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Zatgcznik nr 2 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego

1. Imie i Nazwisko: Maifgorzata Oczko-Wojciechowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe
(z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej).

2.1.Rozwdj naukowy

2002 — uzyskanie tytutu magistra biologii na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu
Slaskiego w Katowicach. Katedra Biofizyki i Biologii Komérki: praca magisterska wykonana
w Zakfadzie Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej oraz w Zaktadzie Biologii
Molekularnej obecnie Centrum Badan Translacyjnych Centrum Onkologii-Instytutu, Oddziatu
w Gliwicach

Tytut pracy magisterskiej: , Ukierunkowana mutageneza cDNA protoonkogenu RET w wektorach
plazmidowych”
Promotor: prof. dr hab. Barbara Jarzab

2015 uzyskanie stopnia doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna na podstawie
obrony pracy doktorskiej pod tytutem ,,Optymalizacja badan z wykorzystaniem oligonukleotydowych
mikromacierzy DNA”. Stopien zostat nadany uchwatg Rady Naukowej Centrum Onkologii, Instytutu im.
Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie.

Promotor: Prof. dr hab. n. med. Barbara Jarzab

Praca wyrdzniona

2.2.Rozwéj zawodowy

1995 — 1998 —Medyczna Szkota Policealna Wojewddztwa Slaskiego im. Jacka Koraszewskiego w
Gliwicach

1998 — 2002 — Studia na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu Slaskiego
2003 — uzyskanie prawa wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego
2015 — uzyskanie tytutu specjalisty w dziedzinie laboratoryjna genetyka medyczna

Miejsce specjalizacji: Zaktad Genetyki Instytut ,Centrum Zdrowia Matki Polki” w todzi, Kierownik
specjalizacji: mgr Wanda Hawuta. Zaktad Genetyki Instytutu ,Centrum Zdrowia Matki Polki” w todzi.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

1998 — do nadal, Zaktad Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej, Centrum Onkologii,
Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie, Oddziat w Gliwicach (1998 — 2002 — technik analityki medycznej;
2002 - 2015 — asystent naukowo-badawczy; 2015 — do nadal adiunkt)

2009 — 2017 - zastepca kierownika Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Genomiki Funkcjonalnej

2017 — do nadal — Kierownik Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Genomiki Funkcjonalnej

CZESC BIBLIOGRAFICZNA (doktadne dane w zataczniku do autoreferatu)

Jestem autorem lub wspdtautorem 44 publikacji (na dziern 21.01.2019, publikacja ze stycznia 2019r.
nie zostata wtgczona do oceny bibliometrycznej) o tgcznym wspotczynniku oddziatywania (ang. Impact
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Factor) 95,832 (na dziert 13.12.2018). Liczba punktéw KBN/MNiSW wynosi 871. Jestem pierwszym
autorem 3 publikacji, a w 4 pracach jestem drugim autorem. taczna liczba cytowar na dzier 13.12.2018
r. wynosi w bazie Web of Science — 510 a w bazie Scopus — 596, natomiast indeks Hirscha wynosi w
bazie Web of Science 11 a w bazie Scopus 12.

Jestem autorem lub wspodtautorem 84 prezentacji na konferencjach zagranicznych i 100 na
konferencjach ogdlnopolskich. Aktywnie uczestniczytam w 40 konferencjach, prezentujac wyniki
badan. Jestem réwniez autorem nastepujgcych rozdziatéw w ksigzkach:

1. ,Genetyka kliniczna nowotworéw” 2016 pod redakcja prof. J. Lubinskiego

Rozdziat: Genetyka kliniczna raka rdzeniastego tarczycy. Autorzy: Barbara Jarzab, Matgorzata Oczko-
Wojciechowska, Jolanta Krajewska, Jan Wtoch, Zbigniew Wygoda.

2. ,Genetyka kliniczna” 2017 pod redakcja prof. Lubinskiego

Rozdziat: Predyspozycja dziedziczna do guzéw chromochtonnych i przyzwojakéw. Autorzy: Kornelia
Hasse-Lazar, Matgorzata Oczko-Wojciechowska, Barbara Jarzab.

3. Seria Biblioteka Chirurga onkologa pt. ,Nowe strategie leczenia raka tarczycy” 2018:
Rozdziat 3. Diagnostyka molekularna raka tarczycy. Autor: Matgorzata Oczko-Wojciechowska

Rozdziat 11. Rak rdzeniasty tarczycy — od biologii molekularnej do decyzji lekarskiej. Autorzy: Barbara
larzah, Matgorzata Oczko-Wojciechowska, Jolanta Krajewska, Agnieszka Czarniecka

Szkolenia krajowe i zagraniczne.

Uczestniczytam w nastepujacych kursach i szkoleniach dotyczacych zastosowania techniki
mikromacierzy DNA, zaréwno pod katem eksperymentalnym jak i analizy danych, oraz dotyczacych
przygotowania i analizy danych otrzymanych metoda sekwencjonowania nowej generacji:

2018
Exploring Human Genetic Variation European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI), Hinxton,
Cambridge, Wielka Brytania, 10-11.07.2018

2011
Kurs Target Enrichment and NGS, European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg,
Niemcy 14-18.06.2011

2008
GeneChip® EXON 1.0 ST Array Practical Data Analysis Course, Bioinformatics and Genomics
Unit Dipartimento di Scienze Cliniche e Biologiche c/o Az. Ospedaliera S. Luigi, Orbassano,
Turyn, Wiochy, 19-21.11.2008

~ Course in Practical DNA Microarray Analysis, NGFN (German National Genome Research

Network), Monachium, Niemcy, 5-8.05.2008

2007

Staz w Laboratory of Receptor Biology and Gene Expression, National Cancer Institute
Bethesda, USA, 6-15.06. 2007

Poznan Microarray Workshop, Instytut Biologii Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu, 9-12.07.2007



prac magisterskich, a obecnie jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej wykonywanej w
ramach projektu MILESTONE na Politechnice Slaskiej w Gliwicach.

Jestem rowniez kierownikiem specjalizacji z laboratoryjnej genetyki medycznej dla 3 specjalizantéw.
Uczestnictwo w grantach.

Od roku 2001 uczestniczytam w 16 projektach naukowych w tym bytam kierownikiem jednego grantu,
a wykonawca lub gtéwnym wykonawcg w pozostatych projektach. Uczestniczytam w jednym projekcie
europejskim (GENRISK-T) oraz jednym grancie na rzecz obronnosci i bezpieczenstwa Panstwa
(ARIADNA 2010). 12 projektéw byto finansowanych przez Komitet Badann Naukowych, Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego lub Narodowe Centrum Nauki. Bratam rdowniez udziat w dwdch
projektach Narodowego Centrum Badar i Rozwoju (BIOTEST, MILESTONE). Gtéwnym moim zadaniem
w tych projektach byto wykonanie badania profilu ekspresji gendw oraz dokonanie interpretacji
biologicznej a takze w dwéch projektach bytam odpowiedzialna za analize bioinformatyczng danych
transkryptomicznych. Obecnie jestem kierownikiem zadania genomicznego w projekcie NCBIR: ,Nowe
narzedzia diagnostyki molekularnej i obrazowania w indywidualizowanej terapii raka piersi, tarczycy i
gruczotu krokowego [MILESTONE]” konkurs STRATEGMED2Z. Uczestnicze réwniez w badaniu klinicznym
STARTRK2 (Basket Study of Entrectinib (RXDX-101) for the Treatment of Patients With Solid Tumors
Harboring NTRK 1/2/3 (Trk A/B/C), ROS1, or ALK Gene Rearrangements (Fusions).

4, Wskazanie osiagniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. 2 2016 r. poz. 1311.):

a) tytuf osiggniecia naukowego

MONOGRAFIA: ,,Ocena zastosowania klasyfikatora molekularnego w diagnostyce guzkéw tarczycy w
minimalnej ilosci materiatu pobranego droga biopsji cienkoigtowe;j”.

b) (autor/autorzy, tytut/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci
wydawniczy);

Autor: Matgorzata Oczko-Wojciechowska

Tytut: ,Ocena zastosowania klasyfikatora molekularnego w diagnostyce guzkow tarczycy w
minimalnej ilosci materiatu pobranego droga biopsji cienkoigtowej”

Rok wydania: 2019

Wydawnictwo: Polska Grupa ds. Nowotworow Endokrynnych

Recenzenci wydawniczy: dr hab. Zbigniew Adamczewski, dr hab. Lucyna Sieminska

Omowienie celu naukowego ww. pracy i osiggnietych wynikdw wraz z omodwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

W pracy skupiono sie na opracowaniu metodyki dla uzyskania mozliwosci wprowadzenia diagnostyki
molekularnej guzkow tarczycy. Zagadnienie to stato sie popularne w tyreologii z szeregu powodéw:

W ostatnich latach obserwuje sie staty wzrost wystepowania raka tarczycy (Jung i wsp., 2014; Pellegriti
i wsp., 2013). Czestos$¢ zachorowania na raka tarczycy w Stanach Zjednoczonych wzrosta z 3,6 na 100
000 w roku 1973 do 8,7 na 100 000 w roku 2002 (Jung iwsp., 2014). Obecnie, rak tarczycy w Stanach
Zjednoczonych jest na pigtym miejscu najczesciej wystepujacych nowotwordw u kobiet, a we



2006
A Joint EMBL/Affymetrix Exon Arrays Workshop: From Experiment to Biological
Understanding, Heidelberg, 4-9.10.2006

Summer School of Molecular Medicine, Gliwice, 26-28.06.2005, XXI1l Zimowa Szkota Instytutu
Farmakologii Polskiej Akademii Nauk, Krakdw, 22-25.02.2006

2005
Workshop attached the Jubilee Meeting of the European Thyroid Association “ Functional
Genomics in Thyroid research. Methods under scrutiny”, European Thyroid Assotiation, Ateny,
Grecja, 26.05.2005

W ramach specjalizacji z laboratoryjnej genetyki medycznej odbytam rowniez szereg kursow
zwigzanych z diagnostyka genetyczng. Kursy zostaty przeprowadzone przez Zaktad Genetyki Centrum
Matki Polki w todzi, Katedre i Zaktad Genetyki Klinicznej Collegium Medicum Uniwersytetu im.
Mikotaja Kopernika w Bydgoszczy oraz Katedre i Zaktad Biologii i Genetyki Medycznej Gdariskiego
Uniwersytetu Medycznego.

Dziatalnos¢ dydaktyczna i organizacyjna.

0Od 2000 r. aktywnie uczestnicze w organizacji ogdlnopolskiej Konferencji Naukowo-Szkoleniowej ,,Rak
tarczycy i inne nowotwory ztosliwe uktadu wydzielania wewnetrznego”, ktéra odbywa sie
w cyklu piecioletnim.

Uczestniczytam w organizacji oraz bytam wyktadowcg Letniej Szkoty Cytologii Tarczycy i Konferencji
Naukowej ,,Cytologia i biologia molekularna zmian w tarczycy — od wirtualnej diagnostyki cytologiczne;j
do decyzji o deeskalacji modelu terapii”, organizowanej w Centrum Onkologii-Instytucie, Oddziale w
Gliwicach, 24-26.08.2017.

Bytam organizatorem i wykfadowca warsztatow ,,Endocrinology Meets Cancer”, ktére odbyty sie jako
wydarzenie satelitarne Kongresu Europejskiego Towarzystwa Endokrynologicznego (ESE) dniach 2-3
maja 2014 r. przeprowadzonych w Centrum Onkologii-Instytucie im. Marii Sktfodowskiej-Curie Oddziale
w Gliwicach, we wspotpracy z European Society of Endocrinology, European Neuroendocrine Tumor
Society, European Network for the Study of Adrenal Tumors oraz European Thyroid Association —
Cancer Research Network.

W 2011 roku jako cztonek Komitetu Organizacyjnego bratam udziat w pracach zwigzanych
z organizacjg 35 europejskiej konferencji Europejskiego Towarzystwa Tarczycowego (35th European
Thyroid Association Annual Meeting), 10-14.09.2011, Krakdw

Jako sekretarz ETA-CRN (European Thyroid Association- Cancer Research Network, obecnie Cancer
Group) uczestniczytam w organizacji ,,ETA-CRN Symposium” jako satelitarnego wydarzenia do
corocznej konferencji Europejskiego Towarzystwa Tarczycowego (European Thyroid Association)
w roku 2014, 2016, 2017 i 2018. Uczestniczytam zardéwno w organizacji sympozjum jak réwniez
w tworzeniu programu naukowego.

Bytam opiekunem dwdch doktorantéw, ktérzy przygotowywali swoje prace doktorskie w ramach
Miedzynarodowych Studiéw Doktoranckich ,,Molecular Genomics, Transcriptomics and Bioinformatics
in Cancer” w Zaktadzie Medycyny Nuklearnej i Endokrynologii Onkologicznej Centrum Onkologii-
Instytut, Oddziat w Gliwicach w latach 2008-2012, jak réwniez nadzorowatam przygotowywanie dwoch



Witoszech, a na drugim miejscu u kobiet ponizej 45 r.z. Rutynowa diagnostyka guzéw tarczycy opiera
sie gléwnie na ocenie cytologicznej materiatu uzyskanego po naktuciu biopsyjnym, a wynik oceny
cytologicznej jest podstawa do dalszego postepowania klinicznego. W przypadku podejrzenia
ztfosliwosci guza wymagane jest postepowanie operacyjne, a w przypadku fagodnej zmiany pozostaje
sie przy obserwacji. Adekwatnie do wzrostu czestosci raka tarczycy wzrasta rowniez wykorzystanie
biopsji cienkoigtowej w diagnostyce guzkow tarczycy i w Stanach Zjednoczonych wykonuje sie 350 000
biopsji kazdego roku ( Faquin i wsp., 2011)

Ocena cytologiczna materiatu biopsyjnego opiera sie na klasyfikacji Bethesda System for Reporting
Thyroid Cytopathology, ktéra wyszczegdlnia 6 kategorii, réznigcych sie ryzykiem raka (Cibas i wsp.,
2017). Pomimo uznania biopsji cienkoigtowej za ztoty srodek w diagnostyce guzow tarczycy ok. 6-16%
wykonanych biopsji jest niediagnostycznych, a ok. 20-30% wynikéw cytologicznych jest nieokreslonych
(Paschke i wsp., 2017) poniewaz nie pozwalajg na jednoznaczne zréznicowanie zmiany fagodnej do
zlosliwe]. Dotyczy to gféwnie kategorii Bethesda 11l (Hsiao i wsp., 2014), w ktérej ryzyko raka tarczycy
wynosi od 6% do 30% (Cibas i wsp., 2017), a nawet 48% (Bongiovanni i wsp., 2012) oraz kategorii
Bethesda IV, ktéra odnosi sie do  podejrzenia nowotworu  pecherzykowego.
W takim przypadku pacjenci poddawani sg operacji diagnostycznej. Aby unikng¢ niepotrzebnej
operacji, ktéra niesie za sobg wiele komplikacji, konieczne jest wsparcie nieokreslonego wyniku
cytologicznego guza tarczycy innymi metodami. Od roku 2012, w ktérym przedstawiono pierwszy
klasyfikator molekularny wspierajgcy diagnostyke cytologiczng guzow tarczycy, stosowanie
klasyfikatoréw molekularnych w diagnostyce przedoperacyjnej weszto w Stanach Zjednoczonych do
postepowania rutynowego, zalecanego przez towarzystwa naukowe (American Thyroid Assotiation).
Gtéwna wada tych testow jest fakt, ze s3 one dostepne jedynie w Stanach Zjednoczonych, natomiast
ich cena przekracza kilka tysiecy dolaréw. Co wiecej, testy te wymagajg réwniez dodatkowych naktuc
biopsyjnych, co zwigksza dyskomfort pacjenta oraz wydtuza czas wykonania samej biopsji. Rowniez
brak jest rekomendacji do wykonywania tych testéw w Europie, poniewaZ nie zostaly one
przetestowane na populacji europejskiej.

Z tych wzgleddéw, w Instytucie Onkologii w Gliwicach podjeto zadanie przygotowania klasyfikatora
molekularnego guzkdw tarczycy, ktdre stato sie przedmiotem czesci tarczycowej projektu MILESTONE,
zgtoszonego do Narodowego Centrum Badar i Rozwoju (NCBiR). Projekt ten uzyskat finansowanie
(STRATEGMED2/267398/4 /NCBR /2015) i od 2015 roku jest realizowany w Instytucie Onkologii w
Gliwicach, a ja jestem odpowiedzialna za wykonanie badan molekularnych.

Na test oparty o ekspresje genow zdecydowano sie z kilku powodow.

1. Test analizujgcy ekspresje gendw jest najpowszechniej stosowany do tej pory
i najszerzej zweryfikowany przez badania wieloosrodkowe.

2. Czestos¢ wystepowania charakterystycznych mutacji dla zmian ztodliwych tarczycy jest zalezna od
populacji, jak réwniez nie wystepujg one w kazdej ztosliwej zmianie. Istotna cze$¢ znanych mutacji
np. takich jak mutacje genéw RAS, rearanzacja PAX8-PPRG wystepujg réwniez w zmianach
fagodnych. Dlatego, naszym zdaniem, oparcie diagnostyki molekularnej guzéw tarczycy o badania
DNA jest niecelowe.

W trakcie przygotowan do tego zadania zdatam sobie sprawe, ze rédwnolegle do poszukiwania
klasyfikatora molekularnego konieczne jest zbadanie, czy jest mozliwa taka minimalizacja materiatu



biologicznego, pobranego z guza tarczycy, zeby mozna byto uzyska¢ wiarygodny wynik z materiatu
resztkowego, pozostatego w igle biopsyjnej po wykonaniu rozmazu cytologicznego.

Z tego tez wzgledu, celem niniejszego badania, zgtoszonego jako osiggniecie habilitacyjne, byta ocena
zastosowania ultra matych ilosci materiatu pochodzacego z pozostatosci w igle po biopsji cienkoigtowej
guzéw tarczycy do badania z wykorzystaniem klasyfikatora molekularnego opartego o ekspresje
gendw.

Mozliwos¢ wykorzystania takiej pozostatosci po biopsji pozwolitaby na wykonanie testu molekularnego
w tym samym naktuciu, z ktorego zostat wykonany preparat cytologiczny oraz uniknga¢ ponownej
biopsji. Ma to znaczenie nie tylko ze wzgledu na wiekszy komfort pacjenta, ale réwniez czesto kolejne
naktucia tego samego guza zawierajg wiekszg ilos¢ krwi, co moze wptywaé na wynik. Ocene
przydatnosci takiego materialu oparto o ocene RNA, jako, ze planowany test diagnostyczny bedzie
oceniat ekspresje gendw. W badaniu oceniono biopsje resztkowe (pozostatos¢ w igle po wykonaniu
preparatu cytologicznego w poréwnaniu do biopsji petnej pobranej z tego samego guza).

Tak wiec, przed przystgpieniem do gféwnego celu wykonano ocene przydatnosci ultra matych ilosci
materiatu uzyskanych metodg mikrodyssekcji laserowej. W tym celu selekcjonowano tyreocyty
zmienione nowotworowo z raka brodawkowatego tarczycy oraz prawidtowe tyreocyty pobrane z
tarczycy niezmienionej makroskopowo. Uzyskany materiat poddano ocenie catego transkryptomu
i poréwnano do wynikéw uzyskanych z petnego skrawka guza. Mikrodyssekcja laserowa zastosowana
do selekcji komadrek nowotworowych wydaje sie by¢ najlepszg metoda do diagnostyki molekularnej
nowotworow. Jednakze, w standardowej, rutynowej dziatalnosci jest ona trudna do przeprowadzenia
i diagnostyka molekularna opiera sie o petny materiat z guza. Konieczne jest réwniez, aby zbada¢ czy
domieszka innych komérek (podscielisko, komarki stanu zapalnego) jest przeszkoda w prawidiowej
ocenie charakterystycznego profilu dla raka tarczycy.

Nalezy podkreslié¢, ze opracowanie klasyfikatora molekularnego byto gtéwnym celem projektu
MILESTONE w jego czesci dotyczacej tarczycy. Ze wzgledu na wymagania NCBIR klasyfikator ten
powinien przej$¢ zgtoszenie patentowe. Dlatego nie byto mozliwe podanie sktadu genowego
klasyfikatora w przedstawionej monografii. Sktad ten zostanie opublikowany zaraz po spetnieniu
warunkow postepowania patentowego. Niemniej, nalezy podkreslic, ze podjecie sie zadania
opracowania klasyfikacji molekularnej w ultra matych ilosciach materiatu jest oryginalnym pomystem
Autorki, wykonywanym w ramach projektu MILESTONE, chociaz niezaleznym od projektu zgtoszonego
do NCBIR, gdzie zatozono, ze gtéwny klasyfikator bedzie opierat sie o petng biopsje w catosci
przeznaczong do badania molekularnego.

W pierwszym etapie omawianego badania, zgtoszonego jako osiggnigcie habilitacyjne, wykorzystano
18 probek zawierajagcych tyreocyty raka brodawkowatego tarczycy oraz 15 prébek zawierajgcych
prawidtowe tyreocyty, pobrane metodg mikrodyssekcji laserowej oraz 15 petnych skrawkow
pobranych z guza i 12 petnych skrawkéw pobranych z tarczycy prawidtowej. Ocene ekspresji genow
wykonano w oparciu o mikromacierze HG-U133 2.0 PLUS firmy Affymetrix (Thermofisher).

W drugim etapie badania oceniono przydatno$¢ materiatu resztkowego pochodzacego z biopsji
cienkoigtowej guzow tarczycy. W tym etapie 260 préobek, czyli 130 pary: biopsja petna/biopsja
resztkowa zostato poddanych analizie catego transkryptomu z wykorzystaniem mikromacierzy HTA-2.0
Affymetrix (Thermofisher). Badanie wykazato, ze 15 pecherzykow tarczycowych jest wystarczajgce do
wyizolowania odpowiedniej ilosci materiatu genetycznego, koniecznego do wykonania analiz
molekularnych w celu oceny catego transkryptomu komérki pecherzykowej.



Niejako pobocznym celem badania byfa analiza roli biologicznej genow wyselekcjonowanych jako
markery ekspresyjne raka brodawkowatego tarczycy.

Wyselekcjonowano 9 gendw, charakterystycznych dla raka brodawkowatego tarczycy, wsrdd ktérych
ekspresja 7 gendw (TFF3, FN1, MPPED2, MET, KCNJ2, TACSTD2, GALE) rdznicowata zaréwno petny
skrawek pobrany z raka brodawkowatego tarczycy od petnego skrawka tarczycy niezmienionej jak i
wyodrebnione tyreocyty raka brodawkowatego tarczycy od niezmienionych tyreocytéw, pobranych
metodg mikrodyssekcji laserowej. Natomiast znamiennie obnizona ekspresja dwoch gendw (PTCSC
oraz CTGF) charakteryzowata tylko komorki raka brodawkowatego tarczycy, pobrane metoda
mikrodyssekcji laserowej. Ponadto, w przeprowadzonej analizie komérek selekcjonowanych metoda
mikrodyssekcji laserowej, wykazano, ze komorki podscieliska istotnie wplywaja na profil ekspresji
genow raka brodawkowatego tarczycy.

W diagnostycznej czesci badania oceniono ilos¢ uzyskanego RNA z materiatu bedacego pozostatoscia
w igle po biopsji cienkoigtowej guzéw tarczycy, z ktdrej wykonano preparat cytologiczny oraz z biopsji
petnych, w catoéci przeznaczonych do badania molekularnego. Uzyskane ilosci RNA byty znamiennie
wieksze z biopsji petnych, Mimo to, z biopsji resztkowych uzyskano wystarczajacg ilos¢ do
przeprowadzenia reakcji stuzgcej do oceny profilu ekspresji genoéw metodg mikromacierzy DNA.

W pierwszej czesci oceny transkryptomu materiatu biopsyjnego, z zastosowaniem metody
nienadzorowanej, nie wykazano istotnych réznic w profilu ekspresji genéw miedzy biopsjg petng
a biopsja resztkowa. Natomiast analiza nadzorowana wykazata, ze 0,5% wszystkich gendw ocenianych
metodg mikromacierzy ulega istotnym zmianom w ekspresji miedzy dwoma typami biopsji (petna vs
resztkowa). Celem ostatniego etapu badania byta selekcja gendw réznicujgcych fagodne i ztoéliwe guzki
tarczycy na podstawie zbioru biopsji resztkowych oraz biopsji petnych.

Opracowano 15 genowy klasyfikator, ktory poprawnie klasyfikuje 93% prébek i charakteryzuje sie
wysoka czutoscia i specyficznoscia. Klasyfikator nazwano roboczo ThyroPred-1_ultra.

Przygotowany test jest pierwszym molekularnym testem diagnostycznym, stosowanym
w przedoperacyjnej diagnostyce guzkow tarczycy, ktory zostat opracowany w oparciu o populacje
polska. Jednoczesnie jest to pierwszy na Swiecie ekspresyjny test molekularny, oparty o wykorzystanie
materiatu resztkowego pozostatego w igle biopsyjnej po wykonaniu biopsji guzka tarczycy. Wartosc
diagnostyczna tego testu wymaga badania walidacyjnego, ktdre w chwili obecnej jest prowadzone w
ramach projekty MILESTONE. Jak juz podkreslano, sktad genowy tego testu bedzie objety
postepowaniem patentowym. Po przeprowadzeniu tego postepowania wyniki zostang opublikowane.
Niemniej, istota zgtaszanego osiggniecia nie zalezy od sktadu genowego poszukiwanego klasyfikatora
ztosliwosci guzkéw tarczycy. Przedstawiona monografia, moim zdaniem, jednoznacznie udowadnia, ze
dysponujemy metoda wiarygodnej oceny ekspresji gendw w materiale pozostatym w igle biopsyjnej
po wykonaniu niezbednego rozmazu cytologicznego.
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Cytopathology: a meta-analysis. Acta Cytol; 2012, 56:333-339
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27(11):1341-1346
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22(4):178-83
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Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych:

Moje zainteresowania naukowe skupiajg sie wokoét biologii molekularnej nowotwordw oraz
poszukiwania markerow molekularnych do zastosowan diagnostycznych oraz jako czynnikow
prognostycznych czy predykcyjnych w nowotworach, a w szczegolnosci w raku tarczycy.

A. Diagnostyka molekularna rakéw zréznicowanych — selekcja markerow molekularnych
charakterystycznych dla raka brodawkowatego i pecherzykowego tarczycy oraz
wspomagajgcych réznicowanie miedzy zmianami ztosliwymi a tagodnymi.

Rak brodawkowaty tarczycy

Prace badawcza rozpoczetam na studiach, dotaczajac do zespotu Zakltadu Medycyny Nuklearnej
i Endokrynologii Onkologicznej Centrum Onkologii-Instytutu, Oddziatu w Gliwicach, kierowanego przez
prof. Barbare Jarzab. Jedno z pierwszych zadan, w ktére sie zaangazowatam dotyczylo organizacji
i utworzenie banku guzéow tarczycy. Wspdipraca z Klinikg Chirurgii Onkologicznej
w Centrum Onkologii-Instytucie, Oddziale w Gliwicach (z dr hab. Janem Wtochem i dr hab. Agnieszkg
Czarniecka) pozwolita na zgromadzanie unikalnego materiatu badawczego wykorzystywanego w
dalszych badaniach. Wspdtpraca ta zaowocowata pierwszymi badaniami dotyczacymi czestosci
wystepowania dwdch najczestszych rearanzacji genu RET (RET/PTC1 i RET/PTC3) w raku
brodawkowatym tarczycy w populacji polskiej. Gen RET koduje receptor btonowy o aktywnosci kinazy
tyrozynowej biorgcy udziat w przekazywaniu sygnatu szlaku kinaz MAPK (ang. mitogen-activated
protein kinases) aktywujgcych proliferacje i réznicowanie sie komoérek. Zmiany RET/PTC sa Scisle
zwigzane z ekspozycjg na promieniowanie jonizujgce. Zmiany te sg czesto obserwowane sg u dzieci, co
réwniez potwierdzity nasze badania, w ktérych czestosc rearanzacji w przebadanej populacji wyniosta
27% natomiast jezeli pod uwage byli brani pacjenci ponizej 21 r. z., czestos¢ ta wzrastata prawie
dwukrotnie i wynosita 50% (Wlench i wsp., 2001). Pod koniec lat 90 ubiegtego wieku intensywnie
rozwineta sie wielkoskalowa analiza ekspresji gendw dajaca mozliwos¢ analizy tysiecy gendw
jednoczesnie, co do tej pory nie byto mozliwe. Intensywnie rozpoczeto analizowac szerokie spektrum
genodw a takze transkryptom nowotworow. W swojej pracy badawczej w duzej mierze oparfam sie na
zastosowaniu wysokowydajnych metod pozwalajacych na ocene profilu ekspresji genow w celu selekcji
potencjalnych markeréw molekularnych. Wielkoskalowe badania byty mozliwe do prowadzenia dzigki
utworzeniu w 2001r. w Zaktadzie Medycyny Nuklearnej i Onkologii Endokrynologicznej pierwszej w
Polsce Pracowni Mikromacierzy DNA. Powstata ona po przyznaniu przez Komitet Badan Naukowych
projektu zamawianego dla Konsorcjum, ktérego liderem byt Instytut Centrum Onkologii, Oddziat w
Gliwicach. Konsorcjum zrzeszato $Slaska Akademie Medyczna (obecnie Slaski Uniwersytet Medyczny),
Politechnike $laska oraz Uniwersytet Slaski w Katowicach. Poczgtkowo Pracownia Mikromacierzowa



dziatata na rzecz konsorcjum a nastepnie zostata wigczona w struktury juz istniejgcego laboratorium
diagnostycznego tworzac Pracownie Diagnostyki Molekularnej i Genomiki Funkcjonalnej, ktorej jestem
kierownikiem. Pierwsze badania zwigzane z wykorzystaniem technik wysokoprzepustowych, takich jak
mikromacierze DNA, zostaty uruchomione w 2003 r. wykorzystujgc aparaty firmy Affymetrix (obecnie
Thermofisher). Bezposrednio bratam udziat w uruchomieniu i organizacji Pracowni Mikromacierzowe;j
jak i opracowaniu metodyki badawczej dotyczacej zaréwno odpowiedniego przechowywania,
przygotowania oraz analizy materiatu. Pierwsze badania z wykorzystaniem mikromacierzy DNA
dotyczyty oceny profilu ekspresji genow raka brodawkowatego tarczycy w porédwnaniu do ekspresji
genéw obserwowanych w tarczycy niezmienionej makroskopowo (Jarzab i wsp., 2005). W pracy tej
wykonatam badanie z wykorzystaniem mikromacierzy DNA oraz bratam udziat w interpretacji
biologicznej wynikéw. Praca ta prezentowata wyniki uzyskane na najwiekszej grupie prdobek
tkankowych, ale przede wszystkim przedstawita nowatorskie podejscie do analizy transkryptomu.
W badaniu tym podjelisémy wspdtprace z grupa profesora Andrzeja Swierniaka i (obecnie) profesora
Krzysztofa Fujarewicza z Politechniki Slaskiej. Zastosowana metoda bioinformatyczna, polegajaca na
dekompozycji wartosci szczegdlnych (ang. Singular Value Decomposition) pozwolita na ocene
gtéwnych Zrédet zmiennosci w badanym materiale. Gtdwna zmiennoscig byta réznica miedzy rakiem
brodawkowatym tarczycy, a tarczycg niezmieniong makroskopowo, ale co ciekawe,
zaobserwowalismy, ze waznym czynnikiem podlegajgcym zmianie jest ekspresja genéw
zaangazowanych w odpowiedZ immunologiczna, co wczesniej nie bylo prezentowane w raku
brodawkowatym tarczycy. W chwili obecnej praca ta jest cytowana 265 razy. W kolejnych badaniach
skupilismy sie zardwno na najlepiej réznicujacych genach, uzyskanych w powyzszej analizie takich jak
gen DPP4 (Ozog i wsp., 2005) czy tez TIMP1 i FN1 (Gubala i wsp.,2006) jak réwniez meta analizie
taczacej nasze wyniki z surowymi danymi uzyskanymi przez innych badaczy (Fujarewicz i wsp., 2007).
Dodatkowo w wyniku przeprowadzonej meta-analizy wykonanej na pofgczeniu badan wiasnych i
dostepnych w repozytoriach wraz z grupa prof. Andrzeja Swierniaka i prof. Krzysztofa Fujarewicza
zaproponowaliSmy panel gendw najlepiej réinigcych raka brodawkowatego tarczycy od zmian
tagodnych w materiale pooperacyjnym (Fujarewicz i wsp., 2007). Uzyskane wyniki zaowocowaty
zgtoszeniem do Europejskiego Urzedu Patentowego dotyczacym sygnatury transkryptomicznej raka
tarczycy (nr zgtoszenia EP2366800A1 z dnia 01-03-2010, tytut , Kit, method and use for the diagnosis
of papillary thyroid cancer using a gene expression profile”, zespdt autoréw M. Jarzab, M. Oczko-
Wojciechowska, M. Wiench, K. Fujarewicz, A. Pfeifer, M. Swierniak, B. Chociaz projekt zwigzany
przygotowaniem zgloszenia patentowego, ze wzgledow na ograniczone mozliwosci finansowe zostat
zawieszony, pozwolit na zdobycie doswiadczenia i wiedzy zwigzanej z przeprowadzeniem
postepowania patentowego. We wszystkich tych pracach bratam udziat w wykonaniu badania jak
rowniez interpretacji wynikow wzgledem dostepnego pismiennictwa.

Dalsze badania moiliwe byty do realizacji dzieki uczestnictwu w 6. Programie Ramowym Unii
Europejskiej GENRISK- , Defining the genetic component of thyroid cancer risk at low doses”. EU: FP6
36495. Projekt koordynowany byt przez prof. Michaela Atkinsona z Helmholtz Zentrum Miinchen,
Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt (GmbH) oraz prof. Geraldine Thomas
z Imperial College w Londynie, ktéra jest koordynatorem Chernobyl Tissue Bank. Centrum Onkologii —
Instytut, Oddziat w Gliwicach byto czescig konsorcjum, a grupa, w ktdrej uczestniczytam pod
kierownictwem pani prof. Barbary Jarzab odpowiedzialna byta za wykonanie oceny transkryptomu
raka brodawkowatego tarczycy, indukowanego promieniowaniem. Dla standaryzacji badan oraz
zrozumienia i oceny wptywu techniki mikromacierzy cze$¢ prébek byla wykonywana réwniez
w Université Libre w Brukseli (prof. J. Dumont, prof. C. Maenhaut). Znaczna czes¢ badan zostata
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wykonana przez ze mnie jak rowniez zajmowatam sie koordynacjg wspdtpracy miedzy Pracownia, a
Bankiem Tkanek w Czarnobylu. Uzyskane wyniki w pracy wykazaty, ze rdznica miedzy indukowanym
promieniowaniem, a sporadycznym rakiem brodawkowatym tarczycy jest niewielka, wyodrebnilismy
300 gendw o znamiennie roznigcej sie ekspresji (Handkiewicz-Junak D i wsp.,). Co interesujace, projekt
ten wykazat, ze réwniez niewielka rdznica we wzorze ekspresji genéw obserwowana jest w tkance
tarczycy niezmienionej makroskopowo, pobranej z drugiego ptata tarczycy u oséb narazonych na
promieniowanie jonizujagce (Dom i wsp.). ROwniez efektem wspdipracy w projekcie byto
wyselekcjonowanie nowego markera raka brodawkowatego tarczycy, genu AGR2 (ang. Anterior
gradient protein) wptywajacego na proliferacje i migracje komérek (di Maro i wsp.,). Powstata réwniez
praca pogladowa dotyczaca profilu ekspresji gendw raka tarczycy indukowanego promieniowaniem
jonizujgcym (Maenhaut i wsp.,). Udziat w obu projektach, europejskim i zamawianym, pozwolit mi na
zdobycie ogromnego doswiadczenia w planowaniu i koordynacji badan, jak rowniez ukierunkowat
moje zainteresowania badawcze w strone zastosowania wielkoskalowej analizy ekspresji gendw
w diagnostyce molekularnej. Realizacje tego celu umozliwito mi otrzymanie finansowania z
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego grantu ,Opracowanie punktéw kontrolnych dla oceny
jakosci procedury amplifikacji i znakowania mikromacierzy oligonukleotydowych”, ktérego bytam
kierownikiem. W ramach tego projektu zaproponowatam optymalizacje metody i kryteria oceny
jakosci w badaniu ekspresji gendéw za pomoca mikromacierzy oligonukleotydowych dla wykorzystania
tej techniki w diagnostyce. Réwniez moja rozprawa doktorska ,,Optymalizacja badan z wykorzystaniem
mikromacierzy DNA”, nakierowana byfa na okreslenie czynnikéw wptywajacych na wykonanie badania
globalnego profilu ekspresji genéw, a takze opracowanie punktéw kontrolnych, pozwalajacych na
zastosowanie tego typu badan w diagnostyce. Przeanalizowatam ponad 1200 mikromacierzy i ponad
4000 prébek RNA wyizolowanego z réznych typédw nowotwordw i prawidtowych tkanek. Zdobyte
doswiadczenie wykorzystatam przy realizacji projektu finansowanego przez NCBIR: ,Nowe narzedzia
diagnostyki molekularnej i obrazowania w indywidualizowanej terapii raka piersi, tarczycy i gruczotu
krokowego [MILESTONE]” konkurs STRATEGMED2. W projekcie tym jestem odpowiedzialna za
opracowanie klasyfikatora molekularnego wspomagajgcego rozpoznanie cytologiczne guzkdéw
tarczycy. Dodatkowo podjetam sie autorskiego projektu majacego na celu opracowania klasyfikatora
molekularnego, dedykowanego do zastosowania w pozostatosci materiatu biopsyjnego w igle po
wykonaniu preparatu cytologicznego, co jest przedmiotem mojej monografii. W chwili obecnej
rozpoczeto procedury majgce na celu zgtoszenie patentowe opracowanego klasyfikatora.

Moje zainteresowania markerami molekularnymi, w diagnostyce raka brodawkowatego tarczycy
zwigzane sg rowniez z poszukiwaniem markerédw prognostycznych. W ciggu ostatniej dekady pojawito
sie wiele doniesien proponujacych mutacje genu BRAF w kodonie 600 (transwersja tyminy na adenine
w nukleotydzie 1799) jako niezalezny marker prognostyczny w raku brodawkowatym tarczycy.
Poczatkowo wigzano mutacje genu BRAF V600E gtéwnie z nawrotem choroby i bardziej agresywnym
przebiegiem. Kolejne doniesienia nie potwierdzaty korelacji tej mutacji z gorszym rokowaniem w raku
brodawkowatym tarczycy. Réwniez badanie, w ktdrym uczestniczytam a prowadzone przez dr hab.
Agnieszke Czarniecka oraz dr Dagmare Rusinek nie wykazato korelacji migdzy mutacjg V60OE genu
BRAF z wiekszg agresywnoscig choroby (Czarniecka i wsp., 2015). Z tego tez wzgledu dalsze nasze
badania ukierunkowane zostaly na ocene korelacji mutacji promotora genu TERT, ktdrego
wspotwystepowanie z mutacjg genu BRAF zostalo powigzane z gorszym rokowaniem
w raku brodawkowatym tarczycy. Analiza przeprowadzona na polskiej grupie pacjentéw wykazata, ze
mutacja promotora genu TERT koreluje z przerzutami do weztéw chtonnych i bardziej zaawansowang
choroba. Jest to jedyne polskie badanie oceniajace wplyw obu mutacji na nawrot i agresywny przebieg
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raka brodawkowatego tarczycy (Rusinek i wsp., 2019). Wyniki wtasne, jak i ocena dotychczasowych
wynikdw zwigzanych z poszukiwaniem markeréw prognostycznych raka tarczycy zaowocowaty
wspoétautorstwem w 3 publikacjach przeglagdowych poruszajgcych najbardziej aktualne tematy
zwigzane z oceng mutacji genu BRAF jako czynnika prognostycznego, obecnosci zjawiska
heterogennosci w raku tarczycy, czy tez oceng przyczyny wzrostu zachorowan na raka tarczycy
(Czarniecka i wsp., 2016; Rusinek i wsp., 2017; Chmielik i wsp., 2018).

Prezne dziatanie Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Genomiki Funkcjonalnej w zakresie
transkryptomiki pozwolito na rozwijanie badan dotyczacych oceny transkryptomu min. guzéw
pecherzykowych tarczycy. Diagnostyka guzow pecherzykowych jest wyzwaniem nawet dla
doswiadczonego patologa. W obrazie mikroskopowym preparatu histopatologicznego gruczolak
pecherzykowy odrdznia sie od raka pecherzykowego naciekaniem torebki i/lub inwazjg do naczyn,
czego nie mozna zaobserwowaé w przypadku biopsji cienkoigtowych diagnostycznych. Dlatego
poszukiwania markerdw ztosliwosci guzéw pecherzykowych prowadzona jest od wielu lat.
W badaniach, w ktérych uczestniczytam, profil ekspresji genow zostat przeprowadzony w materiale
mrozonym (Woijtas i wsp., 2013, 2017) oraz archiwalnym (bloczki parafinowe) (Pfeifer i wsp., 2013).
W pracach tych opracowalismy panele genowe réznicujagce miedzy ztosliwymi a tagodnymi guzami
tarczycy uzyskujac ok. 72% poprawnej klasyfikacji prébek. W projektach tych koordynowatam prace
studentow studiéw doktoranckich oraz odpowiadatam za wykonanie badarh mikromacierzowych.

W 2007 r. utworzono Konsorcjum przez Centrum Onkologii — Oddziat w Gliwicach, Politechnike Slaska,
Slaska Akademie Medyczng (obecnie Slaski Uniwersytet Medyczny) oraz Uniwersytet Slaski, co
zaowocowato uzyskaniem Ssrodkéw w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka
,Rozwdj osrodkéw o wysokim potencjale badawczym” projekt POIG.02.01.00-00-166/08-00
i utworzeniem ,Slaskiej BIO-FARMY. Centrum Biotechnologii, Bioinzynierii i Bioinformatyki”.
W ramach projektu uruchomitam sekwencjonowanie nowej generacji (ang. next generation
sequencing, NGS) w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Genomiki Funkcjonalnej. W chwili obecnej
technika ta stosowana jest rowniez w rutynowej diagnostyce wykonywanej w Pracowni.
Wprowadzenie sekwencjonowania nowej generacji oraz wspotpraca z innymi osrodkami umozliwita
szerokg analize mutacji w guzach pecherzykowych tarczycy (Swierniak M i wsp., 2016) oraz pozwolita
na wykrycie nowych gendw fuzyjnych w raku brodawkowatym tarczycy (Pfeifer i wsp., 2019).

Wspétpraca z grupg prof. Piotra Widtaka w zakresie obrazowania i profilowania lipidow w tkance
tarczycy pozwolita na scharakteryzowanie profilu lipidowego raka brodawkowatego tarczycy
{(Wojakowska i wsp., 2018).
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B. Diagnostyka molekularna raka rdzeniastego tarczycy — selekcja markerow molekularnych
charakterystyczny dla tego nowotworu

Rak rdzeniasty tarczycy wywodzi sie z komorki C tarczycy i charakteryzuje sie odmienng biologia od
nowotwordow wywodzacych sie z komdrki pecherzykowe] tarczycy. Jest nowotworem rzadkim
i stanowi ok. 3-4% wszystkich rakow tarczycy. W ok. 25% wystepuje jako postac dziedziczna, ktéra
zwigzana jest z wystepowaniem germinalnych aktywujgcych mutacji proto-onkogenu RET. Rak
rdzeniasty tarczycy jest unikalnym modelem nowotworzenia poniewaz mutacje genu RET
charakteryzuja sie wysokim potencjatem transformujacych i wysoka penetracja dlatego tez nowotwor
ten rozwija sie u ponad 99% nosicieli tej mutacji. Z tego wzgledu wprowadzenie diagnostyki
genetycznej jest konieczne, zaréwno w celu identyfikacji oséb z dziedziczng postacig jak
i nosicieli mutacji. Diagnostyka genetyczna raka rdzeniastego tarczycy jako pierwsza w Polsce zostata
wprowadzona w 1998 r. przez prof. Barbare Jarzab w Centrum Onkologii-Instytucie, Oddziale
w Gliwicach. Badania nad wprowadzeniem takiego testu byty prowadzone juz od 1996 r. W tym czasie
nie byto szeroko dostepnych metod diagnostyki molekularnej i opracowaniem testu diagnostycznego
zajeta sie dr Matgorzata Wiench. Jako studentka pierwszego roku Woydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska, Uniwersytety Slaskiego dotaczytam do zespotu zajmujacego sie wdrozeniem
diagnostyki genetycznej w raku rdzeniastym tarczycy i miatam mozliwos¢ uczestniczenia we wdrazaniu
testu molekularnego do rutynowej diagnostyki germinalnej. Pierwsze moje zadania dotyczyly
opracowania metodyki izolacji DNA z krwi obwodowej oraz wykonania sekwenjonowania DNA metoda
Sangera (Wiench i wsp., 2001, Wtoch i wsp., 2001, 2005). Swdj warsztat technik molekularnych stale
udoskonalatam o nowe narzedzia genomiki funkcjonalnej takie jak mutageneza ukierunkowana, ktéra
pozwala na wprowadzenie dowolnej mutacji w wybranym miejscu genu co byto podstawa mojej pracy
magisterskiej pt.: ,Ukierunkowana mutageneza cDNA proto-onkogenu RET w wektorach
plazmidowych”. Dodatkowo w zwigzku z uruchomieniem banku guzow tarczycy mozliwe byto
wykonywanie badai w materiale pochodzacym z guza raka rdzeniastego tarczycy. Czynnik molekularny
odpowiedzialny za dziedziczng postac raka rdzeniastego tarczycy jest doskonale znany, sg to mutacje
genu RET, ale nieznane sg czynniki wptywajace na rozwoj sporadycznej postaci tego nowotworu. W
pierwszym etapie podjelismy sie badania zmian germinalnych bedacych polimorfizmami
jednonukleotydowymi w obrebie genu RET i ich karelacji z predyspozycjg do rozwoju raka rdzeniastego
tarczycy (Wiench i wsp.,). Natomiast w drugim etapie przeprowadzone zostaty analizy somatycznej
mutacji genu RET obecnej tylko w guzie raka rdzeniastego tarczycy (Wiench M i wsp., 2001). W
kolejnych  badaniach  skupitam sie na ocenie somatycznych mutacji gendw RAS
w materiale pooperacyjnym pobranym od pacjentéw z postacig sporadyczng i dziedziczng raka
rdzeniastego tarczycy (Oczko-Wojciechowska i wsp., 2015). Jest to jedno z kilku badan dotyczacych tej
tematyki na Swiecie i jedyne przeprowadzone na populacji polskiej. Wykazalismy, ze czestosé mutacji
genow RAS (gféwnie genu H-RAS) jest wysoka i wynosi blisko 69% wéréd prébek sporadycznego raka
rdzeniastego tarczycy, ujemnych pod wzgledem wystepowania mutacji genu RET. W 2005 r.
uzyskalismy finansowanie w ramach projektu Ministerstwa Nauki i Informatyzacji, ktére pozwolito na
scharakteryzowanie profilu ekspresji gendw raka rdzeniastego tarczycy (Oczko-Wojciechowska i wsp.,
2005). Wstepne wyniki wskazywaty na podobieristwo transkryptomu dziedzicznego i sporadycznego
raka rdzeniastego tarczycy co przemawia za wspdlng Sciezkg patogenezy molekularnej. Badanie to
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wykazato rowniez, ze niewielkie réznice we wzorze ekspresji gendw moga miec inne podfoze. Z tego
tez wzgledu rozszerzono badanie o kolejne prdbki. Badanie opublikowane w 2017 r. wykonane we
wspdtpracy z dr Jolantg Krajewska i dr Michatem Swierniakiem, obejmowato analize 60 prébek w tym
22 probki dziedzicznego i 38 sporadycznego raka rdzeniastego tarczycy i jest najwiekszym badaniem
oceniajgcym transkryptom raka rdzeniastego tarczycy prezentowanym do tej pory (Oczko-
Wojciechowska wsp., 2017). Badanie to potwierdzito, ze nie ma istotnych réznic w profilu ekspresji
gendw miedzy postacia dziedziczng i sporadyczng raka rdzeniastego tarczycy. Natomiast
zaproponowano 3 geny (NNAT, CDC14B, NTRK3), ktérych ekspresja moze réznicowac probki z
wykrytymi mutacjami charakterystycznymi dla MEN2A od MEN2B.

Czesto dziedziczna postaé tego nowotworu jest objawem zespotu mnogich nowotworéw uktadu
wydzielania wewnetrznego typu 2 (ang. multiple endocrine neoplasia type 2, MEN 2) ktéremu
towarzysza inne endokrynopatie takie jak guz chromochtonny nadnerczy. Tego tez wzgledu bratam
udziat w badaniu zwigzanym z oceng czestosci wystepowania tych guzéw u pacjentdw, u ktorych
mutacja genu RET zostata wykryta oraz w innym badaniu dotyczacym guzdéw chromochtonnych o
duzym potencjale ztosliwosci (Kotecka-Blicharz i wsp., 2016, 2018).
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C. Optymalizacja leczenia raka tarczycy, zalecenia krajowych towarzystw naukowych dotyczace
diagnostyki i leczenia.

W 2018 r. ukazata sie aktualizacja polskich rekomendacji dotyczacych diagnostyki i leczenia raka
tarczycy, w przygotowaniu ktorych bratam udziat.

Jarzab B, Dedecjus M, Stowiriska-Klencka D, Lewiniski A, Adamczewski Z, Anielski R, Bagtaj M, Batdys-Waligdrska
A, Barczynski M, Bednarczuk T, Bossowski A, Buziak-Bereza M, Chmielik E, Cichocki A, Czarniecka A, Czepczynski
R, Dzieciot J, Gawlik T, Handkiewicz-Junak D, Hasse-Lazar K, Hubalewska-Dydejczyk A, Jazdzewski K, Jurecka-
Lubieniecka B, Kalemba M, Kaminski G, Karbownik-Lewiriska M, Klencki M, Kos-Kudta B, Kotecka-Blicharz A,
Kowalska A, Krajewska J, Kropinska A, Kukulska A, Kulik E, Kutakowski A, Kuzdak K, Lange D, Ledwon A,
Lewandowska-Jabtoriska E, tacka K, Michalik B, Nasierowska-Guttmejer A, Nauman J, Niedziela M, Matecka-
Tendera E, Oczko-Wojciechowska M, Olczyk T, Paliczka-Cieslik E, Pomorski L, Puch Z, Roskosz J, Ruchata M,
Rusinek D, Sporny S, Stanek-Widera A, Stojcev Z, Syguta A, Syrenicz A, Szpak-Ulczok S, Tomkalski T, Wygoda Z,
Wioch J, Zembala-Nozyriska E. Guidelines of Polish National Societies Diagnostics and Treatment of Thyroid
Carcinoma. 2018 Update. Endokrynol Pol. 2018;69(1):34-74

D. Poszukiwanie markerow molekularnych diagnostycznych i predykcyjnych w innych
nowotworach

Rak krtani

Duzym wyzwaniem dla mnie byt projekt kierowany przez dr hab. Jarostawa Markowskiego, ktéry miat
na celu poszukiwanie markeréw molekularnych wspierajgcych diagnostyke histologiczng raka krtani.
W projekcie tym bytam odpowiedzialna za wykonanie badania oceny transkryptomu jak i analizy
bioinformatycznej. Efektem tego projektu byto wyselekcjonowanie 4 gendw (ADAM12, 2—-CDK2, KiF14,
CHES1), ktorych ekspresja nie byta wczesniej wigzana z rakiem krtani (Markowski i wsp., 2009, 2009,
2013).

Markowski J, Tyszkiewicz T, Jarzab M, Oczko-Wojciechowska M, Gierek T, Witkowska M, Paluch J, Kowalska M,

Wygoda Z, Lange D, Jarzab B. Metal-proteinase ADAM12, kinesin 14 and checkpoint suppressor 1 as new
molecular markers of laryngeal carcinoma. Eur Arch Otorhinolaryngol. 2009 Oct;266(10):1501-1507

Markowski J, Jarzab M, Oczko-Wojciechowska, Tyszkiewicz T, Witkowska M, Kowalska M, Lange D, Jarzab B, Likus
W, Paluch J. Profil ekspresji gendw w raku ptaskonabtonkowym krtani in vivo przy uzyciu mikromacierzy
oligonukleotydowych wysokie] gestosci [Gene expression profile in laryngeal cancer in vivo by high — density
oligonucleotide microarrays analysis]. Polski Przeglad Otorynolaryngologiczny, Volume 2, Issue 2, April-June
2013, Pages 63-69

Markowski J, Oczko-Wojciechowska M, Gierek T, Jarzab M, Paluch J, Kowalska M, Wygoda Z, Pfeifer A,
Tyszkiewicz T, Jarzab B, Niedzielska |, Borgiel-Marek H. Gene expression profile analysis in laryngeal cancer by
high-density oligonucleotide microarrays. J Physiol Pharmacol. 2009 May;60 Suppl 1:57-63

Rak piersi

W ramach projektu STRATEGMED2 , Nowe narzedzia diagnostyki molekularnej i obrazowania
w indywidualizowanej terapii raka piersi, tarczycy i gruczotu krokowego [MILESTONE]” jako kierownik
czesci genomicznej odpowiadam za wykonanie badan transkryptomicznych réwniez w raku piersi.
Czesc¢ projektu dotyczaca raka piersi kierowana jest przez dr Michata Jarzgba, kierownika sekcji Breast
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Unit w Centrum Onkologii-Instytucie, Oddziale w Gliwicach. Gtéwnym celem badania dotyczacego
raka piersi jest poszukiwanie markeréw molekularnych do zastosowania prognostycznego i
predykcyjnego, w szczegdlnosci wspomagajacych ocene odpowiedzi na przedoperacyjng
chemioterapie. Pierwsze uzyskane wyniki dotyczyty mozliwosci zastosowania oceny ekspresji genéw
zwigzanych z proliferacja (MK167 i CDK1) oraz genu stresu komdrkowego HSP90 jako markeréw
molekularnych predykcyjnych w odpowiedzi na przedoperacyjng chemioterapie (Jarzab M i wsp.,
2016). W ramach dziatalnosci Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Genomiki Funkcjonalnej wdrozytam
wraz z zespotem Pracowni mozliwos¢ oceny globalnej ekspresji genéw w materiale archiwalnym. Jest
to niezwykle trudne zagadnienie, poniewaz materiat genetyczny uzyskiwany z bloczkéw parafinowych
zwykle jest bardzo niskiej jakosci, co czesto uniemozliwia wykonanie badania ekspresji genéw.
Konieczna jest optymalizacja stosowanej metody analitycznej, ale rowniez standaryzacja wykonania
bloczkéw parafinowych dla uzyskania jak najlepszej jakosci materiatu do badan. Jednym z pierwszych
duzych projektéw wykorzystujgcych materiat archiwalny do oceny transkryptomu byta prdba
rozrdznienia chorych na raka piersi, u ktérych dojdzie do przerzutéw do mézgu, od chorych bez
rozsiewu do OUN pomimo zajecia innych narzadow. Badanie to opierato sie na ocenie profilu ekspresji
gendw w guzie pierwotnym (Duchnowska i wsp., 2017). Z catego zgromadzonego materiatu tylko ok.
1/5 prébek mozliwa byta do wykorzystania w ocenie transkryptomu. W duzej mierze wptyw na taki
wynik moégt mie¢ fakt, ze najstarsze bloczki parafinowe przeznaczone do badan wykonane zostaty
jeszcze w 1997 r. bez zachowania obecnych regut dotyczacych preparatyki co uniemozliwia
wykorzystanie takiego materiatu do badan molekularnych.
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Ostra biataczka limfoblastyczna u dzieci

W wiekszosci swojej pracy badawczej skupitam sie na zastosowaniu oceny transkryptomu w guzach
litych, dlatego ciekawym doswiadczeniem byto dla mnie zaangazowanie sie w badanie dotyczace
transkryptomu nowotworowych limfoblastow od dzieci z ostrg biataczkg limfoblastyczng
w kontekscie oceny ich wrazliwosci na cytostatyki. Wraz z gtéwnym autorem dr Joanng Szczepanek
odpowiadatam za opracowanie metody izolacji RNA z limfoblastéw oraz wykonanie badania
mikromacierzowego.
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Styczynski J. Expression profiles of signal transduction genes in ex vivo drug-resistant pediatric acute
lymphoblastic leukemia. Anticancer Res. 2012 Feh;32(2):503-6.
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Inne nowotwory

Doswiadczenie zdobyte w analizie transkryptomu raka tarczycy wykorzystalam w szeregu innych
projektéw min. w badaniu dotyczacym poszukiwania zmian w profilu ekspresji genow gwiazdziakow
pilocytarncych u dzieci w zaleinodci od ich lokalizacji (Zakrzewski i wsp., 2015). Jak rowniez
uczestniczytam w scharakteryzowaniu transkryptomu raka trzustki (Olakowski i wsp., 2009) oraz raka
sromu przez porownanie utkania nowotworu do tkanek niezmienionych nowotworowo otaczajgcych
guz lub pordwnanie zajetych i niezajetych weztéw chtonnych. (Kowalewska i wsp., 2012).
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carcinoma. Folia Histochemica Cytobiologica 2009; 47(2): 249-255

Kowalewska M, Radziszewski J, Goryca K, Bujko M, Oczko-Wojciechowska M, Jarzab M, Siedlecki JA, Bidzinski M.
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

E. Ocena transkryptomu stymulowanych komérek odpowiedzi immunologicznej.

W badaniach dotyczacych transkryptomu raka tarczycy zaobserwowalismy duze zmiany w ekspresji
genow zwigzanych z odpowiedzig immunologiczng, dlatego tez cennym doswiadczeniem byt dla mnie
udziat w projektach prowadzonych przez dr hab. Magdalene Chechliriskg z Zaktadu Immunologii
Centrum Onkologii-Instytutu w Warszawie oraz dr hab. Jolante Jure z Zaktadu Biochemii Ogdlnej
Uniwersytetu Jagielonskiego. W pierwszym projekcie zidentyfikowano sygnature wyjscia z cyklu
komdrkowego limfoblastéw T pozbawionych czynnika wzrostu (Chechlinska i wsp., 2009). Natomiast
drugi projekt nakierowany byt na okreslenie wptywu IL-1 i IL-6 na ekspresje genow w makrofagach
pochodzgcych z monocytdw krwi obwodowe] (lura i wsp., 2008).
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F. Inne projekty

Uczestniczytam réwniez w projekcie majagcym na celu identyfikacje szlakow odpowiedzi
immunologicznej mogacych wyjasni¢ mniejszg skutecznos$¢ szczepionki przeciw krztuscowej DPT
z petnokomarkowym lub niepetnokomadrkowym komponentem krztuscowym (Gzyl i wsp., 2007).
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Innym projektem, w ktdrym bratam udziat, rowniez nakierowanym na identyfikacje szlakow byta ocena
réznic w profilu ekspresji genow jgdrzastych komérek krwi obwodowej u pacjentow
z nefropatig cukrzycowa w poréwnaniu do pacjentéw bez nefropatii (Moczulski i wsp., 2007).

Kolejnym projektem, w ktérym wykorzystatam analizg transkryptomu byto badanie prowadzone przez
prof. Marie Obolenskaya (Institute of Molecular Biology and Genetics, National Academy of Sciences
of Ukraine). Gtéwnym celem byta ocena podobieristw miedzy swoistg odpowiedzig in vitro na IFN-a w
szczurzych hepatocytach, a naturalnymi procesami regeneracji watroby (Kuklin I wsp., 2013).

Miatam rowniez mozliwo$¢ uczestniczenia w projekcie na rzecz obronnosci i bezpieczeristwa Panstwa
(AriaDNA 2010) pt.: ,Opracowanie dla potrzeb kryminalistyki nowoczesnego systemu identyfikacji
osobniczej oraz populacyjnej na poziomie pojedynczych komérek ludzkich” realizowanym wspdlnie z
Biurem Badan Kryminalistycznych ABW. W projekcie tym uczestniczytam w identyfikacji transkryptow
specyficznych dla populacji kaukaskiej i chiriskiej (Daca-Roszak i wsp., 2018).
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