Epigenetics and MicroRNAs. Pediatr. Res. 61, 24—29.

Dring, A.M., Davies, F.E., Fenton, J.A.L., Roddam, P.L., Scott, K., Gonzalez, D., Rollinson, S.,
Rawstron, A.C., Rees-Unwin, K.S., Li, C., et al. (2004). A global expression-based analysis of the
consequences of the t(4;14) translocation in myeloma. Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc.
Cancer Res. 10, 5692-5701.

Due, H., Schénherz, A.A., Ryg, L., Primo, M.N., Jespersen, D.S., Thomsen, E.A., Roug, A.S., Xiao,
M., Tan, X., Pang, Y., et al. (2019). MicroRNA-155 controls vincristine sensitivity and predicts
superior clinical outcome in diffuse large B-cell lymphoma. Blood Adv. 3, 1185-1196.

Fan, Z., Liu, Y., Shi, Z., Deng, K., Zhang, H., Li, Q., Cao, S., Li, S., and Zhang, H. (2020). MiR-155
promotes interleukin-1B-induced chondrocyte apoptosis and catabolic activity by targeting
PIK3R1-mediated PI3K/Akt pathway. J. Cell. Mol. Med. 24, 8441-8451.

Galm, O., Wilop, S., Reichelt, J., Jost, E., Gehbauer, G., Herman, J.G., and Osieka, R. (2004). DNA
methylation changes in multiple myeloma. Leukemia 18, 1687-1692.

Garcia, J.L., Lozano, R., Misiewicz-Krzeminska, |., Fernandez-Mateos, J., Krzeminski, P., Alfonso,
S., Marcos, R.A., Garcia, R., Gdmez-Veiga, F., Virseda, A., et al. (2017). 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.
Clin. Transl. Oncol. Off. Publ. Fed. Span. Oncol. Soc. Natl. Cancer Inst. Mex. 19, 1350-1357.

Glitza, I.C., Lu, G., Shah, R., Bashir, Q., Shah, N., Champlin, R.E., Shah, J., Orlowski, R.Z., and
Qazilbash, M.H. (2015). Chromosome 8g24.1/c-MYC abnormality: a marker for high-risk
myeloma. Leuk. Lymphoma 56, 602—607.

Gnyszka, A., Jastrzebski, Z., and Flis, S. (2013). DNA Methyltransferase Inhibitors and Their
Emerging Role in Epigenetic Therapy of Cancer. Anticancer Res. 33, 2989-2996.

Gutiérrez, N.C., Sarasquete, M.E., Misiewicz-Krzeminska, I., Delgado, M., De Las Rivas, J.,
Ticona, F.V., Fermifian, E., Martin-Jiménez, P., Chillon, C., Risuefio, A, et al. (2010).
Deregulation of microRNA expression in the different genetic subtypes of multiple myeloma
and correlation with gene expression profiling. Leukemia 24, 629-637.

Gwiggner, M., Martinez-Nunez, R.T., Whiteoak, S.R., Bondanese, V.P., Claridge, A., Collins, J.E.,
Cummings, J.R.F., and Sanchez-Elsner, T. (2018). MicroRNA-31 and MicroRNA-155 Are
Overexpressed in Ulcerative Colitis and Regulate IL-13 Signaling by Targeting Interleukin 13
Receptor a-1. Genes 9, E85.

28



Heuck, C.J., Mehta, J., Bhagat, T., Gundabolu, K., Yu, Y., Khan, S., Chrysofakis, G., Schinke, C.,
Tariman, J., Vickrey, E., et al. (2013). Myeloma is characterized by stage-specific alterations in
DNA methylation that occur early during myelomagenesis. J. Immunol. Baltim. Md 1950 190,
2966-2975.

Holien, T., Vatsveen, T.K., Hella, H., Waage, A., and Sundan, A. (2012). Addiction to c-MYC in
multiple myeloma. Blood 120, 2450-2453.

Hu, W., Wang, T., Xu, J., and Li, H. (2014). MicroRNA mediates DNA methylation of target
genes. Biochem. Biophys. Res. Commun. 444, 676—681.

Huang, J., Weng, Q., Shi, Y., Mao, W., Zhao, Z., Wu, R., Ren, J,, Fang, S., Ly, C., Du, Y., et al.
(2020). MicroRNA-155-5p suppresses PD-L1 expression in lung adenocarcinoma. FEBS Open
Bio 10, 1065-1071.

Jabtonska, E., Biatopiotrowicz, E., Szydtowski, M., Prochorec-Sobieszek, M., Juszczyniski, P., and
Szumera-Cieckiewicz, A. (2020). DEPTOR is a microRNA-155 target regulating migration and
cytokine production in diffuse large B-cell lymphoma cells. Exp. Hematol. 88, 56-67.e2.

Jagannathan, S., Vad, N., Vallabhapurapu, S., Vallabhapurapu, S., Anderson, K.C., and Driscoll,
J.J. (2015). MiR-29b replacement inhibits proteasomes and disrupts
aggresome+autophagosome formation to enhance the antimyeloma benefit of bortezomib.
Leukemia 29, 727-738.

Jin, J., Lian, T., Gu, C., Yu, K., Gao, Y.Q., and Su, X.-D. (2016). The effects of cytosine methylation
on general transcription factors. Sci. Rep. 6, 29119.

Jin, Y., Xu, L., Wu, X., Feng, J., Shu, M., Gu, H., Gao, G., Zhang, J., Dong, B., and Chen, X. (2019).
Synergistic Efficacy of the Demethylation Agent Decitabine in Combination With the Protease
Inhibitor Bortezomib for Treating Multiple Myeloma Through the Wnt/B-Catenin Pathway.
Oncol. Res. 27, 729-737.

Juge-Morineau, N., Harousseau, J.L., Amiot, M., and Bataille, R. (1997). The retinoblastoma
susceptibility gene RB-1 in multiple myeloma. Leuk. Lymphoma 24, 229-237.

Kaiser, M.F., Johnson, D.C., Wu, P., Walker, B.A., Brioli, A., Mirabella, F., Wardell, C.P., Melchor,
L., Davies, F.E., and Morgan, G.J. (2013). Global methylation analysis identifies prognostically
important epigenetically inactivated tumor suppressor genes in multiple myeloma. Blood 122,
219-226.

Katiyar, A., Kaur, G., Rani, L., Jena, L., Singh, H., Kumar, L., Sharma, A., Kaur, P., and Gupta, R.
(2021). Genome-wide identification of potential biomarkers in multiple myeloma using meta-
analysis of mRNA and miRNA expression data. Sci. Rep. 11, 10957.

Khouri, J., Faiman, B.M., Grabowski, D., Mahfouz, R.Z., Khan, S.N., Wei, W., Valent, J., Dean, R.,
Samaras, C., Jha, B.K., et al. (2021). DNA methylation inhibition in myeloma: Experience from a
phase 1b study of low-dose continuous azacitidine in combination with lenalidomide and low-
dose dexamethasone in relapsed or refractory multiple myeloma. Semin. Hematol. 58, 45-55.

Kristensen, L.S., Asmar, F., Dimopoulos, K., Nygaard, M.K., Aslan, D., Hansen, J.W., Ralfkiaer, E.,

and Grgnbeek, K. (2014). Hypermethylation of DAPK1 is an independent prognostic factor
predicting survival in diffuse large B-cell ymphoma. Oncotarget 5, 9798-9810.

29



Kurowska-Stolarska, M., Ballantine, L., Stolarski, B., Hunter, J., Hueber, A., Gracie, J.A., Liew,
F.Y., and Mclnnes, |.B. (2010). miR-155 and miR-34a regulate proinflammatory cytokine
production by human monocytes. Ann. Rheum. Dis. 69, A30—A30.

Kyle, R.A., and Rajkumar, S.V. (2008). Multiple myeloma. Blood 111, 2962-2972.

Laliberté, J., Marquez, V.E., and Momparler, R.L. (1992). Potent inhibitors for the deamination
of cytosine arabinoside and 5-aza-2’-deoxycytidine by human cytidine deaminase. Cancer
Chemother. Pharmacol. 30, 7-11.

Landgren, O., Kyle, R.A., Pfeiffer, R.M., Katzmann, J.A., Caporaso, N.E., Hayes, R.B., Dispenzieri,
A., Kumar, S., Clark, R.J., Baris, D., et al. (2009). Monoclonal gammopathy of undetermined
significance (MGUS) consistently precedes multiple myeloma: a prospective study. Blood 113,
5412-5417.

Langseth, @.0., Myklebust, T.A., Johannesen, T.B., Hjertner, @., and Waage, A. (2020).
Incidence and survival of multiple myeloma: a population-based study of 10 524 patients
diagnosed 1982-2017. Br. J. Haematol. 191, 418-425.

Li, Z., Wong, K.Y., Chan, G.C.-F., Chng, W.-J., and Chim, C.S. (2018). Epigenetic silencing of
EVL/miR-342 in multiple myeloma. Transl. Res. J. Lab. Clin. Med. 192, 46-53.

Liebisch, P., and Déhner, H. (2006). Cytogenetics and molecular cytogenetics in multiple
myeloma. Eur. J. Cancer Oxf. Engl. 1990 42, 1520-1529.

Lionetti, M., Barbieri, M., Todoerti, K., Agnelli, L., Fabris, S., Tonon, G., Segalla, S., Cifola, I.,
Pinatel, E., Tassone, P., et al. (2015). A compendium of DIS3 mutations and associated
transcriptional signatures in plasma cell dyscrasias. Oncotarget 6, 26129-26141.

Liu, X., Zhang, Y., Han, Y., Lu, W,, Yang, J., Tian, J., Sun, P,, Yu, T, Hu, Y., Zhang, H., et al. (2020).
Overexpression of GLT1D1 induces immunosuppression through glycosylation of PD-L1 and
predicts poor prognosis in B-cell ymphoma. Mol. Oncol. 14, 1028-1044.

Lopez-Corral, L., Gutiérrez, N.C., Vidriales, M.B., Mateos, M.V., Rasillo, A., Garcia-Sanz, R.,
Paiva, B., and San Miguel, J.F. (2011). The progression from MGUS to smoldering myeloma and
eventually to multiple myeloma involves a clonal expansion of genetically abnormal plasma
cells. Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Res. 17, 1692—-1700.

Makeyev, E.V., and Maniatis, T. (2008). Multilevel regulation of gene expression by microRNAs.
Science 319, 1789-1790.

Manier, S., Salem, K., Glavey, S.V., Roccaro, A.M., and Ghobrial, I.M. (2016). Genomic
Aberrations in Multiple Myeloma. Cancer Treat. Res. 169, 23-34.

Marquez, V.E., Kelley, J.A., Agbaria, R., Ben-Kasus, T., Cheng, J.C., Yoo, C.B., and Jones, P.A.
(2005). Zebularine: A Unique Molecule for an Epigenetically Based Strategy in Cancer
Chemotherapy. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1058, 246—-254.

Martinez-Banos, D., Sdnchez-Hernandez, B., Jiménez, G., Barrera-Lumbreras, G., and Barrales-
Benitez, O. (2017). Global methylation and promoter-specific methylation of the P16, SOCS-1,
E-cadherin, P73 and SHP-1 genes and their expression in patients with multiple myeloma
during active disease and remission. Exp. Ther. Med. 13, 2442—-2450.

30



Martins, I., Ribeiro, I.P., Jorge, J., Gongalves, A.C., Sarmento-Ribeiro, A.B., Melo, J.B., and
Carreira, .M. (2021). Liquid Biopsies: Applications for Cancer Diagnosis and Monitoring. Genes
12, 349.

Mashima, R. (2015). Physiological roles of miR-155. Immunology 145, 323—333.

Mateos, M.-V., Ludwig, H., Bazarbachi, A., Beksac, M., Bladé, J., Boccadoro, M., Cavo, M.,
Delforge, M., Dimopoulos, M.A., Facon, T., et al. (2019). Insights on Multiple Myeloma
Treatment Strategies. HemaSphere 3, e163.

Misiewicz-Krzeminska, ., Sarasquete, M.E., Quwaider, D., Krzeminski, P., Ticona, F.V., Paino, T.,
Delgado, M., Aires, A., Ocio, E.M., Garcia-Sanz, R., et al. (2013). Restoration of microRNA-214
expression reduces growth of myeloma cells through positive regulation of P53 and inhibition
of DNA replication. Haematologica 98, 640—648.

Misiewicz-Krzeminska, I., Sarasquete, M.E., Vicente-Duefias, C., Krzeminski, P., Wiktorska, K.,
Corchete, L.A., Quwaider, D., Rojas, E.A., Corral, R., Martin, A.A., et al. (2016). Post-
transcriptional Modifications Contribute to the Upregulation of Cyclin D2 in Multiple Myeloma.
Clin. Cancer Res. Off. J. Am. Assoc. Cancer Res. 22, 207-217.

Nakamura, K., Nakabayashi, K., Aung, K.H., Aizawa, K., Hori, N., Yamauchi, J., Hata, K., and
Tanoue, A. (2015). DNA Methyltransferase Inhibitor Zebularine Induces Human
Cholangiocarcinoma Cell Death through Alteration of DNA Methylation Status. PLOS ONE 10,
€0120545.

Nazari-Jahantigh, M., Wei, Y., Noels, H., Akhtar, S., Zhou, Z., Koenen, R.R., Heyll, K., Gremse, F.,
Kiessling, F., Grommes, J., et al. (2012). MicroRNA-155 promotes atherosclerosis by repressing
Bcl6 in macrophages. J. Clin. Invest. 122, 4190-4202.

Neuse, C.J., Lomas, O.C., Schliemann, C., Shen, Y.J., Manier, S., Bustoros, M., and Ghobrial, .M.
(2020). Genome instability in multiple myeloma. Leukemia 34, 2887-2897.

Paino, T., Sarasquete, M.E., Paiva, B., Krzeminski, P., San-Segundo, L., Corchete, L.A., Redondo,
A., Garayoa, M., Garcia-Sanz, R., Gutiérrez, N.C., et al. (2014). Phenotypic, genomic and
functional characterization reveals no differences between CD138++ and CD138low
subpopulations in multiple myeloma cell lines. PloS One 9, €92378.

Pietila, M., Sahgal, P., Peuhu, E., Jantti, N.Z., Paatero, I., Narva, E., Al-Akhrass, H., Lilja, J.,
Georgiadou, M., Andersen, O.M., et al. (2019). SORLA regulates endosomal trafficking and
oncogenic fitness of HER2. Nat. Commun. 10, 2340.

Rajkumar, S.V. (2020). Multiple myeloma: 2020 update on diagnosis, risk-stratification and
management. Am. J. Hematol. 95, 548-567.

Rajkumar, S.V., and Kumar, S. (2020). Multiple myeloma current treatment algorithms. Blood
CancerJ. 10, 1-10.

Rastgoo, N., Abdi, J., Hou, J., and Chang, H. (2017). Role of epigenetics-microRNA axis in drug
resistance of multiple myeloma. J. Hematol. Oncol.J Hematol Oncol 10, 121.

Saki, N., Abroun, S., Hajizamani, S., Rahim, F., and Shahjahani, M. (2014). Association of
Chromosomal Translocation and MiRNA Expression with The Pathogenesis of Multiple
Myeloma. Cell J. 16, 99-110.

31



Salhia, B., Baker, A., Ahmann, G., Auclair, D., Fonseca, R., and Carpten, J. (2010). DNA
Methylation Analysis Determines the High Frequency of Genic Hypomethylation and Low
Frequency of Hypermethylation Events in Plasma Cell Tumors. Cancer Res. 70, 6934—6944.

Sewastianik, T., Prochorec-Sobieszek, M., Chapuy, B., and Juszczynski, P. (2014). MYC
deregulation in lymphoid tumors: molecular mechanisms, clinical consequences and
therapeutic implications. Biochim. Biophys. Acta 1846, 457—-467.

Sharma, A., Heuck, C.J., Fazzari, M.J., Mehta, J., Singhal, S., Greally, J.M., and Verma, A. (2010).
DNA methylation alterations in multiple myeloma as a model for epigenetic changes in cancer.
WIREs Syst. Biol. Med. 2, 654—669.

Smith, E.M., Boyd, K., and Davies, F.E. (2010). The potential role of epigenetic therapy in
multiple myeloma. Br. J. Haematol. 148, 702—-713.

Stamato, M.A,, Juli, G., Romeo, E., Ronchetti, D., Arbitrio, M., Caracciolo, D., Neri, A.,
Tagliaferri, P., Tassone, P., and Amodio, N. (2017). Inhibition of EZH2 triggers the tumor
suppressive miR-29b network in multiple myeloma. Oncotarget 8, 106527-106537.

Thai, T.-H., Calado, D.P., Casola, S., Ansel, K.M., Xiao, C., Xue, Y., Murphy, A., Frendewey, D.,
Valenzuela, D., Kutok, J.L., et al. (2007). Regulation of the germinal center response by
microRNA-155. Science 316, 604—-608.

Walker, B.A., Wardell, C.P., Chiecchio, L., Smith, E.M., Boyd, K.D., Neri, A., Davies, F.E., Ross,
F.M., and Morgan, G.J. (2011). Aberrant global methylation patterns affect the molecular
pathogenesis and prognosis of multiple myeloma. Blood 117, 553-562.

Walker, B.A., Mavrommatis, K., Wardell, C.P., Ashby, T.C., Bauer, M., Davies, F.E., Rosenthal,
A., Wang, H., Qu, P., Hoering, A., et al. (2018). Identification of novel mutational drivers reveals
oncogene dependencies in multiple myeloma. Blood 132, 587-597.

Wang, L.Q., Kumar, S., Calin, G.A,, Li, Z., and Chim, C.S. (2020). Frequent methylation of the
tumour suppressor miR-1258 targeting PDL1: implication in multiple myeloma-specific
cytotoxicity and prognostification. Br. J. Haematol. 190, 249-261.

Wong, K.Y., and Chim, C.S. (2015). DNA methylation of tumor suppressor protein-coding and
non-coding genes in multiple myeloma. Epigenomics 7, 985-1001.

Wong, K.-Y,, Liang, R., So, C.-C., Jin, D.-Y., Costello, J.F., and Chim, C.-S. (2011a). Epigenetic
silencing of MIR203 in multiple myeloma. Br. J. Haematol. 154, 569-578.

Wong, K.Y., Yim, R.L.H., So, C.C,, Jin, D.-Y., Liang, R., and Chim, C.S. (2011b). Epigenetic
inactivation of the MIR34B/C in multiple myeloma. Blood 118, 5901-5904.

Wong, K.Y., Huang, X., and Chim, C.S. (2012). DNA methylation of microRNA genes in multiple
myeloma. Carcinogenesis 33, 1629-1638.

Xu, J., Pfarr, N., Endris, V., Mai, E.K., Md Hanafiah, N.H., Lehners, N., Penzel, R., Weichert, W.,
Ho, A.D., Schirmacher, P., et al. (2017). Molecular signaling in multiple myeloma: association of
RAS/RAF mutations and MEK/ERK pathway activation. Oncogenesis 6, e337.

32



Xu, W,, Li, J., Rong, B., Zhao, B., Wang, M., Dai, R., Chen, Q., Liu, H., Gu, Z,, Liu, S., et al. (2020).
DNMT3A reads and connects histone H3K36me2 to DNA methylation. Protein Cell 11, 150-
154.

Xu, Y., Chen, B., George, S.K., and Liu, B. (2015). Downregulation of MicroRNA-152 contributes
to high expression of DKK1 in multiple myeloma. RNA Biol. 12, 1314-1322.

Yang, L., Wang, Y.-Z., Zhu, H.-H., Chang, Y., Li, L.-D., Chen, W.-M.,, Long, L.-Y., Zhang, Y.-H., Liu,
Y.-R., Lu, J., et al. (2017). PRAME Gene Copy Number Variation Is Related to Its Expression in
Multiple Myeloma. DNA Cell Biol. 36, 1099-1107.

Yellapantula, V., Hultcrantz, M., Rustad, E.H., Wasserman, E., Londono, D., Cimera, R.,
Ciardiello, A., Landau, H., Akhlaghi, T., Mailankody, S., et al. (2019). Comprehensive detection
of recurring genomic abnormalities: a targeted sequencing approach for multiple myeloma.
Blood Cancer J. 9, 1-9.

Zhan, F., Huang, Y., Colla, S., Stewart, J.P., Hanamura, |., Gupta, S., Epstein, J., Yaccoby, S.,
Sawyer, J., Burington, B., et al. (2006). The molecular classification of multiple myeloma. Blood
108, 2020-2028.

Zhang, H., and Zhu, J.-K. (2011). RNA-directed DNA methylation. Curr. Opin. Plant Biol. 14,
142-147.

Zhang, W., Wang, Y.E., Zhang, Y., Leleu, X., Reagan, M., Zhang, Y., Mishima, Y., Glavey, S.,
Manier, S., Sacco, A, et al. (2014). Global epigenetic regulation of microRNAs in multiple
myeloma. PloS One 9, e110973.

Zhang, Y.-K., Wang, H., Leng, Y., Li, Z.-L., Yang, Y.-F., Xiao, F.-J,, Li, Q.-F., Chen, X.-Q., and Wang,
L.-S. (2011). Overexpression of microRNA-29b induces apoptosis of multiple myeloma cells
through down regulating Mcl-1. Biochem. Biophys. Res. Commun. 414, 233-239.

Zielen, S., Trischler, J., and Schubert, R. (2015). Lipopolysaccharide challenge: immunological
effects and safety in humans. Expert Rev. Clin. Immunol. 11, 409-418.

Zmorzynski, S.A., Korszen-Pilecka, I., Wojcierowska-Litwin, M., Kwiatkowska-Drabik, B.,
Luterek, M., Chocholska, S., Koczkodaj, D., Popek, S., Michalak-Wojnowska, M., Swiderska-
Kolacz, G., et al. (2017). TP53 polymorphism in plasma cell myeloma. Folia Histochem.
Cytobiol. 55, 203-211.

33



5. Dane bibliometryczne

Tabela 1. Sumaryczne zestawienie dorobku publikacyjnego

Dorobek naukowy z Dorobek naukowy Dorobek naukowy
uwzglednieniem dzieta | nieuwzgledniajacy wchodzacy w skiad
habilitacyjnego dzieta habilitacyjnego | dzieta habilitacyjnego
Suma pkt. | Suma IF** | Suma pkt. | Suma Suma pkt. | Suma IF**
MNiSW** MNISW** | |F** MNiSW**
Liczba 687 77,38 447 53,57 240 23,81
punktéw za
publikacje*
Liczba 23 18 5
publikacji
* punkty z roku opublikowania
%k k

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports
(JRC)

Tabela 2. Poréwnanie dorobku publikacyjnego przed i po uzyskaniu stopnia doktora
Przed uzyskaniem stopnia doktora

Suma IF**
15,71

Suma pkt. MNiSW**
122

Liczba publikacji
10

Liczba punktow za
publikacje*
Po uzyskaniu stopnia doktora (z uwzglednieniem dzieta habilitacyjnego)

Liczba publikacji Suma pkt. MNiSW** | Suma IF**

Liczba punktoéw za 13 565 61,67
publikacje*

* punkty z roku opublikowania

ok Publikacje naukowe w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports

(JRC)

Sumaryczny impact factor: 77,38

(wedtug listy Journal Citation Reports (JCR); na dzien:2021-11-30)

Liczba cytowan publikacji: 271(261)

(wedtug bazy Web of Science Core Collection (WoS); na dzieri: 2021-11-30)

Indeks Hirscha: 11

(wedtug bazy Web of Science CC (WoS); na dzier:2021-11-30)

Sumaryczna liczba punktow MNiSW: 687

(wg punktacji na rok opublikowania danego artykutu)

Wykaz wszystkich publikacji wraz z opisem mojego udziatu znajduje sie w zataczniku: 4

Zaswiadczenia wspétautoréw dotyczgce ich udziatu znajdujg sie w zataczniku: 5
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowa albo
artystyczng realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub
instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej.

Po obronie doktoratu przez rok pracowatem w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M
Nenckiego w Warszawie konczac rozpoczete doswiadczenia i pracujgc w zespole profesora
Krzysztofa Zabtockiego gdzie uczestniczytem w badaniach zawigzanych z pomiarem poziomu
jondw wapnia oraz optymalizacjg elektroforezy 2D. Nastepnie wyjechatem na staz podoktorski
do Hiszpanii gdzie miatam mozliwo$¢ zdobywaé doswiadczenie naukowe w najlepszych
laboratoriach poswiecajgcych sie badaniom nad szpiczakiem plazmocytowym. Najpierw
pracowatem w Centrum Badarn nad Rakiem w Salamance (Cancer Research Center, Salamanca,
Spain), potem rozpoczatem wspdtprace z Wydziatem Hematologii Szpitala Uniwersyteckiego w
Salamance (University Hospital of Salamanca, Spain). Praca w tych osrodkach naukowych
umozliwita mi praktyczne zapoznanie z najnowszymi technikami biologii molekularnej. Zaréwno
w jednym jak i drugim miejscu wspotpracowatem z grupg naukowcdw kierowanych przez prof.,
doktora medycyny Jesus San Miguel, co pozwolito mi uczy¢ sie od najlepszych naukowcéw i
lekarzy. Wspdtpraca z Srodowiskiem lekarskim data mi mozliwos$¢ spojrzenia na prace naukowg

z praktycznego, lekarskiego punktu widzenia.

Oprdcz oméwionych w cyklu projektéw prowadzitem rowniez badania, w ktérych zajmowatem
sie poznawaniem roli metylacji DNA w regulacji ekspresji mikroRNA214 i Cykliny D2.
mikroRNA214 wykazuje nizszg ekspresje w komdrkach szpiczaka plazmocytowego w
poréwnaniu do normalnych komdrek plazmatycznych tak wiec uzasadnione byto sprawdzenie
czy metylacja DNA moze by¢ mechanizmem odpowiedzialnym za taki stan rzeczy. Zastosowanie
inhibitora metylacji DNA powodowato wzrost ekspresji mikroRNA214, co wskazuje na mozliwosc¢
epigenetycznej regulacji ekspresji tego mikroRNA. W Kolejnym projekcie zdecydowano sie bada¢
przyczyny nasilonej ekspresji Cykliny D2. W szpiczaku plazmocytowym Cykliny nie wykazujg
typowych oscylacji ekspresji zaleznych od cyklu komodrkowego i ulegajg statej, nasilonej
ekspresji. Co ciekawe, zawsze tylko jedna cyklina ma nasilong ekspresje, co oznacza, ze jezeli
wystepuje wysoka ekspresja Cykliny D2 to nie ma wysokiej ekspresji Cykliny D1 i Cykliny D3.
Ekspresja Cykliny D2 jest niewykrywalna w komadrkach szpiczaka z translokacjg t(11:14), tak wiec
postanowiono sprawdzi¢ czy metylacja DNA moze odgrywac role w znoszeniu ekspresji CCND2.
Zaobserwowalismy, ze wyspa CpG w regionie regulatorowym genu Cykliny D2 byta silnie
metylowana tylko w liniach komaérkowych szpiczaka plazmocytowego z t(11:14) co wskazuje na
udziat tej modyfikacji epigenetycznej w regulacji ekspresji. Efektem tej wspotpracy byty dwie
publikacje (Misiewicz-Krzeminska et al., 2013, 2016).
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Oprdcz badan zwigzanych z metylacjg DNA bratem udziat w projektach majgcych na celu lepsze
poznanie roli biatka SDC1 (CD138) w komérkach szpiczaka. Komaérki szpiczaka majg zwiekszong
ilos¢ biatka CD138, jednakze istniejg doniesienia naukowe sugerujgce wystepowanie matej
populacji komérek szpiczaka, o charakterystyce komdrek macierzystych nowotwordéw, ktéra
wykazuje obnizong ilos$¢ tego biatka. Wyniki doswiadczen opisanych w naszej pracy (Paino et al.,
2014) nie wykazaty réznic w profilu ekspresji, i wrazliwosci komorek linii szpiczaka w zaleznosci

od ilosci biatka CD138 co jest istotne dla lepszego zrozumienia biologii szpiczaka.

Kolejnym projektem, w ktéry bytem zaangazowany podczas mojego stazu podoktorskiego byto
badanie wariantu receptora androgenowego ARV7 w komdrkach raka prostaty. Rak prostaty jest
ztodliwym nowotworem zaleznym od androgendéw. U pacjentdow z zaawansowang chorobg
czesto rozwija sie oporny na kastracje rak prostaty, ktéry wigze sie z gorszym rokowaniem oraz
ekspresjg wariantu receptora androgenowego- ARV7. Materiat do badan zwigzanych z rakiem
prostaty najczesciej pochodzi z biopsji prostaty jednak istniejg doniesienia o mozliwosci
diagnozowania na podstawie badan krwi (Martins et al.,, 2021). Celem naszych badan byto
sprawdzenie czy jest mozliwa detekcja biatka ARV7 w krwi pacjentéw uzywajac nowej metody
analitycznej podobnej do metody Western Blot, co zostato udowodnione. Efektem wspotpracy

byta publikacja (Garcia et al., 2017) ktérej jestem wspétautorem.

Tematyka badan zwigzanych ze szpiczakiem pozostaje w moim obszarze zainteresowan
naukowych, co wigze sie, miedzy innymi, z kontynuacjg badan majacych na celu wyjasnienie
molekularnych mechanizmoéw dziatania nowego inhibitora biatka cMyc. Onkogen cMyc ulga
nasilonej ekspresji w komadrkach szpiczaka jednakze jak do tej pory (rok 2021) nie ma dostepnych
klinicznie inhibitorow tego biatka. Udziat w tym projekcie zaowocowat szeregiem doniesien

konferencyjnych oraz zgtoszeniem patentowym: W02019048679.

Po powrocie do Polski nawigzatem wspdtprace z Dr. Sara Lopez-Gomollon, pracujagcg w RNA
Silencing and Disease Resistance Group, Department of Plant Sciences, University of Cambridge,
Wielka Brytania, ktéra ma na celu opracowanie sondy typu BiFC (Blmolecular Fluorescence

Complementation) pozwalajgcej na pomiar i monitorowanie metylacji DNA.
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5.1. Aktywnos¢ naukowa realizowana we wspotpracy z jednostkami krajowymi:

2008-2009
Instytut Biologii Doswiadczalnej im M Nenckiego
Grupa badawcza kierowana przez prof. Krzysztofa Zabtockiego

5.2. Aktywnos¢ naukowa realizowana we wspoétpracy z jednostkami zagranicznymi:

2009-2020
Wydziat Hematologii, Uniwersytecki Szpital w Salamance, Hiszpania:
Grupa badawcza kierowana przez Dr. Norma C Gutierrez
Grupa badawcza kierowana przez prof. Enrique Ocio
Grupa badawcza kierowana przez Dr. Juan Luis Garcia Hernandez
Grupa badawcza kierowana przez prof. Jesis M Hernandez-Rivas

2020-do chwili obecnej

Wydziat Badan Roélin, Uniwersytet Cambridge, Wielka Brytania
Grupa badawcza kierowana przez Dr. Sara Lopez-Gomollon
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6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujgcych nauke lub sztuke.

6.1. Dziatalnos$¢ dydaktyczna

Praca laboratoryjna zawsze byta wazinym, ale nie jednym elementem mojej dziatalnosci
naukowej. Przed wyjazdem na staz podoktorski prowadzitem zajecia z Biochemii dla studentéw
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Bedac na stazu podoktorskim, zdobytg wiedze z
zakresu epigenetyki miatem mozliwos¢ upowszechniaé poprzez prowadzenie zaje¢ w ramach
studiow podyplomowych organizowanych przez Centrum Badan nad Rakiem w Salamance.
Bardzo pozytywny odbiér moich zaje¢ uswiadomit mi jak wazne jest przekazywanie posiadanej
wiedzy. W zwigzku z tym, po powrocie do Polski, zdecydowatem sie na podjecie pracy, jako
Adiunkt w Katedrze Nanobiotechnologii, SGGW w Warszawie, i prowadzenie zaje¢ dla
studentéw miedzy innymi z zakresu Biologii komodrki nowotworowej i macierzystej,

Metabolomiki, Kancerogenezy i Cytofizjologii.

6.2. Opracowanie oraz realizacja zaje¢ dydaktycznych

Zajecia realizowane na kierunku Fizjoterapia, wydziat medycyny, Warszawski Uniwersytet
Medyczny, rok: 2008

- Biochemia, wyktady, liczba godzin: 15

Przeprowadzenie wyktaddéw z przedmiotu Biochemia wymagato przygotowania od podstaw
wszystkich prezentacji oraz dokonania oceny wiedzy studentéw podczas egzaminu.

Zajecia__realizowane w_ramach fakultetu ,Cytogenetyka Molekularna w_Onkologii”
realizowanego w ramach studoéw podypolomowych ,Biologia i klinika nowotowordw” na
Uniwersytecie w Salamance, rok: 2019

-wyktad ,Insight into epigenetics in the hematological malignancies”; liczba godzin: 3

W wygfoszonym wyktadzie podsumowywatem najwazniejsze dostepne informacje dotyczqce roli
zZmian epigenetycznych w nowotworach hematologicznych.
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Od czasu zatrudnienia na stanowisku naukowo-dydaktycznym w Katedrze Nanobiotechnologii,
SGGW w Warszawie w 2020 roku prowadzitem zajecia na czterech kierunkach studiéw:

Zajecia realizowane na kierunku Bioinzynieria zwierzat, Wydziat Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony
Zwierzat

e Cytofizjologia - éwiczenia, liczba godzin: 40
e Kancerogeneza - éwiczenia, liczba godzin: 15
e Podstawy projektowania Nanobiosystemow - ¢wiczenia, liczba godzin: 6

e Badania podstawowe i przedkliniczne - éwiczenia i wyktady liczba godzin: 6+6

Zajecia realizowane na kierunku Hodowla i Ochrona Zwierzat Towarzyszgcych i Dzikich, Wydziat

Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony Zwierzat

e Metabolomika- wykfady, liczba godzin: 15

Zajecia realizowane na kierunku Zootechnika, Wydziat Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony Zwierzat

e Metabolomika- wyktfady, liczba godzin: 15

Zajecia realizowane na kierunku Biologia, Wydziat Rolnictwa i Biologii

e Biologia komdrek nowotworowych i macierzystych — éwiczenia i wyktady, liczba godzin:

45+15, koordynator przedmiotu

Przedmiot , Biologia Komdrki Nowotworowej i Macierzystej” zostat wprowadzony w roku 2020 i
jest obowigzkowym przedmiotem studiow Il stopnia na kierunku Biologia. Wprowadzanie
nowego przedmiotu tgczyto sie z koniecznosciq autorskiego opracowania wszystkich wyktadow i
tematow cwiczen. Wiekszos¢ cwiczen zostata przygotowana w dwdch formach stacjonarnej i
niestacjonarnej.

Zajecia dostepne w formie fakultetu:

e Introduction into Epigenetics- ¢wiczenia i wyktady, liczba godzin: 15+15, fakultet
zaplanowany do przeprowadzenia w jezyku angielskim

e Introduccidon a biologia molecular de la célula tumoral- ¢wiczenia i wyktady, liczba
godzin: 15+15, fakultet zaplanowany do przeprowadzenia w jezyku hiszpanskim

e Podstawy epigenetyki- éwiczenia i wyktady, liczba godzin: 5+5, fakultet zaplanowany do
przeprowadzenia dla studentéw szkoty doktorskiej
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6.3. Dziatalnos¢ organizacyjna

e 2006-2007, Udziat w organizacji Tygodnia Nauki odbywajgcego sie w ramach Festiwalu
nauki,

e 2009, Udziat w organizacji laboratorium Hematologii w Centrum Badan nad Rakiem,
Salamanka, Hiszpania,

e 2012, Udziat w organizacji Krajowego Kongresu Hiszpanskiego Towarzystwa
Hematologii i Hemoterapii 54 Krajowego Kongresu Hiszpanskiego Towarzystwa
Hematologii i Hemoterapii. (LIV Reunidn Nacional SEHH / XXVIIl Congreso SETH -
Salamanca 18-20, Octubre 2012).

6.4. Dziatalno$¢ popularno-naukowa

Role popularyzacji nauki zauwazytem podczas pracy nad doktoratem kiedy to zdecydowatem sie
na udziat w dwodch edycjach Festiwalu Nauki. Koniczac doktorat w Instytucie Biologii
Doswiadczalnejim. M Nenckiego, wspotredagowatem wewnetrzny, popularnonaukowy biuletyn
BRAINs, w ktérym byly zamieszane najwazniejsze doniesienia naukowe z obszaru Neurobiologii
jak i biezgce informacje z zycia naukowego Instytutu.

e 2006-2007 Przygotowanie wyktadu, pokazu i warsztatow z zakresu migracji
komaérek nowotworowych realizowane podczas Tygodnia Nauki odbywajgcego sie w
czasie Festiwalu nauki.

e 2007-2008 Wspodtredagowanie Biuletynu BRAINs wydawanego przez Instytut
Biologii Doswiadczalnej im M Nenckiego, PAN.

6.5. Recenzowanie publikacji w czasopismach miedzynarodowych i krajowych
Zrecenzowanie 6 publikacji z czasopism naukowych z listy JCR

a) International Journal of Cancer

b) OncoTargets and Therapy,

c) Cancer Management and Research,

d) European Journal of Haematology
e) Cell Biochemistry & Function
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6.6. Recenzje prac dyplomowych

Recenzja pracy inzynierskiej Pani Matgorzaty Zasowskiej pt: “Konstrukcja wektora
lentiwirusowego do wygenerowania modelu komdrkowego ostrej biataczki szpikowej z mutacjg
FLT3”; Szkota Gtdwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Ogrodnictwa i
Biotechnologii, realizowanej w Instytucie Hematologii i Transfuzjologii w Warszawie; promotor:
dr n. med. inz. Piotr Mréwka.

6.7. Opieka naukowa

6.7.1. Opieka naukowa nad doktorantami podczas stazu w Hiszpanii

Podczas stazu podoktorskiego w Centrum Badan nad Rakiem w Salamance w Hiszpanii, bytym
opiekunem naukowym (nie promotorem) dwojga doktorantow. Moja rola polegata na pomocy
w optymalizacji doswiadczeri laboratoryjnych, interpretacji wynikow i planowaniu dalszych
badan.

e Dalia Quwaider, Promotor: Gutierrez C Norma, tytut pracy: “Nowe spojrzenie na
réznicowanie komoérek plazmatycznych w szpiczaku mnogim: rola DEPTOR i IRE1”,
(pisownia orginalna: New insights into plasma cell differentiation and unfolded protein
response in multiple myeloma: role of DEPTOR and IRE1) praca realizowana w Centrum
Badan nad Rakiem w Salamance Hiszpanii
obrona: 25-11-2020

e Pedro Mogollon, Promotor: Ocio Enrique, tytut pracy: “Przedkliniczna ocena
mechanizmdéw opornosci na leki immunomodulujgce w szpiczaku mnogim”, (pisownia
orginalna: Evaluacién preclinica de mecanismos de resistencia a farmacos
inmunomoduladores en mieloma multiple), praca realizowana w Centrum Badan nad
Rakiem w Salamance Hiszpanii
obrona: 29-10-2021
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6.7.2. Opieka naukowa realizowana w ramach wymiany miedzynarodowej

Kolejng pracg dydaktycznq byta opieka naukowa nad doktorantem: Agnieszkqg Wesotowskq z
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im M Nenckiego, ktéra odbywata staz naukowy w
laboratorium w Centrum Badarn nad Rakiem w Salamance (Centro de Investigacion del Cancer
Salamanca) w ramach programu Erasmus plus (3 miesigce, 2017). Moim zadaniem byfto
opracowanie hipotezy badawczej dotyczgcej udziatu metylacji w regulacji ekspresji genu
HNRNPA2B1 oraz opracowanie warsztatu badan. Tematyka badar obejmowata rowniez badanie
metylacji DNA promotora genu p53 w liniach komdrkowych szpiczaka i wybranych prdobkach
pacjentow.

6.7.3. Opieka naukowa nad doktorantami

e Promotor pomocniczy pracy doktorskiej mgr Wiktorii Fraczek pt. ,,Wptyw nanoczastek
diamentu na szlak kinaz tyrozynowych w glejaku wielopostaciowym”, ktérej
promotorem jest dr hab. Marta Grodzik prof. SGGW, Instytut Biologii, SGGW w
Warszawie.

6.7.4. Opieka naukowa nad studentami

Opieka naukowa obejmowata zaplanowanie tematu badan, nadzor i weryfikacje poprawnosci
wykonania doswiadczen. Zaproponowane prace badawcze obejmowaty, miedzy innymi,
optymalizacje wprowadzania obcego DNA metodq elektroporacji do linii komdrek
mezenchymalnych i komdrek szpiczaka oraz badanie wptywu nanoczgstek na metylacje DNA.

e Klara Siejda, wydziat Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony Zwierzagt SGGW w Warszawie,
temat pracy inzynierskiej:
“Optymalizacja elektroporacji linii komérkowej HS5”
Planowany termin obrony: styczen 2022

e Wiktoria Lewandowska, Wydziat Biologii i Biotechnologii SGGW w Warszawie, temat
pracy licencjackiej:
“Wptyw nanoczastek na wydajnosé elektroporacji- nukleofekcji komérek linii szpiczaka”
Planowany termin obrony: czerwiec 2022

e Paulina Pisarek, wydziat Hodowli, Bioinzynierii i Ochrony Zwierzagt SGGW w Warszawie,
temat pracy magisterskiej:
»Rola modyfikacji epigenetycznych w efekcie cytotoksycznym powodowanym
nanoczgstkami srebra w komadrkach szpiczaka”
Planowany termin obrony: czerwiec 2022
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7. Inne informacje

Tytut doktora nauk biologicznych uznany za réwnorzedny z hiszpanskim przez Uniwersytet w
Salamance (Universidad de Salamanca), w wyniku procedury homologacji tytutu, co wigzato sie

z osobistym przetfumaczeniem catej rozprawy na jezyk angielski i koniecznoscia jej oceny przez
komisje z Uniwersytetu w Salamance.

7.1. Najwazniejsze szkolenia naukowe

The Manager's Toolkit: A Practical Guide to Managing People at Work, Coursera,
online course, 2018

Medycyna oparta na faktach: wprowadzenie do metaanalizy poprzez praktyczne
przypadki, SIMFIT, CMA i metafor de R. IBSAL, Salamanka, Hiszpania, 2019
Standardy Dobrej Praktyki Klinicznej, IBSAL, Salamanka, Hiszpania, 2020

p&'&\ (/IM \-{_ 12.2/1’\/\4.’1;‘“/‘,.‘

(podpis wnioskodawcy)
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Zatacznik 4

WYKAZ OSIAGNIEC NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH,
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NAUK BIOLOGICZNYCH

dr inz. Patryk Krzeminski

Katedra Nanobiotechnologii

Instytut Biologii
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|. INFORMACIJA O OSIAGNIECIACH NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH, O
KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1. PKT 2 USTAWY

1. Monografia naukowa, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2a Ustawy;
brak

2. Cykl powigzanych tematycznie artykutdéw naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b
Ustawy;

Osiggniecie naukowe stanowi cykl pieciu, powigzanych tematycznie prac naukowych (4
oryginalnych i jednej przeglagdowej), opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie w bazie
Journal Citation Reports o facznym IF=23.81

Nazwa cyklu:
“Wplyw wybranych zmian genetycznych i epigenetycznych na patogeneze szpiczaka
plazmocytowego”

Artykuty wchodzgce w skfad cyklu:

1. Krzeminski Patryk, Sarasquete E Maria, Misiewicz-Krzeminiska Irena, Corral Rocio,
Corchete A Luis, Martin A Ana, Garcia-Sanz Ramén, San Miguel F Jesus, Gutiérrez C
Norma.

Insights into epigenetic regulation of microRNA-155 expression in multiple myeloma.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Gene Regulatory Mechanisms, 2015, 1849 (3),
353-366

IF2015=6.26, punkty MNiSW3015=40, Liczba cytowan do 01/11/2021=12(15)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu i wykonaniu wszystkich
doswiadczer z wyjgtkiem analizy ekspresji mikroRNA155 w prébkach RNA pacjentéw
chorych na szpiczaka plazmocytowego. Przeprowadzitem doswiadczenia polegajgce na
sprawdzeniu poziomu metylacji DNA promotora genu gospodarza mikroRNA155.
Wybratem sekwencje DNA do analizy, zaprojektowatem potrzebne oligonuklotydy,
zoptymalizowatem reakcje PCR i MSP-PCR (ang. Methylation Specific PCR).
Przeprowadzitem modyfikacie DNA za pomocq wodorosiarczanu sodu umoZliwiajgcq
badanie metylacji DNA. Sklonowatem sekwencje promotora genu gospodarza
mikroRNA155 i wklonowatem do wektora (plazmidu) umozliwiajgcego badanie metylacji
DNA in vitro. Zoptymalizowatem i wykonatem doswiadczenia ChIP (ang. Chromatin
Immuno Precipitation). Zoptymalizowatem i wykonatem doswiadczenia EMSA (ang.
Electrophoretic Mobility Shift Assay). Zaprojektowatem oligonuklotydy w celu
przeprowadzenia reakcji RMDM (ang. RNA mediated DNA methylation). Zbadatem
wplyw dziatania decytabiny na metylacja promotora genu gospodarza mikroRNA155.
Wyekstrahowatem DNA z probek pacjentéow chorych na szpiczaka plazmocytowego w
celu zbadania metylacji promotora genu gospodarza mikroRNA-155. Opracowatem i
przeanalizowatem wyniki. Przygotowatem dane, Zrddta bibliograficzne, tabele, ryciny
oraz tekst manuskryptu. Moj udziat w powstanie tej pracy oceniam na 85%.



2. Krzeminski Patryk, Corchete A Luis, Garcia L Juan, Lopez-Corral Lucia, Ferminan
Encarna, Garcia M Eva, Martin A Ana, Hernandez-Rivas M Jesus, Garcia-Sanz Ramoén,
San Miguel F Jesus, Gutiérrez C Norma.

Integrative analysis of DNA copy number, DNA methylation and gene expression in
multiple myeloma reveals alterations related to relapse.
Oncotarget, 2016, 7 (49), 80664-80679

IF2016=5.32, punkty MNiSWa016=40, Liczba cytowar do 01/11/2021=11(10)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu hipotezy i koncepcji badan
oraz na wykonaniu wiekszosci doswiadczen. Wyekstrahowatem DNA i RNA z 40 prdbek
pacjentow chorych na szpiczaka plazmocytowego. Przygotowatem i wykonatem
hybrydyzacje immunoprecypitowanych i amplifikowanych probek DNA do
mikromacierzy pozwalajgcych na badanie metylacji DNA. Zaprojektowatem analize
danych mikromacierzy. Zaplanowatem i przeprowadzitem walidacje otrzymanych
wynikow przy uZyciu linii komdrkowych szpiczaka plazmocytowego. Zinterpretowatem i
napisatem tekst manuskryptu. Przeprowadzitem analize bibliograficzng i przygotowatem
ostateczne wersje wszystkich rycin i tabel, przygotowatam kolejne wersje manuskryptu.
Moj udziat w powstanie tej pracy oceniam na 80%.

3. Misiewicz-Krzeminska Irena, Krzeminski Patryk, Corchete A Luis, Quwaider Dalia, Rojas
A Elizabeta, Belén Herrero Ana, Gutiérrez C Norma.
Factors regulating microRNA expression and function in multiple myeloma.
Non-coding RNA, 2019, 5 (1), 9

IF2019=2.03, punkty MNiSW>015=20, liczba cytowan do 01/11/2021=13(13)

Modj wktad w powstanie tej pracy polegat na analizie bibliograficznej, napisaniu rozdziatu
na temat requlacji mikroRNA przez zmiany epigenetyczne i przygotowaniu czesci rycin i
tabel. Mdj udziat w powstanie tej pracy oceniam na 20%.

4. Krzeminski Patryk, Garcia-Sanz Ramon, Gutiérrez C Norma.
Zebularine-induced myeloma cell death is accompanied by decreased c-Myc expression.
Cellular oncology, 2020, Aug;43(4):743-750
IF2020=5.3, punkty MNiSW,020=100, liczba cytowan do 01/11/2021=2(2)

Mdj wkitad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu hipotezy i koncepcji badan
oraz na wykonaniu wszystkich opisanych w pracy doswiadczen. Miedzy innymi,
wykonatem doswiadczenia sprawdzajqce zmiany poziomu metylacji DNA w 9 liniach
komdrkowych szpiczaka plazmocytowego traktowanych zebularynq. Wykazatem, ze
inkubacja komdrek linii szpiczaka z zebularyng powoduje obnizenie ilosci biatka cMyc.
Wykazatam, ze jednym z mechanizmdw Smierci komdrek szpiczaka powodowanej
zebularyng sq uszkodzenia DNA. Przeprowadzitem doswiadczenia wskazujgce na udziat
enzymu deaminazy cytydyny (CDA) na aktywnos¢ zebularyny. Przeprowadzitem analize
bibliograficzng i przygotowatem wszystkie ryciny i tabele, napisatem i przygotowatem
kolejne wersje manuskryptu. Mdj udziat w powstanie tej pracy oceniam na 90%.



5.

Misiewicz-Krzeminska Irena, de Raman Cristina, Corchete A Luis, Krzeminski Patryk,
Rojas A Elizabeta, Isidro Isabel, Garcia-Sanz Ramon, Martinez-Lépez Juan, Oriol Albert,
Bladé Jorge, Lahuerta J Juan, San Miguel F Jesus, Rosifiol Laura, Mateos V Maria,

Gutiérrez C Norma.
Quantitative expression of Ikaros, IRF4, and PSMD10 proteins predicts survival in VRD-

treated patients with multiple myeloma
Blood Advances, 2020, Dec 8;4(23):6023-6033

IF2020=4.9, punkty MNiSW,020=40, liczba cytowan do 01/11/2021=2(2)

Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na rozwinieciu hipotezy i koncepcji badar oraz
interpretacji wynikéw doswiadczen. Zaproponowatem badanie receptora dla
glukokortykoidéw (GCR) i eksportyny (XPO1). Bratem udziat w organizacji wynikéw
doswiadczen i sposobie ich przedstawienia. Przeprowadzitem analize bibliograficzng
zwigzang z regulacjq aktywnosci biatek odpowiedzialnych za dziatanie glikokortykoidow,
bratem udziat w przygotowywaniu rycin, tabel i tworzeniu kolejnych wersji manuskryptu.
MGdj udziat w powstanie tej pracy oceniam na 35%.

Catkowity Impact Factor wymienionych prac z moim udziatem: 23,81

3. Wykaz zrealizowanych oryginalnych osiggnie¢ projektowych, konstrukcyjnych,
technologicznych lub artystycznych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2c Ustawy.

brak



IIl. INFORMACJA O AKTYWNOSCI NAUKOWEJ ALBO ARTYSTYCZNE)

1. Wykaz opublikowanych monografii naukowych (z zaznaczeniem pozyc;ji
niewymienionych w pkt 1.1).
brak

2. Wykaz opublikowanych rozdziatéw w monografiach naukowych.
brak

3. Informacja o cztonkostwie w redakcjach naukowych monografii.
brak

4. Wykaz opublikowanych artykutéw w czasopismach naukowych (z zaznaczeniem pozyc;ji
niewymienionych w pkt 1.2).

Publikacje naukowe w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports
(JRC) niewymienione w pkt 1.2

4.1 Artykuty opublikowane przed uzyskaniem stopnia doktora:

1. Bobeszko Marta, Krzeminski Patryk, Pomorski Pawet, Dygas Anna, Bararska Jolanta.
Expression and regulation of phospholipase D isoforms in sphingosine and phorbol
ester-stimulated glioma C6 cells.

Biochemical and Biophysical Research Communications, 2004, 317 (3), 689-696

IF2004=2.9, punkty MNiSW004=12

MGdj wktad polegat na wykonaniu doswiadczen sprawdzajgcych zmiany
cytoszkieletu aktynowego po traktowaniu komdrek glejaka linii C6, sfingozyng.

2. Krzeminski Patryk*
Modulation of ERK1/2 activity is crucial for sphingosine-induced death of glioma Cé6
cells.
Acta Biochimica Polonica, 2005, 52 (4), 927-930
IF2005=2.08, punkty MNiSW,005=10
Modj wktad polegat na wykonaniu wszystkich doswiadczen w tej pracy, analizie
wynikow napisaniu manuskryptu.

3. Banachewicz Wiktor, Suptat Dorota, Krzeminski Patryk, Pomorski Pawet, Barariska
Jolanta.
P2 nucleotide receptors on C2C12 satellite cells.
Purinergic signaling, 2005, 1 (3), 249-257
IF2005=0.63, punkty MNiSW;005=0
M0dj wktad polegat na wykonaniu zdjec zréznicowanych komdrek linii C2C12 i
pomocy przy analizie ilosci biatek.



Ktopocka Wanda, Wierzbicka Katarzyna, Pomorski Pawet, Krzeminski Patryk, Wasik
Anna.

Cofilin-like Protein Influences the Motility of Amoeba proteus.

Acta Protozoologica, 2006, 1963; 45, 449-393

IF2006=1.1, punkty MNiSW006=10

Mj wktad polegat na wykonaniu analizy biatek metodq Western Blot.

Targos Berenika, Pomorski Pawet, Krzeminski Patryk, Baranska Jolanta, Redowicz J
Maria.

Effect of Rho-associated kinase inhibition on actin cytoskeleton structure and calcium
response in glioma C6 cells.

Acta Biochimica Polonica, 2006, 53 (4), 825-831

IF2006=1.3, punkty MNiSW,006=10

Mj wktad polegat na wykonaniu barwienia cytoszkieletu aktynowego.

Krzeminski Patryk, Misiewicz Irena, Pomorski Pawet, Kasprzycka-Guttman Teresa,

Baranska Jolanta.

Mitochondrial localization of P2Y1, P2Y2 and P2Y12 receptors in rat astrocytes and

glioma Cé6 cells.

Brain Research Bulletin, 2007, 71 (6), 587-592

|ono7=1.93, punkty MNiSW2007=20
Méj wktad polegat na zaplanowaniu i wykonaniu doswiadczen za wyjgtkiem
analizy co-lokalizacji bandanach receptoréw z mitochondriami.
Przeprowadzitem analize bibliograficzng i przygotowatem wszystkie ryciny i
tabele, napisatem i przygotowatem kolejne wersje manuskryptu.

Krzeminski Patryk, Suptat Dorota, Czajkowski Rafat, Pomorski Pawet, Baranska Jolanta.
Expression and functional characterization of P2Y1 and P2Y12 nucleotide receptors in
long-term serum-deprived glioma C6 cells.
FEBS Journal, 2007 274 (8), 1970-1982
IF2007=3.39, punkty MNiSW007=10
M0dj wktad polegat na wykonaniu wiekszosci doswiadczen, opracowaniu
graficznym wynikdw, analizie bibliograficznej oraz napisaniu czesci
manuskryptu.

Suptat Dorota, Krzeminski Patryk, Pomorski Pawet, Baranska Jolanta.

P2Y1 and P2Y12 receptor cross-talk in calcium signalling: Evidence from nonstarved
and long-term serum-deprived glioma C6 cells.

Purinergic signaling, 2007, 3 (3), 221-230

|ono7=0.6, punkty MNiSW2007=10

Mdj wktad polegat na wykonaniu czesci doswiadczen, wsparciu merytorycznym
i analizie bibliograficznej.

Pomorski Pawet, Krzeminski Patryk, Wasik Anna, Wierzbicka Katarzyna, Bararska
Jolanta.

Actin dynamics in Amoeba proteus motility.

Protoplasma, 2007, 231 (1-2), 31-41

IF2007=1.68, punkty MNiSW;007=20

Mdj wktad polegat na wykonaniu czesci doswiadczen, wsparciu merytorycznym
i analizie bibliograficznej.



10. Krzeminski Patryk, Pomorski Pawet, Baranska Jolanta.

The P2Y14 receptor activity in glioma C6 cells.

European Journal of Pharmacology, 2008, 594 (1-3), 49-54

IF2008=2.5, punkty MNiSW008=20
Mdj wktad polegat na wykonaniu wszystkich doswiadczen, analizie
bibliograficznej, sporzgdzeniu rycin i napisaniu manuskryptu.

*autor korespondencyjny

4.2 Artykuty opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora niewchodzace w cykl
habilitacyjny:

1.

Korczynski Jarostaw, Sobierajska Katarzyna, Krzeminski Patryk, Wasik Anna, Wypych
Dorota, Pomorski Pawet, Ktopocka Wanda.

Is MLC phosphorylation essential for the recovery from ROCK inhibition in glioma C6 cells.
Acta Biochimica Polonica, 2011, 58 (1), 125-130.

IF2011=1.4, punkty MNiSW2011=15

Moj wktad polegat na wykonaniu czesci doswiadczen, wsparciu merytorycznym
i analizie bibliograficznej.

Misiewicz-Krzeminska Irena, Sarasquete E Maria, Quwaider Dalia, Krzeminski Patryk,
Ticona V Fany, Paino Teresa, Delgado Manuel, Aires Andreia, Ocio M Enrique, Garcia-
Sanz Ramadn, San Miguel F Jesus, Gutiérrez C Norma.
Restoration of microRNA-214 expression reduces growth of myeloma cells through
positive regulation of P53 and inhibition of DNA replication.
Haematologica, 2013, 98 (4), 640-648.
IF2013=5.86, punkty MNiSW,013=40
Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegat na optymalizacji analizy metylacji
DNA promotora genu mikroRNA214 i przeprowadzeniu odpowiednich
doswiadczen z zastosowaniem linii komdrkowych szpiczaka plazmocytowego.

Paino Teresa, Sarasquete E Maria, Paiva Bruno, Krzeminski Patryk, San-Segundo Laura,
Corchete A Luis, Redondo Alba, Garayoa Mercedes, Garcia-Sanz Ramén, Gutiérrez C
Norma, Ocio M Enrique, San-Miguel F Jesus.
Phenotypic, Genomic and Functional Characterization Reveals No Differences between
CD138++ and CD138 low Subpopulations in Multiple Myeloma Cell Lines.
PloS one, 2014, 9 (3), €9237.
|F2014=3.2, punkty MNiSW2014=40
Mdj wktad polegat na wykonaniu barwien biatka CD138 w komdrkach
szpiczaka, wsparciu merytorycznym, analizie bibliograficznej i interpretacji
wynikow.

Herrero B Ana, Rojas A Elizabeta, Misiewicz-Krzeminska Irena, Krzeminski Patryk,
Gutiérrez C Norma.

Molecular Mechanisms of p53 Deregulation in Cancer: An Overview in Multiple
Myeloma.

International Journal of Molecular Sciences, 2016, Nov 30;17(12):2003.
IF2016=3.2, punkty MNiSW;016=30



Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na analizie bibliograficznej, napisaniu
rozdziatu na temat regulacji ekspresji TP53 przez metylacje DNA,
przygotowaniu rycin i tabel napisaniu odpowiedniej czesci manuskryptu.

5. Misiewicz-Krzeminska Irena, Sarasquete E Maria, Vicente-Duefias Carolina, Krzeminski
Patryk, Wiktorska Katarzyna, Corchete A Luis, Quwaider Dalia, Rojas A Elizabeta, Corral
Rocio, Martin A Ana, Escalante Fernando, Barez Abelardo, Garcia L Juan, Sanchez-
Garcia Isidro, Garcia-Sanz Ramodn, San Miguel F Jesus, Gutiérrez C Norma.
Post-transcriptional modifications contribute to the upregulation of cyclin D2 in
multiple myeloma.

Clinical Cancer Research, 2016, 22 (1), 207-217.

IF2016=9.62, punkty MNiSW,016=45
Mdéj wktad w powstanie tej pracy polegat na optymalizacji analizy metylacji
DNA promotora genu Cykliny D2 i przeprowadzeniu odpowiednich doswiadczen
z zastosowaniem 5 linii komdrkowych szpiczaka plazmocytowego.

6. Garcia LJuan, Lozano Ramon, Misiewicz-Krzeminska Irena, Ferndandez-Mateos Jorge,
Krzeminski Patryk, Alfonso Sailyn, Marcos A Rosana, Garcia Ramon, Gémez-Veiga
Francisco, Virseda Alfredo, Herrero Mercedes, Olmos David, Cruz-Hernandez J Juan.

A novel capillary nano-immunoassay for assessing androgen receptor splice variant 7 in
plasma. Correlation with CD133 antigen expression in circulating tumor cells.

Clinical and Translational Oncology, 2017, 19 (11), 1350-1357.

|F2017=3, punkty MNiSW2017=15

M0dj wktad polegat na wykryciu i wykonaniu analizy biatka ARV-7 w lizatach linii
komdrkowych i prébkach pochodzgcych od pacjentdw, interpretacji wynikow i
wsparciu merytorycznym.

7. Quwaider Dalia, Corchete A Luis, Misiewicz-Krzeminska Irena, Sarasquete E Maria,
Pére J José, Krzeminski Patryk, Puig Noemi, Mateos V Maria, Garcia-Sanz Ramoén,
Herrero B Ana, Gutiérrez C Norma.

DEPTOR maintains plasma cell differentiation and favorably affects prognosis in
multiple myeloma.
Journal of Hematology & Oncology, 2017, 10 (1), 92.
|F2017=7.3, punkty MNiSW2017=40
Moéj wktad polegat na wykonaniu czesci doswiadczen, wsparciu merytorycznym
i analizie bibliograficznej.

8. Pankiewicz Piotr, Szybifski Marcin, Kisielewska Katarzyna, Gotebiowski Filip,
Krzeminski Patryk, Rutkowska-Wtodarczyk Izabela, Moszczynski-Petkowski Rafat,
Gurba-Bryskiewicz Lidia, Delis Monika, Mulewski Krzysztof, Damian Smuga,
Dominowski Jakub, Janusz Artur, Gérka Michat, Abramski Krzysztof, Napiérkowska
Agnieszka, Nowotny Marcin, Dubiel Krzysztof, Kalita Katarzyna, Wieczorek Maciej,
Pieczykolan Jerzy, Mattoka Mikotaj.

Do Small Molecules Activate the TrkB Receptor in the Same Manner as BDNF?
Limitations of Published TrkB Low Molecular Agonists and Screening for Novel TrkB
Orthosteric Agonists.

Pharmaceuticals, 2021, 14(8), 704.

IF2021=4.28, punkty MNiSW,0,1=100

Mdj wktad polegat na zoptymalizowaniu i wykonaniu badan przesiewowych
biblioteki 600 zwigzkdw zaprojektowanych tak zeby aktywowac biatko TrkB.
Badania byty wykonane stosujqgc technike termoforezy.
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Liczba publikacji uzyskanych po otrzymaniu tytutu doktora niewchodzgcych w cykl

habilitacyjny: 8
Catkowity Impact factor publikacji uzyskanych po otrzymaniu tytutu doktora i niewchodzgcych

w cykl habilitacyjny: 37.86
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5. Wykaz osiggniec¢ projektowych, konstrukcyjnych, technologicznych (z zaznaczeniem
pozycji niewymienionych w pkt I.3).
Nie dotyczy

6. Wykaz publicznych realizacji dziet artystycznych (z zaznaczeniem pozycji
niewymienionych w pkt 1.3).
Nie dotyczy

7. Informacja o wystgpieniach na krajowych lub miedzynarodowych konferencjach
naukowych lub artystycznych, z wyszczegdlnieniem przedstawionych wyktadéw na
zaproszenie i wyktadéw plenarnych.

7.1 Wystapienia na krajowych lub miedzynarodowych konferencjach naukowych- wykfady
na zaproszenie

1. Krzeminski Patryk, Barariska Jolanta. 13" World Congress on Advances in Oncology and
11th International Symposium on Molecular Medicine, Hersonissos, Grecja, 9-11
pazdziernika 2008 (doniesienie ustne). Wyktad na zaproszenie organizatorow.

2. Krzeminski Patryk, Baranska Jolanta. P2Y1 and P2Y12 nucleotide receptors and their
role in modulation of cellular signaling in glioma cell lines. 43 Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, | Kongres Polskiej Biochemii i Biologii Komarki, Olsztyn,
8-11 wrzesnia 2008 (doniesienie ustne). Wykfad na zaproszenie organizatorow.

7.2 Wystgpienia na krajowych lub miedzynarodowych konferencjach naukowych-
Doniesienia konferencyjne

1. Poster (Doniesienie konferencyjne): Expression levels of p53 mRNA isoforms refine
prognosis in Multiple Myeloma. Rojas Elizabeta, Corchete Luis, De Ramon Cristina,
Quwaider Dalia, Krzeminski Patryk, Martinez-Lépez Joaquin, Garcia-Sanz Ramdn, Bladé
Joan, Lahuerta Juan, San Miguel Jesus, Mateos V Maria, Misiewicz-Krzeminska Irena,
Gutiérrez C Norma. 25" Congress of European-Hematology-Association, EHA Library.
06/12/20; 294791; EP874, 2020

2. Poster (Doniesienie konferencyjne): Transcriptome analysis after Dexamethasone
exposure differentiates response to glucocorticoids in Multiple Myeloma. Krzeminski
Patryk , Corchete Luis, Garcia-Sanz Ramon, Gutiérrez C Norma, 24" Congress of
European-Hematology-Association, Amsterdam, Holandia, HemaSphere 3, 947, 2019

3. Poster (Doniesienie konferencyjne): Molecular mechanisms of the novel c-Myc
targeted compound IDP-501 in MM. Krzeminski Patryk, Gonzdlez Méndez Lorena, San
Segundo Laura, Mogollén Pedro, Diaz Andrea, Ocio M Enrique. 06/15/18; 214969;
PF515, 23™ Congress of European-Hematology-Association, Stockholm, Szwecja, 14-17
czerwca 2018, EHA Library

4. Poster (Doniesienie konferencyjne): Integrative analysis of DNA copy number, DNA
methylation and gene expression in Multiple Myeloma reveals alteration related to
relapse. Krzeminski Patryk, Corchete Luis, Martin Ana, Lopez-Corral Lucia, Fermifidn
Encarna, Garcia Eva, Garcia Juan, Hernandez-Rivas Jesus, Garcia-Sanz Ramon, San
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Miguel Jesus, Gutiérrez Norma, EHA Library. Krzeminski P. 06/09/16; 132803; E1254,
2016

Poster (Doniesienie konferencyjne): Efecto de la modulacion farmacoldgica del
spliceosoma en el patrén de splicing de ARN de las células mielomatosas. Rojas
Elizabeta, Misiewicz-Krzeminska Irena, Corchete Luis, Fermifian Encarna, Isidro Isabel,
Patryk Krzeminski, Lépez-Corral Lucia, Gutiérrez Norma. LVI Congreso Nacional de la
SEHH y XXX Congreso Nacional de la SETH, Madryt, Hiszpania, 2014

Poster (Doniesienie konferencyjne): Post-Transcriptional Modifications Explain the
Overexpression of CCND2 in Multiple Myeloma. Misiewicz-Krzemiriska Irena,
Sarasquete Maria, Vicente-Duefias Carolina, Krzeminski Patryk, Wiktorska Katarzyna,
Quwaider Dalia, Rojas Elizabeta, Corral Rocio, Corchete Luis, Martin Ana, Escalante
Fernando, Barez Abelardo, Garcia Juan, Sanchez-Garcia Isidro, Garcia-Sanz Ramodn, San
Miguel Jesus, Gutierrez Norma. 54" Annual Meeting and Exposition of the American-
Society-of-Hematology (ASH), San Francisco, USA, 2014

Poster (Doniesienie konferencyjne): A novel function of DEPTOR in multiple myeloma:
commitment to plasma cell maturation. Quwaider Dalia, Herrero Ana, Krzeminski
Patryk, Corchete Luis, Puig Noemi, Mateos Maria, Garcia-Sanz Ramadn, Gutiérrez
Norma. 15" International Myeloma Workshop. Wtochy, September 23-26, Clinical
Lymphoma, Myeloma and Leukemia 15, e215-e216, 2015

Poster (Doniesienie konferencyjne): Mechanisms responsible for the de-regulation of
cereblon as a central element in resistance to immunomodulators in multiple
myeloma. Mogollon Pedro, Gonzalez-Mendez Lorena, Hernandez-Garcia Suzana,
Krzeminski Patryk, Diaz-Tejedor Andrea, San-Segundo Laura, Algarin Esperanza,
Martin-Sanchez Maria, Benayas Beltran, Corchete Luis, Gutierrez C Norma, Mateos V
Maria, Garcia Juan, Paino Teresa, Garayoa Mercedes, Ocio Enrique.

Congress of European-Hematology-Association, Stockholm, Szwecja, 14-17 czerwca
2018, EHA Library Haematologica V 103, 84-85, 2018

Poster (Doniesienie konferencyjne): Polymerization of actin in migrating and
pinocytotic Amoeba proteus. Pomorski Pawet, Wasik Anna, Krzeminski Patryk,
Wierzbicka Katarzyna, Baranska Jolanta. PP-935, FEBS congress, The Febs Journal 273,
2006

Poster (Doniesienie konferencyjne): Actin dynamic in Amoeba proteus motility: PP-
938. Ktopocka Wanda, Pomorski Pawet, Krzeminski Patryk, Wasik Anna, Baranska
Jolanta. FEBS congress, The Febs Journal 273, 2006

Poster (Doniesienie konferencyjne): Adenosine receptors in growth arrested glioma
cells: PP-59. Krzeminski Patryk, Baranska Jolanta. FEBS congress, The Febs Journal 273,
2005

Poster (Doniesienie konferencyjne): Relation between P2Y and MAPK signaling in
serum-deprived and non-starved C6 glioma cells. Krzeminski Patryk, Czajkowski Rafat,
Pomorski Pawet, Barariska Jolanta. Parnas conference. - 77, Ne 2 C. 63, 2005

Poster (Doniesienie konferencyjne): P2X receptors in glioma C6 cells. Anna Dygas,
Krzeminski Patryk, Suptat Dorota, Bobeszko-Kacperska Marta, Baraniska Jolanta.
Parnas conference. - 77, Ne 2 - C. 52, 2005

Poster (Doniesienie konferencyjne): P2 nucleotide receptors on C2C12 cells. Suptat
Dorota, Krzeminski Patryk, Banachewicz Wiktor, Pomorski Pawet, Barariska Jolanta.
Parnas conference. - 77, Ne 2 C. 77, 2005

Poster (Doniesienie konferencyjne): Role of calcium signaling in compensation of Rho
dependent kinase inhibition. Korczynski Jarostaw, Gregor Arthur, Krzeminski Patryk,
Pomorski Pawet, Wasik Anna, Ktopocka Wanda.

Parnas conference. - 81, N2 4 C. 88, 2005
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8. Informacja o udziale w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych

lub miedzynarodowych, z podaniem petnionej funkciji.
brak

9. Informacja o uczestnictwie w pracach zespotéw badawczych realizujacych projekty
finansowane w drodze konkurséw krajowych lub zagranicznych, z podziatem na projekty
zrealizowane i bedace w toku realizacji, oraz z uwzglednieniem informacji o petnionej
funkcji w ramach prac zespotow.

9.1 Projekty w toku realizacji

1. TYTUL PROJEKTU: Badanie roli cykliny D w patogenezie szpiczaka mnogiego i jej
znaczenia prognostycznego
NUMER PROJEKTU: P119 / 00674
GtOWNY BADACZ: Gutiérrez C Norma
ROLA W PROJEKCIE: wykonawca
PODMIOT PRZYZNAIJACY: Instytut Zdrowia Im. Karola Ill, Hiszpania
UDZIELONA KWOTA: 850 000 ztotych
CZAS TRWANIA: 01.01.2020-12.12.2023

2. TYTUL PROJEKTU: W kierunku medycyny precyzyjnej w szpiczaku: poszukiwanie
biomarkerdw predykcyjnych, pokonywanie opornosci i poszukiwanie nowych
celéw terapeutycznych
NUMER PROJEKTU: PROYE20047GUTI
GtOWNY BADACZ: Gutiérrez C Norma
ROLA W PROJEKCIE: wykonawca
PODMIOT PRZYZNAJACY: Fundacja Naukowa Hiszpanskiego Stowarzyszenia Walki z
Rakiem
UDZIELONA KWOTA: 1 200 000 ztotych
CZAS TRWANIA: 01.01.2021 - 12.12.2024

3. TYTUL PROJEKTU: Biologiczna ewaluacja nowych inhibitorow biatka c-Myc
NUMER PROJEKTU: nie dotyczy
GtOWNY BADACZ: Santiago Esteban
ROLA W PROJEKCIE: kierownik wspomagajacy (ang. co-leader)
PODMIOT PRZYZNAJACY: IDP-Pharma, Hiszpania
CZAS TRWANIA: 0od 01.01.2017
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9.2 Projekty zrealizowane

4. TYTUL PROJEKTU: Identyfikacja gendw niezbednych do przezycia komdrek
szpiczaka mnogiego za pomocg technologii CRISPR-Cas9
NUMER PROJEKTU: GRS1833 /A /18
ROLA W PROJEKCIE: wykonawca
GtOWNY BADACZ: Gutiérrez C Norma
PODMIOT PRZYZNAJACY: Zarzad Regionalny Zdrowia Publicznego Regionu
Autonomicznego Kastylii i Leon, Hiszpania
UDZIELONA KWOTA: 60 000 ztotych
CZAS TRWANIA: 01.01.2019 - 31.12.2019

5. TYTUL PROJEKTU: Badanie zaburzen regulacji transkryptomu wywotanego
deksametazonem w szpiczaku mnogim, jako cel pokonania opornosci na
glukokortykoidy
NUMER PROJEKTU: GRS1654 / A/ 17
GtOWNY BADACZ: Gutiérrez C Norma
ROLA W PROJEKCIE: gtéwny wykonawca
PODMIOT PRZYZNAJACY: Zarzad Regionalny Zdrowia Publicznego Regionu
Autonomicznego Kastylii i Leon, Hiszpania
UDZIELONA KWOTA: 80 000 ztotych
CZAS TRWANIA: 01.01.2018 - 31.12.2018

6. TYTUL PROJEKTU: Badanie stanu funkcjonalnego p53 w szpiczaku mnogim i jego
wptyw na odpowiedz terapeutyczng i przezycie pacjentéow
NUMER PROJEKTU: PI16 / 01074
GLOWNY BADACZ: Gutiérrez C Norma
ROLA W PROJEKCIE: wykonawca
PODMIOT PRZYZNAJACY: Instytut Zdrowia Im. Karola Ill, Hiszpania
UDZIELONA KWOTA: 600 000 ztotych
CZAS TRWANIA: 01.01.2017 - 31.12.2019

7. TYTUL PROJEKTU: Ocena aktywnosci przeciwnowotworowej amilorydu w
przedklinicznych modelach szpiczaka mnogiego
NUMER PROJEKTU: BIO / SA22 / 15
GtOWNY BADACZ: Misiewicz-Krzeminska Irena
ROLA W PROJEKCIE: wykonawca
PODMIOT PRZYZNAJACY: Zarzad Regionalny Zdrowia Publicznego Regionu
Autonomicznego Kastylii i Leon, Hiszpania
UDZIELONA KWOTA: 120 000 ztotych
CZAS TRWANIA: 01.01.2015 - 31.12.2015
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8. TYTUL PROJEKTU: Analiza markeréw opornosci w szpiczaku mnogim i opracowanie
terapeutycznych mozliwosci przezwyciezenia opornosci: projekt oparty na dwdch
krajowych wieloosrodkowych badaniach
NUMER PROJEKTU: GCB120981SAN_Cna
GtOWNY BADACZ: Garcia-Sanz Ramén
ROLA W PROJEKCIE: wykonawca
CZAS TRWANIA: 2013 - 2017
PODMIOT PRZYZNAJACY: Fundacja Naukowa Hiszpanskiego Stowarzyszenia Walki z
Rakiem

9. TYTUL PROJEKTU: Badanie mechanizméw odpowiedzialnych za nabytg opornos¢
na nowe leki przeciwko szpiczakowi mnogiemu
NUMER PROJEKTU: P111/01465
GtOWNY BADACZ: Ocio San Miguel Enrique Maria
ROLA W PROJEKCIE: wykonawca
PODMIOT PRZYZNAIJACY: Instytut Zdrowia Im. Karola lll, Hiszpania
UDZIELONA KWOTA: 500 000 ztotych
CZAS TRWANIA: 01.01.2012 - 31.12.2014

10. TYTUL PROJEKTU: Badanie genetycznych podstaw nawrotu szpiczaka mnogiego
poprzez integracje analizy genomu i globalnej metylacji
NUMER PROJEKTU: GRS 702/A/11
GLOWNY BADACZ: Gutiérrez C Norma
ROLA W PROJEKCIE: gtdwny wykonawca
PODMIOT PRZYZNAJACY: Fundacja Naukowa Hiszpanskiego Stowarzyszenia Walki z
Rakiem
UDZIELONA KWOTA: 400 000 ztotych
CZAS TRWANIA: 15/03/2011 - 15/03/2013

11. TYTUL PROJEKTU: Ekspresja receptoréw nukleotydowych w komérkach glejaka Cé
oraz glioblastomy multiforme T98g i glioblastomy LN-18
NUMER PROJEKTU: 1945/P01/2007/32
GLOWNY BADACZ: Barariska Jolanta
ROLA W PROJEKCIE: wykonawca (grant promotorski)
PODMIOT PRZYZNAJACY: Minister Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
UDZIELONA KWOTA: 50 000 ztotych
CZAS TRWANIA: 01/03/2007 - 01/03/2008

Zrealizowane projekty: 11
Projekty w realizacji: 3
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10. Cztonkostwo w miedzynarodowych lub krajowych organizacjach i towarzystwach
naukowych wraz z informacjg o petnionych funkcjach.

Europejskie Stowarzyszenie Hematologiczne, cztonek zwyczajny
Polskie Towarzystwo Biochemiczne, cztonek zwyczajny
Polskie Towarzystwo Genetyczne, cztonek zwyczajny
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11. Informacja o odbytych stazach w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym
zagranicznych, z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru.

01.07.2009- 09.09.2021, 11 lat, staz podoktorski, Centrum Badan nad Rakiem, Wydziat
Hematologii, Szpital Uniwersytecki w Salamance, Hiszpania (Centro de Investigacién del
Cancer, Departamento de Hematologia, Hospital Universitario de Salamanca, Espafia)

12. Cztonkostwo w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism wraz z
informacja o petnionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczacego rady
naukowej, itp.).

brak

13. Informacja o recenzowanych pracach naukowych lub artystycznych, w szczegdlnosci
publikowanych w czasopismach miedzynarodowych.

1. International Journal of Cancer 2020, 2 manuskrypty
2. OncoTargets and Therapy, 2020, 1 manuskrypt
3. Cancer Management and Research, 2020, 1 manuskrypt
4. European Journal of Haematology 2017, 1 manuskrypt
5. Cell Biochemistry & Function 2015, 1 manuskrypt

Recenzja pracy inzynierskiej pt: “Konstrukcja wektora lentiwirusowego do
wygenerowania modelu komérkowego ostrej biataczki szpikowej z mutacjg FLT3”;
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Ogrodnictwa i
Biotechnologii.

14. Informacja o uczestnictwie w programach europejskich lub innych programach
miedzynarodowych.
Brak

15. Informacja o udziale w zespotach badawczych, realizujacych projekty inne niz
okreslone w pkt. I1.9.

15.1. Udziat jako kierownik wspomagajacy (ang. co-leader) w projekcie
realizowanym we wspdtpracy z Dr Enrique Ocio z Szpitala Uniwersyteckiego
w Santanderze (Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Universidad de
Cantabria), Santander, Hiszpania, i IDP-Pharma, Barcelona, Hiszpania

15.2. Wspbtpraca z Dr Sara Lopez-Gomollon, RNA Silencing and Disease Resistance
Group, Department of Plant Sciences University of Cambridge, Wielka
Brytania, majgca na celu opracowanie nowej metody badania metylacji DNA.
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15.3. Wspotpraca z Dr Juan Luis Garcia Hernandez z Uniwersyteckiego Szpitala w
Salamance majgca na celu optymalizacje badania metylacji DNA izolowanego
z osocza pacjentow chorych na raka prostaty.

16. Informacja o uczestnictwie w zespotach oceniajacych wnioski o finansowanie badan,
whnioski o przyznanie nagrdd naukowych, wnioski w innych konkursach majgcych
charakter naukowy lub dydaktyczny.

brak

lIl. INFORMACIA O WSPOLPRACY Z OTOCZENIEM SPOLECZNYM |
GOSPODARCZYM

1. Wykaz dorobku technologicznego.
brak

2. Informacja o wspétpracy z sektorem gospodarczym.

2.1 Koordynowanie doswiadczen realizowanych w ramach projektu poswieconego
badaniu funkcji nowych inhibitoréw biatka cMyc. Méj udziat polegat miedzy innymi na
ocenie hamowania interakcji biatka cMyc z biatkiem MAX pod wptywem dziatania
nowego inhibitora, analizie i interpretacji wynikéw zaplanowaniu doswiadczen
niezbednych do otrzymania patentu. Doswiadczenia byty wykonywane we wspotpracy z
IDP Pharma, Barcelona, Hiszpania i prezentowane w formie posteréw na
miedzynarodowych konferencjach naukowych.

2.2 Badanie przesiewowe biblioteki zwigzkdw wykazujacych potencjalne wigzanie i
aktywacje receptora z rodziny Trk. Doswiadczenia byly wykonywane we wspotpracy z
Celon Pharma, Kazun, Polska i zostaty opublikowane (Pankiewicz et al., 2021).

3. Uzyskane prawa wtasnosci przemystowej, w tym uzyskane patenty, krajowe lub
miedzynarodowe.

Patent miedzynarodowy: W02019048679 - NEW TREATMENTS OF MULTIPLE
MYELOMA

4. Informacja o wdrozonych technologiach.
brak

5. Informacja o wykonanych ekspertyzach lub innych opracowaniach wykonanych na
zamowienie instytuciji publicznych lub przedsiebiorcéw.
brak

19



6. Informacja o udziale w zespotach eksperckich lub konkursowych.
brak

7. Informacja o projektach artystycznych realizowanych ze srodowiskami
pozaartystycznymi.
nie dotyczy

IV. INFORMACJE NAUKOMETRYCZNE

1. Informacja o punktacji Impact Factor (w dziedzinach i dyscyplinach, w ktdrych
parametr ten jest powszechnie uzywany jako wskaznik naukometryczny).

Sumaryczny impact factor (IF): 77,38

(wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania)

2. Informacja o liczbie cytowan publikacji wnioskodawcy, z oddzielnym
uwzglednieniem autocytowan.

Liczba cytowan publikacji (bez autocytowan): 271 (261)
(wedtug bazy Web of Science (WoS) na dzien 30-11-2021)

3. Informacja o posiadanym indeksie Hirscha.

Indeks Hirscha: 11
(wedtug bazy Web of Science (WoS) na dzieh 30-11-2021)

4. Informacja o liczbie punktow MNiSW.

Sumaryczna liczba punktow MNiISW: 687
(zgodnie z rokiem opublikowania)

% @hy < Lzepmminisies
(podpis wnioskodawcy)
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