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Epigenetyka w procesie transformacji nowotworowej

Istnieje kilka uzupetniajacych sig teorii thumaczacych przyczyny rozwoju nowotworu. Jako
przyczyny transformacji nowotworowej wskazywane sa czynniki srodowiskowe, predyspozycje
dziedziczne i spontaniczne lub wywotane czynnikami srodowiskowymi somatyczne zaburzenia
materiatu genetycznego, w tym mutacje punktowe, jak i roznego typu zmiany cytogenetyczne (1).
Udzial poszczegolnych tych elementéw w rozwoju choroby nowotworowej jest rozny w zaleznosci od
wielu czynnikow m.in. lokalizacji narzadowej, podtypu histologicznego czy narazenia na okreslony
czynnik zewnetrzny. Od pewnego czasu jako rownie istotne w transformacji nowotworowej uznaje
sie zaburzenia mechanizmow epigenetycznych. Zgodnie z ogdlna definicja mechanizmy
epigenetyczne to mechanizmy regulujgce funkcje genomu, jego stabilnos¢ i okreslony wzor ekspresji
gendw warunkujacy fenotyp komérki. To mechanizmy, ktore w przeciwienstwie do czynnikow
genetycznych, determinuja fenotyp komérki niezaleznie od sekwencji DNA i pozwalajg na

dziedziczenie okreslonych cech przez komorki potomne powstale na drodze podzialu. Gléwnymi



elementami epigenetycznej regulacji genomu sg kowalencyjne modyfikacje wprowadzane w
precyzyjnie regulowany sposéb w obrebie chromatyny: metylacja DNA i potranslacyjne modyfikacje
biatek histonowych. Wedtug niektorych definicji do tych mechanizméw zaliczane sq rowniez procesy
rearanzacji (remodelingu) chromatyny i regulacja ekspresji genéw przez tzw. nickodujgce RNA.

Metylacja cytozyny w obrebie dwunukleotydow CpG w DNA jest jedna z najlepiej poznanych
modyfikacji epigenetycznych. Zmiany poziomu i wzoru metylacji w obrebie genomu jak i
okreslonych genéw sg zjawiskiem czgsto towarzyszacym procesowi kancerogenezy (2). Badanie skali
i znaczenia zaburzen wzoru metylacji DNA w nowotworach cztowieka byty osia mojej pracy

badawczej od poczatku mojej kariery zawodowe;.

Zaburzenia metylacji DNA w skali calego genomu

Procesowi transformacji nowotworowej towarzysza zmiany w obrazie metylacji DNA w skali
calego genomu, ktére obejmujg zaréwno zmiany w obrebie sekwencji kodujacych, sekwencji
regulatorowych jak i regionéw niekodujacych, w tym réznego typu sekwencji powtarzajacych sie (2).

W ramach realizacji projektu Epigenetic regulation of haematopoietic stem cell differentiation
and tumourigenesis realizowanego przy wspétpracy z Institut Universitaire d’Hematologie, INSERM
U662, Hopital Saint-Louis w Paryzu wraz ze wspélpracownikami przeprowadzifem analize
globalnego poziomu metylacji DNA u chorych na najczesciej wystepujaca biataczke u dorostych tj.
ostra biataczke szpikowa (OBS) oraz najczestszy nowotwér hematologiczny u dzieci tj. ostrg biataczke
limfoblastyczna(OBL). W badaniu tym w probkach DNA izolowanych z komérek jednojadrzastych
krwi od chorych na biataczki oraz probkach kontrolnych poréwnane zostaly ogélna zawartosé SmC
oraz poziom metylacji DNA w sekwencjach powtarzajacych sie LINE-1 oraz Alu. Materiat
poréwnawczy dla probek od chorych na biataczki OBS i OBL stanowily komérki jednojadrzaste
szpiku od dorostych dawcow oraz komoérki jednojadrzaste krwi obwodowej dzieci. Badanie pokazato,
ze inaczej niz w guzach litych w biataczkach obserwuje si¢ wyzszy poziom metylacji DNA.
StwierdziliSmy wyzszy poziom metylacji DNA w obrebie sekwencji LINE-1 zaréwno w analizie
biataczek OBS i OBL wzgledem materialu poréwnawczego, a takze wyzszy poziom metylacji
sekwencji Alu i wyzsza zawartos¢ SmC w probkach OBL w poréwnaniu do prawidlowej krwi.
Biataczki typu OBS stanowia dos¢ heterogenna grupg nowotwordw, ktére réznig sie wystgpowaniem
okreslonych zaburzen cytogenetycznych. Ocena tych zaburzen ma znaczenie rokownicze dla chorych,
a biataczki mozna podzieli¢ na trzy grupy ryzyka w zalezno$ci od ich wystgpowania. W prowadzonym
badaniu stwierdziliSmy znamiennie nizszy poziom metylacji sekwencji powtorzonych u chorych na
OBS z posrednim rokowaniem, niz u chorych ze ztym rokowaniem, a takze nizsza zawarto$¢ 5SmC u
chorych z posrednim rokowaniem niz u pozostalych grup chorych. W czasie, kiedy rozpoczelismy
nasze badanie zidentyfikowano u chorych na bialaczki OBS mutacje w genach z wigzanych z
procesami metylacji DNA: TET2, IDHI oraz IDH? jako mutacje sprawcze w tej grupie nowotworow

(3). W badaniu ocenilismy status mutacji wymienionych gendw u chorych na OBS wiaczonych do



naszego badania, jednak nie stwierdziliSmy znamiennej zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem tych
mutacji, a ogélnym poziomem metylacji DNA. Badanie, ktérego wyniki opisalem w pracy Bujko M i
wsp. 2014; Repetitive genomic elements and overall DNA methylation changes in acute myeloid and
childhood B-cell lymphoblastic leukemia patients. Internationl Journal of Hematology 100(1):79-87,
pokazalo ze inaczej niz w guzach litych, gdzie obserwuje si¢ obnizenie poziomu zawartosci
metylocytozyny i metylacji sekwencji powtérzonych, w rozwoju biataczki dochodzi do nasilenia
metylacji DNA.

Odmienne podejscie w globalnej analizie metylacji DNA wykorzystalem w innym badaniu —
w analizie pozioméw metylacji DNA w utkaniu nowotworowym nieczynnych funkcjonalnie
gruczolakow przysadki i w prawidlowej tkance przysadki. Analiza przeprowadzona byta w ramach
realizacji grantu przyznanego przez Naukowg Fundacje¢ Polpharmy, w ktérym bylem gtéwnym
wykonawcg. W badaniu tym poziom metylacji DNA oceniany byl przy wykorzystaniu mikromacierzy
oligonukleotydowych HumanMethylation 450K (Illumina). Narzedzie to pozwala na jednoczesng
analize poziomu metylacji okoto 450 000 wybranych dwunukleotydéw CpG, w tym zaréwno tych
zlokalizowanych w obr¢bie znanych gendw, jak réwniez w przestrzeniach mi¢dzygenowych.
Poniewaz mikromacierze pozwalajg na oceng¢ wybranych miejsc, z pominigciem np. sekwencji
powtdrzonych, wyniki eksperymentu nie mogly by¢ wykorzystane do oceny catkowitego poziomu
metylacji DNA. Ogromna ilo$¢ danych pozwala jednak na uogélnione analizy uwzgledniajace oceng
metylacji DNA wszystkich miejsc CG pokrytych sondami mikromacierzy lub okreslonych klas
sekwencji genomowych, np. promotoréw genéw czy sekwencji wzbogaconych w dwunukleotydy CG,
tzw. wysp CpG. Ogdlne poréwnanie profili metylacji DNA nieczynnych funkcjonalnie gruczolakow
przysadki i prawidfowych wycinkow przysadki, opisane w pracy Kober P i wsp. 2018; DNA
methylation profiling in nonfunctioning pituitary adenomas. Molecular and Cellular
Endocrinology 473:194-204 pokazato zasadnicza réznicg we wzorze metylacji DNA pomigdzy
tymi grupami probek.

Zdecydowang réznice stwierdzono zaréwno w analizie gléwnych sktadowych, jak i w analizie
typu klastrowania hierachicznego. Poréwnujac usredniony poziom sygnatu ze wszystkich sond
mikromacierzy HM450K obserwowano znamiennie wyzszy poziom metylacji DNA w gruczolakach
przysadki niz wycinkach prawidfowego gruczolu. W badaniu tym og6lna analiza poziomu metylacji
DNA stanowita pierwszy etap badania zorientowanego na poszukiwanie tych regionéw genomu, ktére

charakteryzuja sie réznym poziomem metylacji DNA w badanych grupach probek.

Identyfikacja region6w genomu o nieprawidlowym wzorze metylacji DNA.
O ile réznice w ogdlnym poziomie metylacji DNA pomiedzy utkaniem nowotworowym a
odpowiadajaca tkankg prawidtowa moga wskazywac na udziat komponenty epigenetycznej w procesie

transformacji nowotworowej komérek danego typu tkanki, to dla poznania znaczenia zaburzen



metylacji DNA w procesie transformacji nowotworowej niezbedna jest identyfikacja konkretnych

regionéw genomowych, w ktérych dochodzi do zmian epigenetycznych. Szczegdlne znaczenie ma
okreslenie tych miejsc w genomie, ktére petnia funkcje regulatorowe dla transkrypcji okreslonych

genow, takich jak promotory czy enhancery (sekwencje wzmacniajace).

Celem czgsci prowadzonych przeze mnie badan byta identyfikacja regionow genomowych, w
ktérych dochodzi do nieprawidtowej metylacji DNA. W badaniach tego typu wykorzystywane sa
wielkoskalowe metody analizy molekularnej pozwalajace na jednoczesne badanie wielu regionéw w
genomie.

W latach 2008-2011 bylem giéwnym wykonawca projektu pt. Poszukiwanie markerow
epigenetycznych dla nowotworow jelita grubego przy uzyciu kolumny wigzgcej metylowane DNA
finansowanego przez MNiSW. W ramach tego projektu wraz ze wspotpracownikami podjelismy probe
identyfikacji regiondw promotorowych gendw, ktore ulegajg nieprawidtowej metylacji w raku jelita
grubego. W czasie, gdy planowalismy i rozpoczynalismy to badanie nie byly dostepne jeszcze
komercyjne rozwigzania do globalnej analizy metylomu. Osiagniecie celéw stawianych w badaniu
wymagato opracowania metody pozwalajacej na izolacje metylowanego DNA. Aby rozdzieli¢
metylowany i niemetylowany DNA izolowany z wycinkéw utkania raka jelita grubego i
prawidlowego nablonka jelita wykorzystaliSmy domene biatkowa wiazaca metylowany DNA (ang.
methylation binding domain, MBD). Gen kodujacy biatko MBD wraz z etykietami pozwalajacymi na
jego oczyszczenie i immobilizacje na ztozu wprowadzano w wektorze plazmidowym do bakterii E.
coli i indukowano nadekspresje wprowadzonego konstruktu. Biatko MBD, po oczyszczeniu,
immobilizowane bylo na zfozu i przeptukiwane roztworem badanego DNA. Fragmenty DNA o roznej
zawartosci SmetC byly rozdzielane poprzez przeptukiwanie kolumienki roztworami NaCl o réznych
stezeniach. Zawarto$¢ frakcji bogatych w metylowane DNA z rakow jelita grubego i wycinkéw
kontrolnych poréwnana zostala przy wykorzystaniu mikromacierzy oligonukleotydowcych GeneChip
Human Promoter 1.0R Arrays (Affymetrix). Analiza bioinformatyczna pozwolita na identyfikacje
ponad 500 regionéw regulatorowych hipermetylowanych w raku jelita grubego. Procedura weryfikacji
wyniku dla wybranych 9 gendéw, przeprowadzona niezaleznymi metodami potwierdzita wyniki
badania wielkoskalowego. Analizujac dane kliniczne stwierdziliSmy zwigzek metylacji promotora
GPRI101 z czasem do wznowy u chorych na raka jelita grubego w stopniu IV. Wyniki badania opisane
zostaty w pracy Kober P. 2011; Methyl-CpG binding column-based identification of nine genes
hypermethylated in colorectal cancer. Molecular Carcinogenesis 50(11):846-56.

Inne podejscie eksperymentalne wykorzystatem wraz ze wspolpracownikami przy realizacji
projektu . Identyfikacja zaburzen metylacji DNA u chorych na nieczynne funkcjonalnie gruczolaki
przysadki i ocena ich wartodci prognostycznej” finansowanego w ramach grantu Naukowej Fundacji
Polpharmy. W badaniu dotyczacym zaburzen metylacji DNA w nieczynnych funkcjonalnie
gruczolakach przysadki DNA izolowane z wycinkdéw guzéw przysadki oraz prawidlowych wycinkow

gruczohu analizowane byto pod katem metylacji DNA z wykorzystaniem mikromacierzy



oligonukleotydowych HumanMethylation 450K (Illumina), ktére nie wymagajg rozdziatu i
wzbogacenia DNA we frakcje o wyzszej zawartosci SmetC. Poréwnanie wynikéw eksperymentu
mikromacierzowego dla DNA z guzow i wycinkéw kontrolnych pozwolito na opisane w poprzedniej
sekcji ogdlne analizy réznic w poziomie DNA, ale réwniez umozliwito identyfikacje ponad 13 000
pozycji CpG o nieprawidlowej metylacji w guzach, w tym ponad 11 000 hipermetylowanych pozycji.
Czes¢ ze zidentyfikowanych miejsc CpG zlokalizowana jest w regionach regulatorowych 1459 genéw.
Wykorzystujae zdeponowane w publicznej bazie danych Gene Expression Omnibus dane na temat
ekspresji genow w nieczynnych funkcjonalnie gruczolakach przysadki stwierdzono, ze 859 genéw
sposrod 1459 gendw z nieprawidlowa metylacja DNA w obrebie regionéw regulatorowych to geny o
nieprawidlowej ekspresji w tego typu guzach. Analiza wzbogacenia (ang. Gene Set Enrichment) w
oparciu o atlas KEGG pathways wykazala, ze geny te koduja biatka zaangazowane w szlaki
sygnatowe wazne dla procesu transformacji nowotworowej. Wyniki te wskazujg na istotng role
hipermetylacji DNA regionéw regulatorowych genéw w patogenezie nieczynnych funkcjonalnie

gruczolakow przysadki.

Znaczenie zaburzen metylacji DNA wybranych regionéw regulatorowych genéw.

Wielkoskalowe metody profilowania metylacji DNA pozwalaja na efektywng identyfikacje
bardzo wielu regionéw genomowych o nieprawidlowym poziomie metylacji. Jednak funkcjonalne
znaczenie zaburzen epigenetycznych danego fragmentu DNA wcigz najczgséciej wymaga badan nad
okreslonym regionem DNA i jego znaczeniem dla ekspresji genu, kontekstem innych modyfikacji
epigenetycznych czy zwigzkiem z okreslonymi parametrami klinicznymi.

Kontynuacja badania ukierunkowanego na identyfikacje regiondw genomowych
hipermetylowanych w raku jelita grubego byl prowadzony przeze mnie projekt MNiSW Iuventus plus
»Ocena znaczenia zmian ekspresji i metylacji DNA regiondw regulatorowych genéw kodujacych
kadheryny E, N, P oraz kadheryne 17 w progresji nowotworéw jelita grubego™.

W ramach realizacji tego projektu podjgtem si¢ oceny zwigzku pomiedzy nieprawidtowa
metylacjag DNA i ekspresja wybranych czasteczek powierzchniowych. W ramach prowadzonych prac
analizy molekularne materiatu tkankowego pobranego od chorych uzupetione bylo o badania in vitro
na liniach komérkowych wyprowadzonych z raka jelita grubego.

W badaniu wykazali$my zalezng od metylacji DNA, nieprawidtowa ekspresje genu MUPCDH
kodujacego czasteczkeg powierzchniowa z rodziny kadheryn oraz przybtonowej fosfatazy tyrozynowej
PTPRH, ktora, reguluje miedzy innymi biatko EGFR. W utkaniu raka jelita grubego stwierdzilismy
wyzszy poziom metylacji DNA regionow regulatorowych obu badanych genéw niz w prawidlowych
wycinkow jelita grubego pobranych od tych samych pacjentow. W probkach raka jelita grubego
ekspresja badanych gendw i ich biatkowych produktéw byla wyraznie nizsza niz w wycinkach
prawidtowych. W liniach komérkowych raka jelita grubego, w ktorych obserwowano wysoki poziom

metylacji DNA w obrebie badanych gendw, obserwowano wzrost ich ekspresji po hodowli z



inhibitorem metylotransferaz DNA. Zaleznosci takiej nie obserwowano w liniach z niskim poziomem
metylacji w promotorach MUPCDH i PTPRH. W liniach komérkowych niski poziom ekspresji i
wysoki poziom metylacji DNA badanych genéw zwiazane byly réwniez z wyzszym poziomem
trimetylacji lizyny 27 histonu H3 (H3K27me3) oraz nizszym poziomem trimetylacji lizyny 4 histonu
H3, bedgcymi markerami odpowiednio nieaktywnej i aktywnej chromatyny. Wyniki tych badan
opisalem w artykulach Bujko M i wsp.2015; Epigenetic-Mediated Downregulation of u-Protocadherin
in Colorectal Tumours. Gastroenterology Research and Practice 2015:317093 oraz Bujko M i wsp.
2017; Downregulation of PTPRH (Sap-1) in colorectal tumors. International Journal of Oncology
51(3):841-850.

W ramach realizacji projektu Epigenetic regulation of haematopoietic stem cell differentiation
and tumourigenesis wraz ze wspotpracownikami podjeliémy si¢ oceny znaczenia zaburzen poziomu
metylacji DNA w wybranych genach zwigzanych z procesem hematopoezy w biataczkach: OBS u
dorostych oraz OBL u dzieci.

Biatlaczki to nowotwory powstajace w wyniku proliferacji nieprawidlowych komérek
krwiotworczych, ktorych proces réznicowania zostal zablokowany na wezesnym etapie. Poniewaz w
prawidtowej hematopoezie epigenetyczna regulacja ekspresji genéw ma istotny udziat w koordynacji
procesu réznicowania okreslonych typéw komoérek krwi (4), w podjetym badaniu skoncentrowatem
si¢ na okresleniu zaburzen poziomu metylacji DNA w obrebie regionéw promotorowych wybranych
genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne o istotnej roli w hematopoezie.

W badaniu poréwnalem poziom metylacji DNA promotoréw gendw z rodziny CEBP
(CEBPA, CEBPD, CEBPE, CEBPZ) oraz genow z rodziny HOX (HOXA4, HOXAS oraz MEIST) w
komorkach jednojadrzastych izolowanych z krwi od chorych na AML oraz w prawidtowych
komorkach: komorkach szpiku od zdrowych dawcow, prawidlowych komoérkach macierzystych krwi
(CD34'CD38"), komoérkach czgsciowo zroznicowanych (CD347CD38") oraz w prawidtowych
komorkach mieloidalnych (CD15%). W biataczkach OBS stwierdziliSmy podwyzszony poziom
metylacji regionéw regulatorowych CEBPA oraz CEBPD, podczas gdy byly one niemetylowane w
prawidlowych komorkach szpiku, komorkach macierzystych i prekursorowych krwi oraz dojrzatych
komorkach mieloidalnych. Poziom ekspresji CEBPA oraz CEBPD byl odwrotnie skorelowany z
poziomem metylacji regionéw promotorowych. Analiza danych klinicznych pokazata, ze chorzy na
AML z dobrym rokowaniem opartym na analizie profilu cytogenetycznego maja odmienny profil
metylacji genow CEBPA, CEBPD i CEBPE niz chorzy z grupy zlego i posredniego ryzyka
cytogenetycznego. Wyniki przedstawione zostaty w pracy Musialik E i wsp. 2014; Comparison of
promoter DNA methylation and expression levels of genes encoding CCAAT/enhancer binding
proteins in AML patients. Leukemia Research 38(7):850-6. W kolejnej pracy z tego cyklu: Musialik E
ITwsp. 2015; Promoter DNA methylation and expression levels of HOXA4, HOXAS5 and MEISI in
acute myeloid leukemia. Molecular Medicine Reports 11(5):3948-54 przedstawiliSmy wyniki

poréwnania metylacji promotordw i ekspresji innych genéw zwiazanych z réznicowaniem komérek



krwi: HOXA4, HOXAS oraz MEISI. Wyniki pokazaly, ze poszczegdlne populacje prawidlowych
komérek krwi wyraznie roznily si¢ pod wzgledem poziomu metylacji HOXA4, a takze w pewnym
stopniu pod wzgledem poziomu metylacji HOXA5. W najliczniejszej grupie chorych w naszym
badaniu tj. w grupie pacjentéw z prawidlowym kariotypem stwierdziliémy znamiennie ujemng
korelacje pomigdzy metylacja promotora HOXA4 a eksprsjg tego genu.

W czeéci badania dotyczacej dziecigeej biataczki typu OBL, opisanej w pracy Musialik E i
wsp. 2015; Promoter methylation and expression levels of selected hematopoietic genes in pediatric
B-cell acute lymphoblastic leukemia. Blood Research 50(1):26-32 komérki jednojadrzaste krwi od
chorych i od zdrowych dawcow poréwnalismy pod wzgledem poziomu metylacji promotorow genow
HOXA4, HOXAS i MEISI, a takze innych wybranych czynnikéw transkrypeyjnych regulujacych
proces hematopoezy TALI, IRFS8 oraz IRF4. Wyniki pokazaly, ze promotory gendw TALI, IRF8, IRF4
oraz MEISI s3 niemetylowane w prawidlowych komérkach krwi, a ich hipermetylacje z rézna
czestoscig stwierdza sie w krwi od chorych. W przypadku badanych genéw z rodziny HOX,
stwierdzili$my w prawidtowej krwi bardzo zréznicowany poziom metylacji regionéw promotorowych
i mogt by¢ on uznany za podwyzszony jedynie u nielicznych chorych. W tym badaniu nie udato si¢
ustali¢ statystycznie znamiennej zaleznosci pomigdzy poziomami metylacji DNA i ekspresji badanych
genow.

W latach 2012-2014 kierowalem projektem badawezym “Znaczenie zaburzen metylacji DNA
w patogenezie i progresji oponiakéw” finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) w
ramach programu SONATA. W ramach tego projektu wraz ze wspStpracownikami przeprowadzili$my
profilowanie wzoru metylacji DNA w wycinkach utkania oponiakéw oraz wycinkach prawidlowych
opon mézgowych z uzyciem mikromacierzy oligonukleotydowych HM450K. Analiza porownawcza
wskazata na promotor genu DLC], jako jeden z regionéw genomowych o odmiennym poziomie
metylacji DNA w oponiakach i probkach kontrolnych. Gen ten koduje znane biatko supresorowe
petniace funkcjg inhibitora GTPaz rodziny Rho, ktorego wyciszenie epigenetyczne opisano juz dla
réznego typu nowotwordw. Obserwacja wynikajgca z poréwnania profili metylacji oponiakow i
prawidlowych opon byfa interesujaca ze wzgledu na fakt, ze zidentyfikowany region o odmiennym
poziomie metylacji jest jednym z trzech alternatywnych promotoréw DLC i jednoczesnie tym,
ktérego nieprawidtowej metylacji wezesniej nie opisano. U cztowieka zidentyfikowanych zostato 5
wariantoéw transkrypcyjnych tego genu, a poziom ekspresji réznych wariantéw jest tkankowo-
specyficzny. Badany przeze mnie region to promotor wariantu 1 genu DLCI (zgodnie z baza danych
Refseq), podczas gdy w pismiennictwie najczeéciej badanym byt wariant 2 (zgodnie z Refseq), ktory
jest dominujgcym wariantem DLCI w wigkszosci tkanek. Analiza poziomu ekspresji wariantow genu
DLC1 pokazala, ze w przypadku prawidtowych opon i oponiakéw najsilniej wyrazony jest wariant 1,
ktérego promotor zidentyfikowalismy jako hipermetylowany w oponiakach. Wariant 1 DLCI jest

réwniez jedynym wariantem, ktérego ekspresja jest znamiennie obnizona w oponiakach.



Wyciszenie wariantu 1 DLC/ w linii komorkowej KT21 wyprowadzonej z ludzkiego
oponiaka potwierdzito supresorowy charakter tego genu. Poréwnujac linie z wyciszonym wariantem 1
genu do linii kontrolnej obserwowano wzrost proliferacji, zwigkszona migracje komérek oraz wzrost
aktywnosci bialek Rho. Wyniki opublikowatem w pracy Bujko M i wsp. 2016; Aberrant DNA
methylation of alternative promoter of DLCI isoform 1 in meningiomas. Journal of Neuro-oncology
130(3):473-484.

Podsumowanie:

Jako cykl prac do dorobku habilitacyjnego wybratem 9 publikacji przedstawiajacych moje
badania nad znaczeniem zaburzen metylacji DNA w wybranych nowotworach czlowieka. W moje;
pracy badawczej podejmowalem si¢ zaréwno oceny zmian ogdlnego poziomu metylacji w wybranych
nowotworach, jak i identyfikacji regionéw, w obrebie ktorych dochodzi do nieprawidtowej metylacji
DNA. Podejmowalem préby oceny funkcjonalnego oraz klinicznego znaczenia zaburzen metylacji
DNA w regionach w wybranych w oparciu o przeprowadzone badania wielkoskalowe oraz przestanki
literaturowe.

W pracach: Bujko M i wsp. Int J Hematol. 100(1):79-87; Kober P i wsp. Mol Carcinog.
50(11):846-56 oraz Kober P i wsp. Mol Cell Endocrinol. 473:194-204 opisane zostaly badania, ktére
koncentrowaly si¢ na poréwnaniu utkania nowotworu z odpowiednig tkanka prawidfows pod
wzgledem poziomu i wzoru metylacji DNA w skali genomu oraz identyfikacji regionéw
genomowych, w ktorych dochodzi do nieprawidtowej metylacji DNA w procesie transformacji
nowotworowej. Badania byly prowadzone na ludzkich biataczkach, raku jelita grubego i nieczynnych
funkcjonalnie nowotworach przysadki.

W pracach Bujko M, i wsp. Gastroenterol Res Pract. 2015:317093; Bujko M i wsp. IntJ
Oncol. 51(3):841-850 przedstawione sa wyniki dotyczace zaleznosci pomigdzy nieprawidtowa
metylacja genéw: PTPRH oraz MUPCDH i zaburzeniami ich ekspresji w nowotworach jelita grubego
i zwigzku poziomu metylacji DNA z okre$lonym wzorem wybranych modyfikacji biatek histonowych.

W cyklu prac Musialik E i wsp. Blood Res. 50(1):26-32, Musialik E i wsp. Mol Med Rep.
11(5):3948-54 oraz Musialik E i wsp. Leuk Res. 38(7):850-6 prezentowane sa badania nad zwigzkiem
metylacji DNA i ekspresji wybranych genow kodujacych biatka zaangazowane w réznicowanie sig
komorek krewi w ludzkich biataczkach.

W pracy Bujko M i wsp. J Neurooncol. 130(3):473-484. przedstawiono wyniki identyfikacji
nieprawidlowej metylacji DNA w obrgbie jednego z alternatywnych promotoréw genu supresorowego
DLCI w oponiakach. Wyniki wskazujg, ze nieprawidlowa metylacja tego regionu powoduje
wyciszenie tkankowo-specyficznego wariantu transkrypcyjnego DLC1, co wplywa na aktywacje¢

RHO, zwigkszong proliferacje i zdolno$é do migracji komoérek w ukiadzie modelowym.
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5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo - badawczych (artystycznych).

Rozwijajac moje zainteresowanie rola zaburzen epigenetycznych w patogenezie nowotworow
czlowieka bralem udzial w innych badaniach dotyczgcych tego zagadnienia lub pracach, w ktérych

ocena metylacji DNA byta czescia wigkszego badania.

Uczestniczylem w pracach nad znaczeniem zmian w poziomie modyfikacji biatek
histonowych: acetylacji i metylacji histonu H3 w nowotworach jelita grubego. Badania prowadzone
byly przez zespot Prof. Jerzego Ostrowskiego z Zaktadu Genetyki Centrum Onkologii -Instytutu w
Warszawie. Wynikiem tej wspotpracy byly dwie publikacje:

Maryan N, Statkiewicz M, Mikula M, Goryca K, Paziewska A, Strzatkowska A,Dabrowska M, Bujko

M, Ostrowski J; 2015; Regulation of the expression of claudin 23 by the enhancer of zeste 2 polycomb
group protein in colorectal cancer. Mol Med Rep. 2015 Jul;12(1):728-36.

Karczmarski J, Rubel T, Paziewska A, Mikula M, Bujko M, Kober P, Dadlez M, Ostrowski J; 2014;
Histone H3 lysine 27 acetylation is altered in colon cancer. Clin Proteomics. 2014 Jun 3;11(1):24

Wziglem udzial w realizacji projektu badawczego Nr N N402 454739 "Oddziatywania migdzy
regulatorowymi limfocytami T a komérkami choniakéw z komérek B. Nowe mozliwosci terapii
adoptywnej i immunomodulujacej”, ktérym odpowiadatem za oznaczenia poziomu metylacji DNA
genie FOXP3. Niska metylacja FOXP3 stanowi jeden z markeréw regulatorowych limfocytow T. W
projekcie tym status tego markera monitorowany byt w trakcie hodowli regulatorowych limfocytow T

in vitro. Wyniki badania opublikowane zostaty w formie artykutu:

Grygorowicz MA, Biernacka M, Bujko M, Nowak E, Rymkiewicz G, Paszkiewicz-Kozik E, Borycka
IS, Bystydzienski Z, Walewski J, Markowicz S; 2016; Human regulatory T cells suppress proliferation
of B lymphoma cells. Leuk Lymphoma. 2016 Aug;57(8):1903-20.

Bralem udzial w badaniach nad oceng czesto$ci wystgpowania zmian w metylacji w
promotorze genu MGMT w glejakach, migsakach macicy i oponiakach. Gen MGMT koduje biatko
naprawy DNA odpowiedzialne za usuwanie adduktow w DNA. Leczenie nowotworéw z uzyciem

lekoéw alkilujacych, w tym temozolomidu polega na wprowadzaniu okreslonych adduktéw do DNA.
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W ogdlnie przyjetym mechanizmie wyciszenie genu MGMT wynikajace z hipermetylacji DNA moze
uwrazliwia¢ komérki nowotworowe na dziatanie lekow alkilujacych. Przydatnosé oceny
hipermetylacji MGMT w stratyfikacji chorych na glejaki do leczenia temozolomidem oceniana byta w
badaniu podsumowanym wymienionym ponizej artykutlem. W pismiennictwie opisywane byly proby
stosowania temozolomidu réwniez w nowotworach innych niz glejaki, w tym m.in. w oponiakach i
migsakach macicy. Z tego wzgledu podejmowalem si¢ oceny czgstoSci wystepowania hipermetylacji
MGMT w tych dwoch typach nowotwordw. Wyniki dotyczace znaczenia hipemetylacji promotora
MGMT zostaly opisane w pracach:

Czeremszynska B, Bujko M, Ibron G, Onap-Karnak A, Nawrocki S; 2011; Treatment results,
including clinical prognostic factors and MGMT gene promoter methylation, in patients with
glioblastoma multiforme in Warmia and Mazury Oncology Centre; Wspolczesna Onkol 2011; 15 (4):
198-202

Bujko M, Kowalewska M, Danska-Bidzinska A, Bakula-Zalewska E, Siedecki JA, Bidzinski M;
2012; The promoter methylation and expression of the O6-methylguanine-DNA methyltransferase
gene in uterine sarcoma and carcinosarcoma. Oncol Lett. 2012 Sep;4(3):551-555.

Bujko M, Kober P; 2016; Targeted Bisulfite Sequencing-Based Analysis of MGMT Promoter
Methylation in Meningiomas. Asian Pac J Cancer Prev. 2016;17(5):2727-8.

W ramach wspotpracy z zespolem Prof. Jolanty Kupryjanczyk prowadzacej Zaktad Patologii
Molekularnej w Centrum Onkologii-Instytucie w Warszawie bratem udzial w badaniu znaczenia
zmian metylacji DNA w obrebie gendw BRCAI oraz CHFR w rakach jajnika. Wyniki publikowane
zostaly w artykutach:

Rzepecka IK, Szafron L, Stys A, Bujko M, Plisiecka-Halasa J, Madry R, Osuch B, Markowska J,
Bidzinski M, Kupryjanczyk J; 2012; High frequency of allelic loss at the BRCA1 locus in ovarian
cancers: clinicopathologic and molecular associations. Cancer Genet. 2012 Mar;205(3):94-100

Ludwig AH, Bujko M, Bidzinski M, Kupryjanczyk J. CHFR gene is neither mutated nor
hypermethylated in ovarian cancer. Cancer Detect Prev. 2007;31(3):257-61

W ramach prowadzonych badan dotyczacych glejakdw i biataczek podejmowalem proby
oceny znaczenia zmian w genach, ktorych biatkowe produkty maja udziat w edytowaniu wzorow

metylacji DNA. Przeprowadzone badania zostaly opisane w publikacjach:

Bujko M, Kober P, Matyja E, Nauman P, Dyttus-Cebulok K, Czeremszynska B, Bonicki W, Siedlecki
JA; 2010; Prognostic value of IDH1 mutations identified with PCR-RFLP assay in glioblastoma
patients. Mol Diagn Ther. 2010 Jun 1;14(3):163-9

Musialik E, Bujko M, Wypych A, Matysiak M, Siedlecki JA. TET2 Promoter DNA Methylation and
Expression Analysis in Pediatric B-cell Acute Lymphoblastic Leukemia. Hematol Rep. 2014 Mar
28:6(1):5333.
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Efektem podejmowanej wspdipracy i realizacji wlasnych badan nad molekularnym podtozem

choréb nowotworowych bylo powstanie kilku innych publikacji:

Kowalewska M, Radziszewski J, Goryca K, Bujko M, Oczko-Wojciechowska M, Jarzab M, Siedlecki
JA, Bidzinski M; 2012; Estimation of groin recurrence risk in patients with squamous cell vulvar
carcinoma by the assessment of marker gene expression in the lymph nodes. BMC Cancer. 2012 Jun
6;12:223

Bujko M, Kowalewska M, Zub R, Radziszewski J, Bidzinski M, Siedlecki JA; 2012 Lack of

microsatellite instability in squamous cell vulvar carcinoma; Acta Obstet Gynecol Scand. 2012
Mar;91(3):391-4

Bujko M, Kober P, Mikula M, Ligaj M, Ostrowski J, Siedlecki JA; 2015; Expression changes of cell-
cell adhesion-related genes in colorectal tumors. Oncol Left. 2015 Jun;9(6):2463-2470

Grygorowicz MA, Borycka IS, Nowak E, Paszkiewicz-Kozik E, Rymkiewicz G, Blachnio K,
Biernacka M, Bujko M, Walewski J, Markowicz S; 2017; Lenalidomide potentiates

CD4+CD25+Treg-related suppression of lymphoma B-cell proliferation. Clin Exp Med. 2017
May;17(2):193-207

Obecnie, w mojej pracy naukowej dzigki zaciesnieniu wspotpracy z Klinikg Nowotworow
Uktadu Nerwowego Centrum Onkologii-Instytutu w Warszawie szczego6lnego znaczenia nabraty
badania nad chorobami neuro-onkologicznymi. Prowadzone prace koncentrujg si¢ wokot identyfikacji
réznego typu zaburzen molekularnych w oponiakach i nowotworach przysadki u dorostych. Duza
czesé tych prac dotyczy zaburzen epigenetycznych, w tym prace wchodzgce w sklad prezentowanego
osiggniecia naukowego. W badaniach nad oponiakami i guzami przysadki podejmowalem réwniez
prace nad oceng wystepowania innych zmian molekularnych, a przeprowadzone badania opisane

zostaly w pracach:

Boresowicz J, Kober P, Rusetska N, Maksymowicz M, Goryca K, Kunicki J, Bonicki W, Bujko M.;
2018; Telomere length and TERT abnormalities in pituitary adenomas; Neuro Endocrinol Lett. 2018
Mar;39(1):49-55.

Bujko M, Machnicki MM, Grecka E, Rusetska N, Matyja E, Kober P, Mandat T, Rydzanicz M, Ploski
R, Krajewski R, Bonicki W, Stoktosa T, Siedlecki JA; 2017; Mutational Analysis of Recurrent
Meningioma Progressing From Atypical to Rhabdoid Subtype. World Neurosurg. 2017 Jan; 97:
754.e1-754.¢6.

Kober P, Bujko M, Goryca K, Maksymowicz M, Kunicki J, Bonicki W, Siedlecki JA. Ocena
metylacji wybranych gendéw w nieczynnych hormonalnie gruczolakach przysadki — weryfikacja
doniesien literaturowych Postegpy Polskiej Medycyny i Farmacji, 2017 Jun;5(1):37-44

Bujko M, Rusetska N, Mikula M; 2016; Validating candidate reference genes for qRT-PCR-based
gene expression analysis in nonfunctioning pituitary adenomas. Pituitary. 2016 Feb;19(1):110-2

Bujko M, Kober P, Zbijewska J, Kunicki J, Bonicki W; 2015; Microsatellite instability analysis in
pituitary adenomas. Neuro Endocrinol Lett. 2015;36(5):511-4.

Bujko M, Kober P, Tysarowski A, Matyja E, Mandat T, Bonicki W, Siedlecki JA; 2014; EGFR,
PIK3CA, KRAS and BRAF mutations in meningiomas. Oncol Lett. 2014 Jun;7(6):2019-2022.
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