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1. Imie i nazwisko

Katarzyna Lubecka

2. Dyplomy i stopnie naukowe

2014

2009

Stopien naukowy doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej
Wydzial Nauk o Zdrowiu

Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Promotor: prof. dr hab. Krystyna Fabianowska-Majewska

Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Rola roslinnych polifenoli i klofarabiny
w epigenetycznej regulacji transkrypcji wybranych genow supresorowych”
Praca z wyr6znieniem

Tytut zawodowy magister

Kierunek Zdrowie Publiczne, Specjalnos¢ Promocja Zdrowia

Wydziat Nauk o Zdrowiu

Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Promotor: prof. dr hab. Krystyna Fabianowska-Majewska

Tytut pracy magisterskiej: ,, Rola kwasu foliowego w epigenetycznej regulacji
aktywnosci genow”

Praca z wyr6znieniem

3. Zatrudnienie w jednostkach naukowych

2017 — obecnie p.o. Kierownika Zaktadu Chemii Biomedycznej, Katedry Biochemii
Medycznej, Wydziatu Nauk o Zdrowiu, Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi

2017 — obecnie Adiunkt, Zaktad Chemii Biomedycznej, Katedra Biochemii Medycznej,

2011 -2017

Wydzial Nauk o Zdrowiu, Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Asystent, Zaktad Chemii Biomedycznej, Katedra Biochemii Medycznej,
Wydzial Nauk o Zdrowiu, Uniwersytet Medyczny w Lodzi
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4. Wskazanie osiggni¢cia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.)

4.1.

4.2.

Tytul osiagnie¢cia naukowego

Cykl 5 publikacji naukowych zwigzanych tematycznie, pt.:

»INowe skojarzenia klofarabiny z bioaktywnymi fitozwigzkami i epigenetyczne
mechanizmy ich przeciwnowotworowego dzialania w ludzkich komdrkach raka piersi”

Spis publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Sumaryczny wskaznik Impact Factor publikacji wchodzacych w sklad osiagnigcia
naukowego wynosi 14,368, a punktacja MNiSW 130 punktow (wg odpowiednio
ISI Journal Citation Report oraz Ujednoliconego Wykazu Czasopism Naukowych
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego)

HI1.

H2.

H3.

H4.

HS.

Lubecka-Pietruszewska K*, Kaufman-Szymczyk A, Stefanska B, Cebula-Obrzut B,
Smolewski P, Fabianowska-Majewska K. (2015) Sulforaphane Alone
and in Combination with Clofarabine Epigenetically Regulates the Expression of
DNA Methylation-Silenced Tumour Suppressor Genes in Human Breast Cancer Cells.
Journal of Nutrigenetics and Nutrigenomics, 8(2): 91-101. doi: 10.1159/000439111
Wskaznik IF: 1,488, MNiSW: 20, * autor korespondencyjny

Kaufman-Szymczyk A”, Majewski G”, Lubecka-Pietruszewska K, Fabianowska-
Majewska K. (2015) The Role of Sulforaphane in Epigenetic Mechanisms, Including
Interdependence between Histone Modification and DNA Methylation. International
Journal of Molecular Sciences, 16(12): 29732-29743. doi: 10.3390/ijms161226195
Wskaznik IF: 3,257, MNiSW: 30, # rowny udzial autorow

Lubecka K, Kurzava L, Flower K, Buvala H, Zhang H, Teegarden D, Camarillo I,
Suderman M, Kuang S, Andrisani O, Flanagan JM, Stefanska B. (2016) Stilbenoids
remodel the DNA methylation patterns in breast cancer cells and inhibit oncogenic
NOTCH signaling through epigenetic regulation of MAML?2 transcriptional activity.
Carcinogenesis, 37(7): 656-668. doi: 10.1093/carcin/bgw048

Wskaznik IF: 5,105, MNiSW: 35

Lubecka K*, Kaufman-Szymczyk A, Fabianowska-Majewska K. (2018) Inhibition
of breast cancer cell growth by the combination of clofarabine and sulforaphane
involves epigenetically mediated CDKN2A upregulation. Nucleosides Nucleotides
Nucleic Acids, 37(5): 280-289. doi: 10.1080/15257770.2018.1453075

Wskaznik IF: 0,831, MNiSW: 15, * autor korespondencyjny

Lubecka K*, Kaufman-Szymczyk A, Cebula-Obrzut B, Smolewski P, Szemraj J,
Fabianowska-Majewska K. (2018) Novel Clofarabine-Based Combinations
with Polyphenols Epigenetically Reactivate Retinoic Acid Receptor Beta, Inhibit Cell
Growth, and Induce Apoptosis of Breast Cancer Cells. International Journal
of Molecular Sciences, 19(12). pii: E3970. doi: 10.3390/ijms19123970

Wskaznik IF: 3,687, MNiSW: 30, * autor korespondencyjny
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4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow
I. Wprowadzenie i motywacja badan

Rak piersi jest drugim najpowszechniej wystgpujacym nowotworem na $wiecie, bedac
zdecydowanie najczestszym typem nowotworu u kobiet, z szacunkowa liczbg ponad 2,0
miliondw nowych przypadkéw zdiagnozowanych w 2018 roku, co stanowi prawie 25%
wszystkich przypadkow nowotworéw wsrod kobiet. Rak piersi stanowi gtoéwng przyczyne
zgonow z powodu nowotwordéw u kobiet na calym $wiecie [1]. Ze wzgledu na coraz czgstsze
wystepowanie nowotworow piersi i ich heterogennos¢, istnieje potrzeba opracowania nowych,
skutecznych strategii prewencji, detekcji i terapii chorob nowotworowych.

Na podstawie poziomu ekspresji trzech receptoréw komodrkowych, w tym: receptora
estrogenowego (ER), receptora progesteronowego (PR) i receptora ludzkiego naskorkowego
czynnika wzrostu 2 (HER2), mozna wyr6zni¢ przynajmniej cztery podtypy nowotwordéw piersi:
luminalny A, luminalny B, HER2 i podstawny [2]. Kazdy z podtypow raka piersi rézni si¢
znaczaco mechanizmem inicjacji i progresji procesu nowotworowego.

Uwaza sig, ze istniejg dwie podstawowe drogi patogenezy raka piersi. Pierwsza dotyczy
od 5% do 10% przypadkéw raka piersi, bedacych wynikiem dziedziczonych mutacji
(m.in. geny BRCAI (ang. BRCA1, DNA Repair Associated), BRCA2 (ang. BRCA2, DNA Repair
Associated) obecnych we wszystkich komoérkach organizmu [1]. Druga droga patogenezy
prowadzi do tzw. sporadycznego raka piersi w wyniku zahamowania funkcji genow
supresorowych 1  aktywowania onkogené6w na skutek zmian  genetycznych
i/lub epigenetycznych. W przeciwienstwie do zmian genetycznych, epigenetyczne
modyfikacje, zalezne od czynnikow zewnetrznych, sa odwracalne i moga by¢ celem
chemoprewencji i terapii nowotworéw, majacych na celu zarowno zahamowanie wczesnych
zmian transformacji nowotworowej, jak i zapobieganie takim zmianom.

W licznych badaniach wskazuje si¢ na potencjalny zwigzek pomiedzy czestoscia
wystgpowania nowotworOw a narazeniem naroznorodne zewngtrzne czynniki ryzyka,
zwigzane ze stylem zycia. Do czynnikow ryzyka sporadycznego raka piersi mozna zaliczy¢,
m.in. nieprawidtowg diete, otylos¢, brak aktywnosci fizycznej, palenie papierosow,
czy zazywanie egzogennych §rodkéw hormonalnych. Ekspozycja na czynniki tego typu moze
prowadzi¢ do zmian epigenetycznych (m.in. zmiany wzoru metylacji DNA, dostgpnosci
chromatyny i aktywno$ci miRNA) wplywajacych na wzrost, rdznicowanie, czy apoptoze
komorek. Rozregulowany kod epigenetyczny wydaje si¢ wigc odgrywaé wazng role w rozwoju
sporadycznych nowotwordéw, w tym nowotworow piersi [3-5].

Epigenetyka to obszerna dziedzina nauki zajmujaca si¢ badaniem dziedzicznych zmian
w ekspresji gendow bez naruszenia sekwencji nukleotydow w DNA. Trzy gtoéwne, wspotzalezne
modyfikacje epigenetyczne, obejmujace metylacj¢ DNA, kowalencyjne modyfikacje histonow,
oraz zmiany w aktywnos$ci niekodujacych RNA (miRNA), sa zaangazowane w regulacje
transkrypcyjnej aktywnosci wielu genow. Modyfikacje epigenetyczne podlegaja w komorkach
prawidtowych cigglym, dynamicznym zmianom. W procesie transformacji nowotworowe;j,
w tym w procesie rozwoju raka piersi, zaburzenie mechanizmoéw epigenetycznych moze
prowadzi¢ do wyciszenia genow supresorowych oraz jednoczesnie do zwigkszonej ekspresji
onkogenow i gendow prometastatycznych. Wyciszenie gendw supresorowych moze by¢ czgsto
zwigzane ze zwigkszong metylacja (hipermetylacja) ich regiondw promotorowych, natomiast
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nadekspresja onkogendéw i genoéw prometastatycznych moze wynika¢ ze zmniejszonej
metylacji (hipometylacji) ich regionow regulatorowych [3-5].

Wiele genéw supresorowych koduje biatka odpowiedzialne za negatywna regulacje
wewnatrzkomorkowych, onkogennych szlakéw przekazu sygnatu, m.in. MAPK (ang. Mitogen-
Activated Protein Kinase)/AP-1 (ang. activating protein-1) oraz PI3K (ang. phosphoinositide
3-kinase)/ AKT (ang. AKT Serine/Threonine Kinase) [4-7]. Wyciszenie hipermetylowanych
genow supresorowych w komoérkach nowotworowych jest potencjalnie odwracalne. Dlatego
tez identyfikacja nowych strategii przeciwnowotworowe;j terapii epigenetycznej nakierowanej
na reaktywacj¢ tych gendow poprzez ich demetylacje wydaje si¢ by¢ bardzo obiecujaca.

Opracowano nowe strategie skoncentrowane na hamowaniu procesu metylacji DNA
za pomocg specyficznych inhibitorow metylotransferaz DNA (DNMT), tj. azacytydyna
(5-azacytydyna, 5-aza-C) i decytabina (5-aza-2'-deoksycytydyna, DAC). 5-aza-C i DAC
po wbudowaniu do DNA, hamujg aktywnos¢ DNMT i powodujg demetylacje i indukcje genow
supresorowych [8]. Alternatywne podejscie, polegajace na hamowaniu metylacji DNA, odnosi
sic do zwigzkow, ktore zaktocajg cykl ,,aktywnego metylu”, np. kladrybina (2-chloro-2’-
deoksyadenozyna, 2CdA) i fludarabina (9-pf-D-arabinozylo-2-fluoroadenina, F-ara-A). 2CdA
i F-ara-A hamuja aktywno$¢ hydrolazy S-adenozylo-L-homocysteiny (SAH), co powoduje
akumulacj¢ SAH i wuszczuplenie puli S-adenozylo-L-metioniny (SAM, donor grup
metylowych), zaburzenie cyklu ,,aktywnego metylu” i ostatecznie zahamowanie reakcji
metylacji DNA [4, 5, 9, 10]. Ze wzgledu na pewne ograniczenia w stosowaniu 2CdA i F-ara-A,
m.in. niskg biodostgpnos$¢ lekow po podaniu doustnym i wysoka toksyczno$¢ neurologiczng
[10], zostal zsyntetyzowany nowy analog 2'-deoksyadenozyny, klofarabina (2-chloro-2’-
fluoro-2’-deoksyarabinozylo-adenina, CIF, produkowana jako Clolar lub Evoltra), strukturalnie
podobny do 2CdA i F-ara-A. W 2004 roku CIF zostata wprowadzona do leczenia pacjentow
pediatrycznych z oporng 1 nawrotowa ostra biataczkg limfoblastyczng (ang. acute
lymphoblastic leukaemia, ALL) [12].

Dane literaturowe wskazuja, ze mechanizm dzialania CIF poprzez jej trifosforanowsa
pochodna (2-chloro-2’-fluoro-2’-deoksyarabinozyloadenino-5’-trifosforan, CIF-ATP)
obejmuje gtownie hamowanie syntezy DNA poprzez inhibicj¢ reduktazy rybonukleotydowe;j
i polimerazy DNAo, a nastgpnie indukcj¢ apoptozy [13,14]. CIF wykazuje duze, wyzsze
od naturalnego substratu 2’-deoksycytydyny, powinowactwo do jednego z enzymoéw
fosforylujacych (kinazy deoksycytydynowej, dCK). Ponadto CIF posiada wicksza opornosc
na rozktad w komorce przez deaminaze adenozynowg (ADA) i mniejsza podatno$¢ na rozpad
fosforolityczny niz 2CdA i F-ara-A, podczas gdy powinowactwo CIF-ATP do polimerazy
DNAa i reduktazy rybonukleotydowej jest podobne Iub wigksze niz powinowactwo
trifosforanu 2’-deoksyadenozyny (dATP) [15].

Poniewaz wczes$niejsze badania in vitro naszego zespotu wykazaty, ze 2CdA i F-ara-A
(prekursory CIF) biorg udzial w epigenetycznej regulacji transkrypcyjnej aktywnosci genow
supresorowych w komorkach raka piersi [4,5], zalozylySmy, ze rowniez CIF moze wplywac
na modulacje ludzkiego epigenomu. Nasze dalsze badania ujawnily nowy, epigenetyczny
mechanizm przeciwnowotworowej aktywnosci CIF, obejmujacy demetylacje ijednoczesng
reaktywacje ekspresji wybranych gendéw supresorowych, APC (ang. APC, WNT Signaling
Pathway Regulator), PTEN (ang. Phosphatase And Tensin Homolog) i RARB (ang. Retinoic
Acid Receptor Beta) w ludzkich komorkach biataczki erytrocytarnej linii K-562,
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reprezentujacych komorki przewlektej biataczki szpikowej (ang. chronic myeloid leukaemia,
CML) [16]. Geny supresorowe APC, PTEN i RARB zostaly wybrane do naszych badan
na podstawie dotychczasowych danych literaturowych, ktére wskazuja na istotny udziat
zwigkszonej metylacji ich promotorow w wyciszeniu transkrypcyjnej aktywnosci tych gendw
w komorkach licznych typoéw nowotworow [4, 5]. Ponadto geny te koduja biatka supresorowe,
negatywnie regulujace podstawowe, wewnatrzkomorkowe szlaki przekazu sygnatu: PI3K/AKT
(biatko PTEN), MAPK/AP-1 (biatka PTEN i RARB) i Wntl/beta-katenina/ T-cell factor, TCF
(biatko APC), ktore kontrolujg wzrost, przezywalnos¢ i apoptoze komoérek oraz ich adhezje
i migracje¢ [4-7, 17, 18].

W naszych badaniach wykazano, ze 96-godzinna inkubacja komorek K-562 z CIF
zastosowang w stezeniu rownym 20 nM (stezenie ponad dwukrotnie wyzsze od stezenia ICso,
rownego 8 nM) powoduje obnizenie stanu metylacji promotoréw gendéw supresorowych, APC,
PTEN 1 RARB o 10-35% wzgledem komorek kontrolnych, hodowanych w pozywce (medium)
bez leku. Zaobserwowanym zmianom Ww poziomie metylacji regionow promotorowych
badanych genow towarzyszyt istotny wzrost ich ekspresji 0 33-151%. Jednoczesnie, ekspozycja
komorek K-562 na CIF prowadzita do 28% obnizenia ekspresji genu kodujacego glowny enzym
z grupy metylotransferaz DNA, metylotransferaze DNA 1 (DNMTI), odpowiedzialny
za katalize reakcji metylacji DNA [16]. Zwickszona ekspresja i/lub aktywnos¢ DNMTTI jest
czgsto odnotowywana w komorkach wielu typow nowotworow [3-5, 8].

Obserwacje te przyczynity si¢ do podjgcia przeze mnie badan majgcych na celu oceng roli
CIF w epigenetycznej regulacji transkrypcyjnej aktywnos$ci genow supresorowych w ludzkich
komorkach rak piersi. Do badan, ktére byly podstawa mojej rozprawy doktorskiej, wybrano
dwie linie raka piersi, MCF7 i MDA-MB-231, rdéznigce si¢ stopniem inwazyjnosci, jako
eksperymentalny model in vitro nowotworow litych.

Do chwili obecnej tylko nasz zespot wykazal epigenetyczny mechanizm
przeciwnowotworowej aktywnos$ci CIF w ludzkich komorkach raka piersi [19]. Nasze badania
wskazuja, ze inkubacja komorek raka piersi linii MCF7 i MDA-MB-231 z CIF silnie hamuje
ich wzrost w sposob zalezny od czasu ekspozycji i dawki leku. W badaniach nad wptywem CIF
na metylacje i ekspresje gendéw zastosowano 96-godzinny czas hodowli oraz stezenia CIF
réwne wyznaczonym wczesniej wartosciom ICso, wynoszacym odpowiednio 640 nM
dla komoéorek MCF7 i 50 nM dla komorek MDA-MB-231. W przypadku obu linii
nowotworowych, CIF prowadzita do obnizenia stanu metylacji i zwigkszenia poziomu ekspresji
genow PTEN i RARB, jak rowniez do zwickszenia ekspresji genu CDKNIA (ang. Cyclin
Dependent Kinase Inhibitor 14; P21). Ponadto w nieinwazyjnych komorkach linii MCF7
zmiany te byly zwigzane ze zmniejszeniem ekspresji genu DNMTI [19].

Nasze badania wskazuja na istotng role CIF w epigenetycznej regulacji transkrypcji
wybranych genéw supresorowych w ludzkich komodrkach raka piersi. Wydaje sie, ze jest to
nowy, wazny element przeciwnowotworowej aktywnosci CIF 1 moze wskazywac
na potencjalng skuteczno$¢ tego leku w terapii epigenetycznej guzow litych, zwlaszcza
we wczesnych stadiach nowotworzenia.

Sporadyczny rak piersi jest czesto zwigzany z zaburzeniami prawidlowego wzoru
metylacji DNA, ktore sa odwracalne i wrazliwe na dziatanie czynnikéw $rodowiskowych,
wtym diety. Coraz wigcej publikacji naukowych wskazuje na wysoka skuteczno$é
bioaktywnych zwiazkéw roslinnych (fitozwigzkow) w prewencji chorob nowotworowych,
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oraz w terapii wspomagajacej konwencjonalng chemoterapi¢ (terapii skojarzonej). Najnowsze
badania opisane przez nas i innych autorow, wskazuja, ze bioaktywne fitozwigzki,
m.in. izotiocyjaniany z warzyw krzyzowych (np. sulforafan, SFN), katechiny z zielonej i biatej
herbaty (np. galusan epigallokatechiny, EGCG), fitoestrogeny z roslin straczkowych
(np. genisteina) i1 z czerwonych winogron (np. resweratrol, RSV), modyfikuja stan metylacji
i poziom ekspresji genéw hipermetylowanych w komoérkach nowotworowych, co stanowi
epigenetyczny mechanizm ich przeciwnowotworowego dziatania [3-5, 20, 21].

Ponadto, nasz zespot badawczy wykazat wspomagajace, chemoprewencyjne dziatanie
wybranych fitozwigzkéw, RSV i ATRA (kwas calkowicie trans-retinowy, metabolit
witaminy A), w skojarzeniu z 2CdA i F-ara-A, w ludzkich komorkach raka piersi liniit MCF7
i MDA-MB-231. RSV i ATRA, zastosowane w st¢zeniach zblizonych do wartosci ICso, istotnie
wzmacniaty przeciwnowotworowy, epigenetyczny efekt dziatania 2CdA i F-ara-A, szczegolnie
we weczesnym stadium raka piersi (komorki linii MCF7), oraz powodowaly silniejsze
zahamowanie wzrostu komoérek nowotworowych w poréownaniu do efektu dziatania badanych
zwigzkow uzytych osobno [4, 5].

Wiele zespolow badawczych na $wiecie z duza intensywnos$ciag prowadzi badania
nad skojarzong terapig epigenetyczng, z zastosowaniem naturalnych i syntetycznych zwigzkow
o dziataniu chemoprewencyjnym.

W  Zakladzie Chemii Biomedycznej od wielu lat zajmujemy si¢ badaniem
przeciwnowotworowych wtasciwosci nukleozydowych i nienukleozydowych inhibitorow
procesu metylacji DNA, zastosowanych samodzielnie oraz w skojarzeniu.

W niniejszym autoreferacie przedstawiam moje badania dotyczace epigenetycznej
aktywnos$ci przeciwnowotworowej oraz molekularnych mechanizméw dzialania nowych
skojarzen antymetabolitu, klofarabiny (CIF), z wybranymi fitozwigzkami, tj. SFN, EGCG
1 genisteing, w modelu in vitro ludzkich komorek raka piersi.

II. Cel i zakres badan
Celem pracy bylo:

1. Zbadanie epigenetycznej aktywnosci przeciwnowotworowej nowych skojarzen klofarabiny
(CIF) i bioaktywnych fitozwiazkéw (SFN, EGCG, genisteina) w ludzkich komorkach raka
piersi linii MCF7 i MDA-MB-231, wybranych jako eksperymentalny model in vitro
nowotworow litych, o réznej inwazyjnosci:

*  MCF7 (nieinwazyjne, estrogeno-zalezne komorki raka piersi, ATCC HTB-22),

+ MDA-MB-231 (inwazyjne, estrogeno-niezalezne komorki raka piersi, ECACC
92020424).

1.1. Okreslenie mechanizmu dziatania badanych skojarzen poprzez ocen¢ ich wptywu na:
* wzrost komérek nowotworowych,
* proces apoptozy,
* stan metylacji regionow promotorowych wybranych gendéw supresorowych,

o analiza bioinformatyczna publicznie dostepnych danych z baz The National
Cancer Institute (NCI’s) Genomic Data Commons (GDC) Data Portal oraz Gene
Expression Omnibus (GEO) DataSets — weryfikacja roli wybranych fragmentow
regiondbw promotorowych w regulacji transkrypcji badanych genow
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supresorowych na podstawie analizy danych z mikromacierzy Illumina Infinium
HumanMethylation450 (Illumina 450K) oraz z bazy TRANSFAC.

poziom ekspresji wybranych genow supresorowych,

o analiza bioinformatyczna publicznie dost¢pnych danych z baz Oncomine
oraz GEO DataSets,

transkrypcyjng aktywnos¢ gendéw DNMTI, CDKNIA (P21) i TP53, kodujacych

biatka zaangazowane w regulacje procesu metylacji DNA.

o Decytabina (5-aza-2’-deoksycytydyna, DAC), silny inhibitor DNMTI,
zastosowana w analizie metylacji i/lub ekspresji badanych gendéw jako zwigzek
referencyjny.

2. Okreslenie synergistycznego dziatania badanych skojarzen.
* W badanych kombinacjach z CIF (ICso) naturalne zwiazki bioaktywne (SFN, EGCG,

genisteina) zostaly zastosowane w stezeniu istotnym fizjologicznie réwnym 10 pM.

3. Wyselekcjonowanie skojarzen o najwigkszym przeciwnowotworowym potencjale
epigenetycznym.

3.1.

3.2

3.3.

Poréwnanie zakresu zmian, obejmujacych zahamowanie wzrostu i indukcj¢ apoptozy
komoérek raka piersi linii MCF7 i MDA-MB-231 po inkubacji z badanymi
skojarzeniami, do poziomu tych zmian w komorkach badanych linii nowotworowych
po inkubacji: bez badanych zwiazkow (kontrola negatywna, 0,1% DMSO
(dimetylosulfotlenek)), z decytabing (DAC, kontrola pozytywna), oraz z badanymi
zwigzkami zastosowanymi osobno.
Poréwnanie zakresu zmian metylacji 1 ekspresji wybranych genéw supresorowych
w komorkach raka piersi linii MCF7 i MDA-MB-231 po inkubacji z badanymi
skojarzeniami, do poziomu tych zmian w komorkach badanych linii nowotworowych
po inkubacji: bez badanych zwigzkéw (kontrola negatywna, 0,1% DMSO), z DAC
(kontrola pozytywna), oraz z badanymi zwigzkami zastosowanymi osobno.
Poréwnanie zakresu zmian metylacji i ekspresji wybranych genow supresorowych
w komorkach raka piersi linii MCF7 i MDA-MB-231 po inkubacji z badanymi
skojarzeniami do poziomu ich metylacji i ekspresji w ludzkich komorkach
nabtonkowych piersi linii MCF10A (komoérki immortalizowane), zastosowanych jako
model komorek prawidlowych gruczotu sutkowego.
* Ocena kierunku zmian profilu metylacji i ekspresji badanych gen6w supresorowych
— z profilu charakterystycznego dla komorek nowotworowych na profil
obserwowany w komorkach prawidtowych.

III. Omoéwienie wynikéw badan

Konwencjonalna terapia przeciwnowotworowa oparta jest glownie na syntetycznych
zwigzkach (lekach) cytotoksycznych. Liczne dziatania niepozadane i duza toksyczno$¢ tych
chemoterapeutykow, a takze wrodzona lub nabyta opornos¢ komoérek nowotworowych
na stosowane leki, przyczyniaja si¢ do poszukiwania nowych strategii terapeutycznych.
Obecnie coraz wigksze nadzieje poklada si¢ w zastosowaniu przeciwnowotworowej terapii
skojarzonej, opartej mi¢dzy innymi na jednoczesnym podawaniu co najmniej dwoch zwigzkow

o réznym mechanizmie dzialania. Liczne badania wykazaly, ze taka terapia skojarzona, w tym
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epigenetyczna terapia skojarzona, znacznie zwigksza skuteczno$¢ leczenia oraz zmniejsza
dziatania niepozadane [4, 5]. Naukowcy i lekarze podejmujg proby zastosowania roéznych
kombinacji zwigzkow, migdzy innymi taczenia znanych chemoterapeutykow z nowymi
zwigzkami pochodzenia syntetycznego, jak rowniez coraz czgséciej ze znanymi i/lub nowymi
bioaktywnymi zwigzkami pochodzenia naturalnego.

Jak dotad pojawito si¢ niewiele prac na temat synergistycznego dziatania bioaktywnych
zwigzkow roslinnych stosowanych w skojarzeniu z lekiem przeciwnowotworowym, CIF.
Synergistyczne dzialanie przeciwnowotworowe RSV w polaczeniu z CIF wykazano
w badaniach in vitro z zastosowaniem komorek wybranych linii migdzybtonniaka [22-26].

Wilaczajac si¢ w nurt poszukiwan nowych strategii epigenetycznej terapii
przeciwnowotworowej, badatam, czy wybrane bioaktywne fitozwigzki (SFN, EGCG
1 genisteina) mogg wzmacnia¢ przeciwnowotworowe dziatanie CIF w ludzkich komorkach raka
piersi linii MCF7 i MDA-MB-231. Otrzymane wyniki opublikowatam w opisanych ponizej
pracach, dzigki wspotpracy z cztonkami zespotéw badawczych Zaktadu Chemii Biomedyczne;,
Zaktadu Hematologii Doswiadczalnej oraz Zaktadu Biochemii Medycznej na Uniwersytecie
Medycznym w tLodzi oraz laboratorium dr Barbary Stefanskiej na Uniwersytecie Purdue
w Stanach Zjednoczonych Ameryki.

H1. Lubecka-Pietruszewska K, Kaufman-Szymczyk A, Stefanska B, Cebula-Obrzut B,
Smolewski P, Fabianowska-Majewska K. (2015) Sulforaphane Alone and in Combination
with Clofarabine Epigenetically Regulates the Expression of DNA Methylation-Silenced
Tumour Suppressor Genes in Human Breast Cancer Cells. Journal of Nutrigenetics
and Nutrigenomics, 8(2): 91-101. doi: 10.1159/000439111

Celem niniejszej pracy byto zbadanie synergistycznego dziatania przeciwnowotworowego
klofarabiny (CIF) w potaczeniu z bioaktywnym izotiocyjanianem z brokuldow, sulforafanem
(CeH11NOS;, biologicznie aktywny izomer L-sulforafan, SFN), w ludzkich komérkach raka
piersi linii MCF7 i MDA-MB-231.

Weczesniejsze badania prowadzone w naszym zespole wykazaty wplyw CIF
na epigenetyczng regulacje transkrypcyjnej aktywnosci wybranych gendéw supresorowych
w ludzkich komorkach raka piersi [19]. W 1992 roku pojawila si¢ pierwsza publikacja, ktora
mozna bylo wyszukaé, wpisujac w bazie PubMed hasto ,,sulforaphane” [27]. Intensywne
badania prowadzone w ostatnich trzech dekadach wskazuja na wielokierunkowa,
chemoprewencyjng aktywno$¢ SFN na wszystkich etapach procesu nowotworzenia. W fazie
poprzedzajacej nowotworzenie mechanizm dziatania SFN polega na modulowaniu aktywnosci
enzymow zaangazowanych w regulacje 1 i Il etapu biotransformacji niektorych ksenobiotykow,
co zapobiega powstawaniu adduktéw DNA, ktére moglyby da¢ poczatek mutacji. Ponadto
wykazano, ze SFN wykazuje silne wlasciwosci przeciwnowotworowe, regulujac liczne procesy
komoérkowe, obejmujace proliferacje, roznicowanie i apoptozg komorek. Ogromny potencjat
przeciwkancerogenny SFN moze wynika¢ réwniez z jego aktywnosci w epigenetycznym
mechanizmie regulacji ekspresji genéw. Wiele badan wskazuje, ze epigenetyczne efekty
chemoprewencyjnego dziatania SFN w komorkach réznych typow nowotworéw sa zwigzane
z allosteryczng inhibicjg aktywno$ci deacetylaz histonow (HDAC), co prowadzi
do zwigkszenia acetylacji biatek histonowych w obrgbie regionéw promotorowych genow
supresorowych i w konsekwencji do reaktywacji ekspresji tych genow, np. genu CDKNIA
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(P21). Dane literaturowe wskazujg takze na rolg SFN w posredniej regulacji ekspresji
i/lub aktywnosci metylotransferaz DNA (DNMT) [3, 28].

W pracy tej badatam, czy SFN zastosowany w stezeniu istotnym fizjologicznie (10 uM)
moze wzmacnia¢ przeciwnowotworowe efekty dzialania CIF zastosowanej w stezeniu rownym
wartos$ci ICso w komorkach linii MCF7 i MDA-MB-231 (odpowiednio 640 nM i 50 nM),
reprezentujacych odpowiednio wczesne i pdzne stadium rozwoju raka piersi.

W celu okreslenia wptywu badanych zwigzkow, CIF (ICso), SFN (10 uM) i SEN (ICso,
22uM (MCF7) i 46 puM (MDA-MB-231)), uzytych osobno, jakiw skojarzeniu
(CIF(ICs0)+SFN(10 uM)), na przezywalno$¢ komorek MCF7 i MDA-MB-231, zastosowano
metode mikroskopowej analizy komoérek barwionych blekitem trypanu oraz metode
podwodjnego znakowania komodrek mieszaning Aneksyna V-FITC/jodek propidyny.
96-godzinna inkubacja z badanymi zwigzkami zastosowanymi osobno powodowata istotne
zahamowanie wzrostu komorek obu linii raka piersi w sposob zalezny od st¢zenia, co pozwolito
na wyznaczenie ww. warto$ci ICso. W przeciwienstwie do CIF (ICso), SFN znaczaco indukowat
apoptoze nieinwazyjnych komorek raka piersi linii MCF7, przy obu badanych st¢zeniach SFN
rownych 10 puM 1 26 pM. Testy skojarzone (CIF+SFN) wykazaly addytywna
i/lub synergistyczna  inhibicje¢ = wzrostu  komoérek linii MCF7 i MDA-MB-231,
oraz uwrazliwienie komorek linii MCF7 na indukcje procesu apoptozy, co bylo zwigzane
z istotnym wzrostem ekspresji genu 7P53 (ang. Tumor Protein P53). Roznice w zakresie
obserwowanych zmian w przezywalnosci komorek linii MCF7 i MDA-MB-231 po ekspozycji
na badane zwigzki mogg wynika¢ z odmiennej charakterystyki wybranych linii raka piersi.
Nieinwazyjne estrogeno-zalezne komorki raka piersi linii MCF7 wykazujg ekspresje
prawidtowego biatka supresorowego P53 oraz funkcjonalng delecj¢ genu kodujacego kaspaze 3
(ang. Caspase 3; CASP3), podczas gdy w inwazyjnych estrogeno-niezaleznych komorkach
MDA-MB-231 ze zmutowanym P53 wykazano aktywnos$¢ kaspazy 3.

W prezentowanej pracy ocenialam réwniez efekty dziatania CIF, SFN oraz skojarzenia CIF
z SFN na metylacje i ekspresj¢ wybranych genéw supresorowych w komorkach linii MCF7
i MDA-MB-231. Do badan wybrano geny supresorowe wazne dla regulacji cyklu
komoérkowego i/lub procesu apoptozy komoérek (CDKNIA, RARB, TP53), regulacji
wewnatrzkomorkowych szlakow przekazu sygnatu (PTEN, RARB), oraz gen DNMT1 kodujacy
glowng metylotransferaze DNA, metylotransferaze DNA 1 (DNMT1), ktéra katalizuje reakcje
metylacji DNA. Geny DNMTI i CDKNIA (P21), kodujg biatka, ktore wspotzawodnicza
0 miejsce wigzania do antygenu jadrowego proliferujagcych komorek (ang. Proliferating cell
nuclear antigen; PCNA) [29, 30]. Geny supresorowe PTEN i RARB koduja biatka, ktore
poprzez negatywna regulacje onkogennego szlaku przekazu sygnalu MAPK/AP-1 (biatko
PTEN) oraz inhibicj¢ aktywnosci czynnika transkrypcyjnego AP-1 (biatko RARB), moga
posrednio wptywac na transkrypcyjng aktywnos$¢ genu DNMTI. Dane literaturowe wskazuja,
ze czynnik transkrypcyjny AP-1 reguluje ekspresje¢ genu DNMTI, zawierajacego w regionie
promotorowych sekwencje sygnatowa dla AP-1 [31]. Ponadto wczes$niejsze badania wykazaty,
ze komorki linii MCF7 1 MDA-MB-231 r6znig si¢ istotnie stanem metylacji promotorow
genow supresorowych PTEN i RARB, oraz poziomem ich ekspresji, pozwalajgc na rozroznienie
komorek raka piersi o réznym stopniu inwazyjnosci [4, 5] .

Stan metylacji wybranych fragmentow promotorow gendéw PTEN i RARB oznaczano
w oparciu o analizg restrykcyjng wrazliwg na metylacj¢ (ang. methylation-sensitive restriction
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analysis; MSRA), wedlug metody Iwase i wsp. [32]. [loSciowa oceng ekspresji genow PTEN
1 RARB, oraz DNMTI1, CDKNIA i TP53 na poziomie mRNA wykonano technikag PCR w czasie
rzeczywistym (real-time PCR), a analiz¢ wynikoéw przeprowadzano w oparciu o metod¢ Pfaffl
i wsp., ktora przewiduje korekcj¢ danych pod katem ro6znic w wydajnosci PCR [33].

Zaréwno w komorkach MCF7, jak i MDA-MB-231, CIF i SFN zastosowane samodzielnie
prowadzily do obnizenia metylacji promotoréw genoéw PTEN i RARB przy jednoczesnym
zwigkszeniu ich ekspresji. Ponadto, nasze badania po raz pierwszy wykazaly, ze SFN
wzmacnia przeciwnowotworowy, epigenetyczny efekt dziatania CIF, szczegolnie
we wezesnym stadium raka piersi (komorki MCF7). W przypadku reaktywacji ekspresji genu
RARB, obserwowany efekt po ekspozycji na kombinacj¢ CIF+SFN (37-krotny wzrost poziomu
mRNA) byl az 2 razy silniejszy niz w przypadku ekspozycji na samg CIF (18-krotny wzrost
ekspresji). Moze to sugerowac, ze w regulacj¢ biologicznej aktywnos$ci genu RARB mogg by¢
zaangazowane roOwniez inne mechanizmy epigenetyczne, np. deacetylacja histonow [34].

Ponadto obserwowanym zmianom metylacji i ekspresji genéw supresorowych PTEN
1 RARB towarzyszyt istotny wzrost ekspresji genu CDKNIA w przypadku komorek obu linii
raka piersi, a w komorkach MCF7 rowniez znaczacy spadek ekspresji genu DNMTI.

Wedhug naszej najlepszej wiedzy w pracy tej po raz pierwszy wykazano wspomagajace,
chemoprewencyjne dziatanie SFN w skojarzeniu z CIF w ludzkich komorkach raka piersi.

Uzupehieniem tematycznym opisanych przeze mnie badan jest praca przegladowa,
w ktérej omowilismy epigenetyczny aspekt chemoprewencyjnych i przeciwnowotworowych
wlasciwosci SFN.

H2. Kaufman-Szymczyk A", Majewski G, Lubecka-Pietruszewska K, Fabianowska-
Majewska K. (2015) The Role of Sulforaphane in Epigenetic Mechanisms, Including
Interdependence between Histone Modification and DNA Methylation. International
Journal of Molecular Sciences, 16(12): 29732-29743. doi: 10.3390/ijms161226195.
# rowny udziat autorow

Celem tej pracy przegladowej byto podsumowanie najnowszej wiedzy na temat roli SFN
w regulacji epigenetycznych modyfikacji, obejmujgcych potranslacyjne modyfikacje biatek
histonowych i reakcj¢ metylacji DNA, ktore moga wplywac na transkrypcyjng aktywnosc¢
wielu genéw. W pracy omowiono dwa ww. mechanizmy epigenetycznej regulacji ekspresji
genow oraz ich wspolzaleznos¢ w kontroli ekspresji genow. Dokonano rowniez przegladu
najwazniejszych syntetycznych zwigzkow modulujacych wymienione procesy epigenetyczne,
miedzy innymi inhibitory deacetylaz histonow (HDAC:I), tj. trichostatyna A (TSA), worinostat
(kwas suberanilohydroksamowy, SAHA), kwas walproinowy oraz maslan sodu, jak rowniez
inhibitory DNMT oraz reakcji metylacji DNA, tj. 5-aza-C i DAC.

Waznym aspektem pracy bylo przedstawienie najnowszych badan dotyczacych
chemoprewencyjnych wlasciwosci SFN, ktore czesciowo mogg wynikac z jego roli w regulacji
epigenetycznych modyfikacji. Liczne dane literaturowe wskazuja na rolg SFN jako
bezposredniego allosterycznego inhibitora aktywnosci HDAC, ktorych zwigkszona ekspresja
jest czesto odnotowywana w komorkach roéznych typow nowotworéw. Nowym aspektem
chemoprewencyjnej aktywnosci SFN, zastosowanego indywidualnie, jak i w skojarzeniu
zinnymi zwigzkami pochodzenia naturalnego i/lub syntetycznego, jest jego udziat
w posredniej regulacji procesu metylacji regiondw promotorowych gendéw hipermetylowanych
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i wyciszonych w komorkach nowotworowych. Dotychczasowe wyniki badan sugeruja,
ze wptyw SFN na ekspresj¢ DNMT na poziomie mRNA i/lub biatka moze by¢ zalezny od typu
komorek nowotworowych oraz od czasu ekspozycji i stgzenia tego fitozwiazku,
oraz od interakcji/wspotdziatania z innymi zwigzkami w skojarzeniu.

Ponadto w pracy zwrocono uwage na roznice w biodostepnosci izotiocyjanianow podczas
spozycia produktow naturalnych, tj. roslin krzyzowych (w tym brokutéw), oraz podczas
spozycia ekstaktow z brokutow lub innych roslin krzyzowych w postaci suplementow diety.
Podkreslono istotng role aktywnosci enzymu mirozynazy, zawartej w surowych roslinach
krzyzowych, niezbednej do hydrolizy glukozynolanéw do bioaktywnych izotiocyjanianow,
jak réwniez rol¢ innych czynnikéw wptywajacych na absorpcje SFN z produktéw roslinnych,
miedzy innymi na kompozycje spozywanych positkow.

Kolejna praca (H3) omowiona ponizej stanowi pierwsza publikacje oryginalng, ktora jest
wynikiem intensywnej pracy badawczej cztonkow zespotu laboratorium dr Barbary Stefanskiej
oraz cztonkéw zespotéw innych laboratoriow wspotpracujacych z dr Stefanska, w trakcie
pierwszego roku mojego stazu podoktorskiego na Uniwersytecie Purdue (Department
of Nutrition Science, Purdue University, West Lafayette, IN, USA). Pozwolitam sobie umie$ci¢
ten artykul w prezentowanym cyklu publikacji, poniewaz innowacyjna praca eksperymentalna,
ktora realizowatam w ramach danego projektu badawczego, stata si¢ inspiracjg do kontynuacji
nowatorskich badan nad chemoprewencyjng aktywnos$cia fitozwigzkéw w skojarzeniu
z syntetycznymi analogami nukleozydow w Zaktadzie Chemii Biomedyczne;.

H3. Lubecka K, Kurzava L, Flower K, Buvala H, Zhang H, Teegarden D, Camarillo I,
Suderman M, Kuang S, Andrisani O, Flanagan JM, Stefanska B. (2016) Stilbenoids
remodel the DNA methylation patterns in breast cancer cells and inhibit oncogenic
NOTCH signaling through epigenetic regulation of MAML?2 transcriptional activity.
Carcinogenesis, 37(7): 656-668. doi: 10.1093/carcin/bgw048

Celem tej pracy bylo zbadanie wplywu bioaktywnych polifenoli z grupy stilbenow,
resweratrolu  (3,5,4'-trihydroksy-trans-stilben, RSV) ijego metoksylowej pochodnej,
pterostilbenu  (3,5-dimetoksy-4'-hydroksy-trans-stilben, PTS), zawartych w czerwonych
winogronach i borowkach amerykanskich, na profil metylacji DNA w ludzkich komodrkach
raka piersi o roznej inwazyjnosci, MCF10CA1h i MCF10CAa.

Nieinwazyjne komorki raka piersi linii MCF10CAlh i inwazyjne komorki linii
MCF10CA1a zostaty wyprowadzone (laboratorium dr Dorothy Teegarden, Purdue University)
z mysiego modelu heteroprzeszczepu komorek linii MCF10AT. Komoérki linii MCF10AT
stanowig przednowotworowg lini¢ komorkowa wuzyskang z komorek linii MCF10A
(immortalizowane, prawidtowe komorki nabtonkowe gruczotu sutkowego) poprzez ich
transformacj¢ aktywowanym onkogenem HRAS (ang. HRas Proto-Oncogene, GTPase).
Komoérki MCF10CAlh 1MCFI0CAla tworzg w mysim modelu heteroprzeszczepu
odpowiednio dobrze zroznicowane (ang. well-differentiated) 1 stabo zréznicowane (ang.
poorly-differentiated) guzy nowotworowe [35].

Stilbenoidy, RSV i PTS nalezg do naturalnych fitoaleksyn o dziataniu ochronnym, ktore
syntetyzowane sg przez ros$liny w odpowiedzi na stres oksydacyjny, zagrzybienie, uszkodzenie
struktur oraz dzialanie promieniowania UV. Stilbeny znane sg ze swych wlasciwosci
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przeciwzapalnych, przeciwnowotworowych, kardioprotekcyjnych i neuroprotekcyjnych. RSV
i PTS wystepuja w dwoch formach stereoizomerycznych, cis i trans. Wyzsza bioaktywnosé
antyoksydacyjng i przeciwnowotworowa wykazuja izomery trans. RSV i PTS ze wzgledu
na strukturalne podobienstwo do syntetycznego agonisty endogennego estrogenu,
tj. dietylostilbestrolu, jak 1 zdolno$ci do reagowania z receptorami estrogenowymi, zaliczane sg
do fitoestrogendéw.  Liczne  badania  wskazuja na  epigenetyczny  mechanizm
chemoprewencyjnego dziatania tych polifenoli, obejmujacy redukcje metylacji i zwickszenie
ekspresji genoéw supresorowych, m.in. BRCAI, CDKN2A (ang. Cyclin Dependent Kinase
Inhibitor 2A4; P16), ESRI (ang. Estrogen Receptor 1; ERa), PTEN i/lub RARB, w komoérkach
réznych linii nowotworowych, obejmujacych miedzy innymi komorki raka piersi, prostaty
i/lub przelyku [3-5, 36].

W ramach realizowanego projektu badawczego wykonano pierwsze i dotychczas jedyne
badanie profilu metylacji DNA catego genomu (Epigenome-wide association study (EWAS))
w ludzkich komorkach raka piersi po 4-dniowej i 9-dniowej ekspozycji na RSV,
zastosowanego w stezeniu zblizonym do wartosci I1Cso, rownym 15 pM. Analiza danych
metylacji DNA w catym genomie, uzyskanych przy zastosowaniu mikromacierzy Illumina
450K ujawnita, ze RSV zmienia wzor metylacji DNA w komorkach raka piersi, zarowno
po 4-dniowej, jak i 9-dniowej ekspozycji (Nr Gene Expression Omnibus (GEO): GSE80794).

Odnotowano, ze posrod genow, ktorych profil metylacji istotnie ulegl zmianie po inkubacji
komorek raka piersi z RSV, $rednio 75% tych gendw ma zwigkszong metylacje, a geny te
charakteryzuja si¢ glownie potencjatem onkogennym. Jednym z gendéw hipermetylowanych
pod wptywem RSV byt gen MAML?2 (ang. Mastermind Like Transcriptional Coactivator 2),
koaktywator w szlaku onkogennym NOTCH. Dalsze badania z zastosowaniem
pirosekwencjonowania i PCR wykazaly, ze w komorkach obu linii raka piersi w odpowiedzi
na RSV, MAMIL2 ulega jednoczesnie metylacji w obrebie sekwencji wzmacniajacej
(wzmacniacz transkrypcji, ang. enhancer) i transkrypcyjnemu wyciszeniu. Prawdopodobnie,
obserwacje te moga wyjasnia¢ obnizenie poziomu ekspresji docelowych genow
(ang. downstream targets) szlaku NOTCH, miedzy innymi genéw HESI (ang. Hes Family
BHLH Transcription Factor 1), HEYI (ang. Hes Related Family BHLH Transcription Factor
With YRPW Motif 1) i NOTCHI (ang. Notch 1), w komoérkach MCF10CA1lh i MCF10CAla
po inkubacji z RSV.

Kolejne eksperymenty z wykorzystaniem metody transfekcji komorek z uzyciem siRNA
(ang. small interfering RNA), pozwolity na ,,wyciszenie” genu MAML? i zbadanie funkcyjnej
roli genu MAML?2 w regulacji szlaku onkogennego NOTCH w komorkach linii MCF10CAla.
Ponadto zastosowanie metody immunoprecypitacji chromatyny (ChIP) z qPCR ujawnito
w regionie hipermetylowanego wzmacniacza genu MAML2 zmiany w modyfikacjach
histonéw, wskazujace na skondensowang i transkrypcyjnie nieaktywng strukture chromatyny.
Obecnos¢ heterochromatyny w badanym regionie regulatorowym genu MAML2 zwigzana byta
ze zwickszonym wigzaniem metylotransferazy de novo DNMT3B w badanym fragmencie genu
MAML? oraz z ostabionym wigzaniem czynnika transkrypcyjnego OCT1 (ang. POU domain,
class 2, transcription factor I; PO2F1) do sekwencji sygnalowej dla OCT1. Sugeruje to,
ze metylotransferaza DNMT3B moze by¢ odpowiedzialna za hipermetylacje MAML?2
w komorkach raka piersi pod wptywem RSV. Podobne wyniki otrzymano dla analogu RSV,
pterostilbenu (PTS), przy dwukrotnie nizszym st¢zeniu rownym 7 uM, w komorkach obu linii
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raka piersi. Moze to wynikaé ze znacznie wyzszej biodostepnosci PTS (80% biodostepnosé)
w poréwnaniu do RSV (20% biodostgpnos¢).

W powyzszej pracy po raz pierwszy wykazano chemoprewencyjne dziatanie RSV i PTS
w komorkach raka piersi, obejmujace hipermetylacje i wyciszenie onkogenu MAML2,
prowadzac do inhibicji powigzanych wewnatrzkomorkowych, onkogennych szlakow przekazu
sygnatu, w tym szlaku NOTCH.

W ramach realizacji tego projektu badawczego uczestniczytam w wykonaniu
eksperymentow, obejmujgcych: hodowle komorkowe, testy MTT, testy inwazyjno$ci
i klonogennosci komorek, transfekcje komorek zuzyciem siRNA, izolacje DNA i RNA,
bisulfitowa konwersjc¢ DNA, konwersjc¢ RNA nacDNA, reakcje qPCR, reakcje
pirosekwencjonowania, oraz immunoprecypitacje chromatyny (ChIP) z qPCR. Ponadto
uczestniczytam w wykonaniu analizy profilu metylacji DNA catego genomu (ang. genome-
wide DNA methylation analysis) na podstawie danych uzyskanych metoda mikromacierzy
[lumina 450K, przy wykorzystaniu programéw do analiz bioinformatycznych, takich jak:
Genome Studio Illumina software, RStudio, DAVID knowledgebase, IGV i TRANSFAC.

Poznane innowacyjne metody badawcze oraz zdobyte umiej¢tnosci, w tym przede
wszystkim wykonywanie analiz bioinformatycznych danych Illumina 450K oraz danych z baz
NCI’s GDC Data Portal, GEO DataSets i Oncomine, wykorzystatam w kolejnych badaniach
realizowanych w Zaktadzie Chemii Biomedycznej, ktorych rezultatem sg dwie publikacje (H4
1 HS5) omdéwione ponizej.

H4. Lubecka K, Kaufman-Szymczyk A, Fabianowska-Majewska K. (2018) Inhibition
of breast cancer cell growth by the combination of clofarabine and sulforaphane involves

epigenetically mediated CDKN2A4 upregulation. Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids,
37(5): 280-289. doi: 10.1080/15257770.2018.1453075

Celem niniejszej pracy byta kontynuacja badan podjetych w publikacji H1, w ktorej
badatam rol¢ klofarabiny (CIF) w skojarzeniu z bioaktywnym izotiocyjanianem z brokutow,
sulforafanem (SFN), w mechanizmie regulacji metylacji i ekspresji gendow supresorowych
PTEN i RARB w ludzkich komorkach raka piersi linii MCF7 i MDA-MB-231.

Wyniki naszych wczeséniejszych badan (publikacja H1) wskazuja, ze SFN (w stezeniu
10 uM) zastosowany w skojarzeniu z CIF (w st¢zeniu ICso) powoduje silniejsze zahamowanie
wzrostu komorek obu linii raka piersi, oraz uwrazliwia nieinwazyjne komorki raka piersi linii
MCF7 na proapoptotyczne dziatanie CIF, w poroéwnaniu do efektow dzialania badanych
zwigzkdw zastosowanych osobno. Obserwacje te moga by¢ zwigzane z istotnym obnizeniem
stanu metylacji promotoréw gendéw supresorowych PTEN i RARB, oraz z ich jednoczesna
wzmozong reaktywacja w komorkach badanych linii nowotworowych.

Powyzsze wyniki przyczynity si¢ do poszukiwania nowych mechanizméw epigenetyczne;j
aktywnos$ci chemoprewencyjnej badanego skojarzenia CIF+SFN w modelu in vitro ludzkich
komorek raka piersi. W prezentowanej pracy zbadatam wptyw kombinacji zwigzkow CIF i SFN
na stan metylacji i poziom ekspresji genu supresorowego CDKN2A (P16) w komoérkach raka
piersi linii MCF7 i MDA-MB-231. Gen CDKN2A4 koduje bialko supresorowe CDN2A
(ang. Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A4), ktore poprzez negatywng regulacje
wewnatrzkomorkowego, onkogennego szlaku przekazu sygnatu RB (ang. Retinoblastoma-
associated protein)/E2F (ang. Transcription factor E2F) moze poSrednio wplywac
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na transkrypcyjng aktywnos¢ genu DNMTI. Dane literaturowe wskazuja, ze czynnik
transkrypcyjny E2F reguluje ekspresj¢ genu DNMTI, zawierajacego Ww regionie
promotorowych sekwencje sygnatlowa dla E2F [31].

Ponadto liczne dane literaturowe oraz wyniki wykonanej przeze mnie analizy
bioinformatycznej publicznie dostepnych danych z baz The NCI’s GDC Data Portal
oraz Oncomine, wskazujag najednoczesng zmniejszong ekspresje genu supresorowego
CDKN2A i hipermetylacje jego promotora w komorkach tkanki nowotworowej gruczotu
sutkowego w porownaniu do komorek tkanki zdrowej (tkanki sgsiadujgcej). Dalsza analiza
wybranego (hipermetylowanego) fragmentu regionu promotorowego genu CDKN2A,
znajdujacego si¢ w obrebie wyspy CpG (region bogaty w sekwencje dinukleotydowe CpG),
przy zastosowaniu programu TRANSFAC, pozwolila na identyfikacje licznych sekwencji
sygnatowych dla czynnikéw transkrypcyjnych, m.in. AP2A (ang. Transcription factor AP-2-
alpha) i SP1 (ang. Transcription factor Sp1), ktore nie rozpoznajg charakterystycznych dla nich
sekwencji w DNA, gdy sekwencje te s3g metylowane lub gdy metylacja wystepuje w poblizu
tych sekwencji. Powyzsze dane wskazujg na potencjalng role metylacji w wybranym
fragmencie promotora genu CDKN2A4 w regulacji transkrypcji tego genu.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wskazuja, ze 96-godzinna inkubacja
komorek raka piersi linii MCF7 i MDA-MB-231 z badanymi zwigzkami zastosowanymi
samodzielnie, CIF (ICs0), SFN (10 uM), i DAC (ICso, odpowiednio 600 nM i 4 pM; zwigzek
referencyjny), powodowata istotne zwigkszenie poziomu transkryptu genu CDKN2A. Jednak
jedynie po zastosowaniu CIF w komoérkach MCF7 i/lub DAC w komoérkach obu linii
nowotworowych, obserwowanym zmianom ekspresji genu CDKN2A towarzyszyt jednoczesny
spadek metylacji w regionie promotorowym tego genu. Najwigkszy, prawie 3-krotny wzrost
ekspresji genu CDKN2A zaobserwowano po ekspozycji komoérek linii MCF7 na kombinacje
zwigzkoéw, CIF+SFN, co bylo zwigzane zistotnym statystycznie obnizeniem poziomu
metylacji promotora genu CDKN2A (o okoto 15%), oraz obniZzeniem ekspresji genu DNMTI
(o okoto 20%).

Zakres zmian metylacji i ekspresji genu supresorowego CDKN2A4 w komorkach obu linii
raka piersi po inkubacji z badanymi zwigzkami zastosowanymi samodzielnie
i/lub w skojarzeniu wskazuje, ze w kontrole transkrypcyjnej aktywnosci genu CDKN2A4 moga
by¢ zaangazowane rOwniez inne niz metylacia DNA mechanizmy regulatorowe,
m.in. modyfikacje histonéw. SFN jako silny inhibitor HDAC moze zwicksza¢ poziom
acetylacji histonow w obrgbie regionu promotorowego genu CDKN2A, co pozwala
na rozluznienie struktury chromatyny i aktywacje transkrypcji genu.

W pracy tej wykazatam po raz pierwszy, ze obserwowane istotne zahamowanie wzrostu
komorek raka piersi pod wplywem skojarzenia CIF+SFN moze by¢ czg¢sciowo zwigzane
z epigenetyczng, transkrypcyjng reaktywacja genu supresorowego CDKN2A, szczegdlnie
w przypadku nieinwazyjnych komorek raka piersi liniit MCF7.

H5. Lubecka K, Kaufman-Szymczyk A, Cebula-Obrzut B, Smolewski P, Szemraj J,
Fabianowska-Majewska K. (2018) Novel Clofarabine-Based Combinations with
Polyphenols Epigenetically Reactivate Retinoic Acid Receptor Beta, Inhibit Cell Growth,
and Induce Apoptosis of Breast Cancer Cells. International Journal of Molecular Sciences,
19(12). pii: E3970. doi: 10.3390/ijms19123970
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Celem tej pracy byta kontynuacja poszukiwania nowych skojarzen CIF z bioaktywnymi
fitozwigzkami o silnym potencjale chemoprewencyjnym. Jako pierwsza badatam, czy wybrane
polifenole, EGCG (galusan epigallokatechiny z zielonej i biatej herbaty) i genisteina (4°,5,7-
trihydroksyizoflawon, fitoestrogen zawarty w ro$linach straczkowych, np. soi), zastosowane
w stezeniu istotnym fizjologicznie (10 uM), moga wzmacnia¢ przeciwnowotworowe dzialanie
CIF w komorkach raka piersi liniit MCF7 i MDA-MB-231.

EGCG i genisteina to dobrze znane roslinne flawonoidy o wielokierunkowym dziataniu
przeciwkancerogennym. Liczne badania in vitro wykazaly epigenetyczny mechanizm
aktywnos$ci chemoprewencyjnej EGCG 1 genisteiny, obejmujacy regulacje transkrypcyjnej
aktywnos$ci genow supresorowych poprzez hamowanie procesu metylacji DNA, ale takze
stymulacj¢ reakcji acetylacji histondw, powodujac zahamowanie wzrostu i indukcje apoptozy
komorek raka piersi, szyjki macicy, prostaty, przetyku i/lub jelita grubego [3, 20, 21]. Zaréwno
EGCQG, jak i genisteina to silne bezposrednie i posrednie inhibitory ekspresji i/lub aktywnosci
metylotransferaz DNA (DNMT) [3, 21].

EGCG jest doskonatym substratem dla reakcji metylacji katalizowanych przez
katecholowg-O-metylotransferaze (COMT, ang. cathecol-O-methyltransferase), co powoduje
uszczuplenie puli SAM (donor grup metylowych w reakcjach metylacji) i akumulacje SAH,
ktora przyczynia si¢ do hamowania reakcji metylacji DNA w wyniku inhibicji zwrotne].
Ponadto EGCG moze inaktywowaé DNMT na skutek wigzania si¢ do centrum katalitycznego
enzymu [3, 21]

Epigenetyczng aktywnos¢ genisteiny, silnego fitoestrogenu, mozna przypisac jej zdolnosci
do stymulacji ekspresji genu supresorowego CDKNI1A poprzez sekwencj¢ ERE (ang. estrogen
response element) w jego promotorze, a takze poprzez thumienie aktywnoSci czynnika
transkrypcyjnego AP-1 w wyniku zwigkszenia ekspresji genu PTEN na poziomie mRNA
i biatka, jako negatywnego regulatora szlaku onkogennego MAPK/AP-1 [3, 20, 21]. W 2014
roku Xie i wsp. wykazali, ze genisteina moze réwniez bezposrednio oddziatywa¢ z domena
katalityczng DNMT1 i hamowa¢ wigzanie hemimetylowanego DNA do tej domeny [37].

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie badan wskazuja, ze 96-godzinna inkubacja
komoérek raka piersi linii MCF7 i MDA-MB-231 z badanymi fitozwigzkami, EGCG
1 genisteing, zastosowanymi osobno, powoduje zahamowanie wzrostu komoérek obu linii
nowotworowych w sposob zalezny od stezenia, przy niskiej cytotoksycznosci badanych
polifenoli. Liczba komorek nekrotycznych nie przekraczata 10% wszystkich komorek, zaréwno
po hodowli z genisteing w st¢zeniach nizszych i/lub rownych wartosciom ICso (26 puM
dla komorek MCF7 i 28 uM dla komoérek MDA-MB-231), jak i dla catlego badanego zakresu
stezen EGCG (10-100 pM, nie osiggni¢to wartosci ICso). Zaréwno EGCG w stgzeniach 10 uM
150 uM, jaki genisteina w stezeniu rownym ICso (26 uM), znaczaco indukowaty apoptozg
nieinwazyjnych komorek raka piersi linii MCF7.

Testy skojarzone CIF (ICs0) z EGCG 1/lub genisteing, zastosowanymi w stgzeniu istotnym
fizjologicznie, rownym 10 pM, wykazaly odpowiednio synergistyczng (CIF+EGCGQ)
i/lub addytywna (ClF+Genisteina) inhibicj¢ wzrostu komorek linii MCF7 i MDA-MB-231,
oraz w przypadku nieinwazyjnych komorek raka piersi rowniez wzmozony efekt
proapoptotyczny, w poréwnaniu z efektem uzyskanym dla badanych zwiazkéw uzytych
osobno. Obserwowane zmiany w komorkach MCF7 nie byly jednak zwigzane z reaktywacja
ekspresji genu 7P53, jak obserwowano w przypadku skojarzenia CIF+SFN (praca H1).
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Inwazyjne komorki MDA-MB-231 okazaly si¢ oporne na proapoptotyczne dzialanie badanych
zwigzkow, chociaz badane skojarzenia CIF+EGCG oraz CIF+Genisteina powodowaty istotny
10% wzrost liczby komorek z aktywna kaspaza 3.

W prezentowanej pracy ocenialam rowniez efekty dziatania CIF, EGCG, genisteiny
oraz skojarzen CIF z EGCG i/lub z genisteing na metylacje i ekspresj¢ wybranych genow
supresorowych w komorkach linii MCF7 i MDA-MB-231. W badaniach uwzgledniono geny
analizowane w pracy H1, m.in. oceniono stan metylacji genéw supresorowych RARB i PTEN
oraz ekspresj¢ tych genow, jak rowniez ekspresje genow DNMTI, CDKNIA i TP53.

W celu weryfikacji regulatorowej roli wybranych fragmentéw regionéw promotorowych
badanych genow supresorowych wykonatam analiz¢ bioinformatyczng publicznie dostepnych
danych z baz GEO DataSets (badanie Illumina 450K o numerze GSE66695) i Oncomine.
Wyniki analizy zilustrowane w pracy HS dla genu RARB wskazuja na obnizong ekspresje genu
w komorkach tkanek wielu typow nowotworéw w poréwnaniu do komorek tkanek zdrowych
(tkanek sasiadujgcych). Ponadto dalsza analiza wybranego (hipermetylowanego) fragmentu
regionu promotorowego genu RARB, znajdujacego si¢ w obrebie sekwencji wzmacniajacej
(ang. enhancer) przy =zastosowaniu programu TRANSFAC, pozwolila na identyfikacje
w poblizu badanej sekwencji CpG (cg06720425, oddalona od miejsca startu transkrypcji o -139
pz) licznych sekwencji sygnatowych dla czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych
z aktywnoscig wzmacniacza transkrypcji, m.in. C/EBPA (ang. CCAAT Enhancer Binding
Protein Alpha) i C/EBPB (ang. CCAAT/enhancer-binding protein beta).

Podobnie jak w pracy H1, stan metylacji wybranych fragmentow promotoréw gendéw
RARB i PTEN oznaczano w oparciu o metod¢ MSRA [32], a ilo§ciowa oceng ekspresji genow
RARB, PTEN oraz DNMTI1, CDKNIA i TP53 na poziomie mRNA wykonano technikg real-time
PCR [33]. Zarowno w komorkach MCF7, jak i MDA-MB-231, CIF, EGCG i genisteina
zastosowane osobno prowadzily do obnizenia metylacji promotoréw genéw RARB i PTEN
przy jednoczesnym zwigkszeniu ich ekspresji. Co ciekawe, silniejszy efekt epigenetyczny,
tj. obnizenie metylacji 1 reaktywacja ekspresji genow RARB i PTEN, zaobserwowano
po inkubacji komorek MCF7 i MDA-MB-231 z EGCG i/lub genisteing w stezeniu 10 uM
niz w stezeniach wyzszych (EGCG w stgzeniu 50 uM i genisteina w stezeniach odpowiednio
26 uM i 28 uM). Podobne obserwacje odnotowano réwniez w pracach innych zespotéw
badawczych [3].

Nasze badania po raz pierwszy wykazaly, ze szczegdlnie EGCG istotnie wzmacnia
przeciwnowotworowy, epigenetyczny efekt dziatania CIF, zar6wno w komorkach MCF7
i MDA-MB-231. W nieinwazyjnych komodrkach raka piersi obserwowane zmiany w metylacji
i ekspresji genow supresorowych RARB i PTEN pod wptywem skojarzenia CIF+EGCG byly
zwigzane z silniejszg stymulacja ekspresji genu CDKNI1A oraz ze zwigkszonym wyciszeniem
transkrypcyjnej aktywnosci genu DNMTI. Obserwowany wielokrotny wzrost ekspresji genu
CDKNIA, kodujacego biatko P21, ktore wspolzawodniczy z biatkiem DNMT1 o wigzanie
z PCNA, moze przyczynia¢ si¢ do inhibicji procesu metylacji DNA poprzez zakldcanie
interakcji miedzy biatkami DNMT1 i PCNA [29, 30]. Ponadto podobnie jak pod wplywem
skojarzenia CIF+SFN, takze po ekspozycji na skojarzenie CIF-EGCG, w komoérkach MCF7
odnotowano wielokrotny wzrost poziomu mRNA genu RARB, nieadekwatny do demetylacji
jego promotora. Moze to sugerowac, ze w modulacj¢ biologicznej aktywnosci genu RARB
moga by¢ zaangazowane inne posrednie mechanizmy regulatorowe, np. poprzez reaktywacje
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biatka PTEN. Wykazano, ze bialko supresorowe PTEN poprzez negatywna regulacje szlaku
onkogennego PI3K/AKT, hamuje rekrutacjc SMRT (ang. corepressor mediator for retinoic
and thyroid hormone receptors) w obrebie promotora genu RARB, zwigkszajac poziom
acetylacji histonow H3 i H4, i1 jednoczesnie transkrypcyjng aktywno$¢ genu RARB [34].

Wedlug naszej najlepszej wiedzy w pracy tej po raz pierwszy wykazano wspomagajace,
chemoprewencyjne dziatanie EGCG i genisteiny w skojarzeniu z CIF w ludzkich komadrkach
raka piersi. Ponadto nasze badania wskazuja, ze skojarzenia CIF+EGCG oraz CIF+Genisteina
moga zmienia¢ profil metylacji 1 ekspresji wybranych genow supresorowych, z profilu
charakterystycznego dla komoérek nowotworowych (MCF7 i/lub MDA-MB-231) na profil
obserwowany w komorkach prawidtowych (MCF10A).

Ponizej prezentuj¢ schemat, ktory podsumowuje najwazniejsze wyniki badan opisane
w pracach H1, H2, H4, i HS, oraz obrazuje potencjalne zalezno$ci pomigdzy badanymi genami
i biatkami kodowanymi przez te geny.

czynniki =25, ghe Ras [— Raf C—) MAPK [—) —> DNMT1 (DNMT1)

wzrostu

d o 2
PI3K < PTEN
PIP3 ™) AKT > =| RARB CDKN1A (P21)

Schemat. Rola badanych skojarzen CIF z EGCG, genisteing i/lub SFN w potencjalnej inhibicji
ekspresji i/lub aktywnosci DNMT1 w ludzkich komoérkach raka piersi. Rola biatek
supresorowych PTEN i RARB w negatywnej regulacji wewnatrzkomorkowych onkogennych
szlakoéw przekazu sygnatu, w tym szlakéw MAPK/AP-1 oraz PI3K/AKT. Wspoétzawodnictwo
enzymu DNMTT i biatka supresorowego P21 o wigzanie do PCNA. Skroty: She, ang. SH2-
containing collagen-related proteins; MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase; AP-1,
ang. activator protein 1; P13K, ang. phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase; PIP2, ang.
phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate; PIP3, ang. phosphatidylinositol (3,4, 5)-trisphosphate;
SMRT, ang. thyroid-, retinoic-acid-receptor-associated corepressor; SAM, ang. S-adenosyl-
L-methionine; PCNA, ang. proliferating cell nuclear antigen (H5).

IV. Wnioski

Badania in vitro przeprowadzone na komodrkach dwoch linii raka piersi o rdéznej
inwazyjnos$ci wykazaty, ze nowe skojarzenia CIF z wybranymi fitozwigzkami, EGCG,
genisteing i SFN, hamuja wzrost 1 indukuja apoptoz¢ komodrek nowotworowych oraz prowadza
do demetylacji i reaktywacji ekspresji genow supresorowych, kodujgcych biatka o kluczowej
roli w rozwoju i progresji raka piersi. Obecnie badania te sg kontynuowane w Zaktadzie Chemii
Biomedycznej i1 staly si¢ podstawa do przygotowania projektu badawczego OPUS-16
do Narodowego Centrum Nauki (NCN). Zatozeniem przedtozonego projektu jest innowacyjny
wglad w mechanizm dziatania naturalnych oraz syntetycznych zwigzkéw modulujacych
ekspresje enzymow epigenetycznych, jako skutecznych czynnikoéw przeciwnowotworowych,
przywracajacych rownowage sieci epigenetycznej w réznych typach komorek
nowotworowych.
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Do najwazniejszych osiggni¢¢ swojej pracy zaliczam wykazanie po raz pierwszy, ze:

1. Wszystkie badane skojarzenia, CIF+SFN, CIF+EGCG oraz CIF+Genisteina, istotnie
hamujg wzrost komorek raka piersi, zarowno we wczesnym, jak i p6znym stadium rozwoju
raka piersi, odpowiednio komorek linii MCF7 i MDA-MB-231.

2. Kombinacja CIF+EGCG powoduje najsilniejsza, synergistyczng inhibicje wzrostu
komorek linii MCF7 i MDA-MB-231, a kombinacje CIF+Genisteina i/lub CIF+SFN
wykazujg efekt addytywny.

3. Wszystkie badane fitozwiazki zastosowane w polaczeniu z CIF uwrazliwiajg nieinwazyjne
komorki raka piersi linii MCF7 na proapoptotyczne dziatanie CIF, najsilniej w przypadku
skojarzen CIF+EGCG i ClIF+Genisteina, ktore zwigkszaja takze aktywno$¢ kaspazy 3
w inwazyjnych komorkach raka piersi liniit MDA-MB-231.

4. Wszystkie badane fitozwigzki wzmacniajg przeciwnowotworowy, epigenetyczny efekt
dzialania CIF, szczegolnie we wczesnym stadium raka piersi (komorki linii MCF7).

5. Badane skojarzenia powoduja jednoczesne, silniejsze obnizenie poziomu metylacji
i zwigkszenie ekspresji na poziomie mRNA badanych gendéw supresorowych, gtownie
PTEN i RARB, w komorkach obu linii raka piersi, w porownaniu do efektéw dziatania
badanych zwigzkow zastosowanych osobno.

6. Obserwowane zmiany w metylacji 1 ekspresji badanych genow supresorowych
pod wpltywem testowanych skojarzen sg zwigzane z silng reaktywacja ekspresji genu
supresorowego CDKN1A4 w obu liniach nowotworowych, a w nieinwazyjnych komorkach
raka piersi rowniez z obnizeniem ekspresji genu DNMT1I, najsilniejszym dla kombinacji
CIF+EGCG.

7. Skojarzenia CIF+EGCG oraz CIF+Genisteina moga zmienia¢ profil metylacji i ekspres;ji
wybranych gendéw supresorowych, z profilu charakterystycznego dla komorek
nowotworowych (MCF7 i/lub MDA-MB-231) na profil obserwowany w komorkach
prawidtowych (MCF10A).

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Dane bibliometryczne dla pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Sumaryczny wskaznik Impact Factor: 26,402 (prace oryginalne — 25,739),
w tym jako pierwszy autor: 14,882 (prace oryginalne)

Suma punktow MNiSW: 254 (prace oryginalne — 235),
w tym jako pierwszy autor: 140 (prace oryginalne)

Lacznie 150 cytowan, indeks Hirscha wynosi 6
(Zrodto: ISI Web of Science)

Lacznie 168 cytowan, indeks Hirscha wynosi 6
(Zrédto: Scopus)

20



Katarzyna Lubecka
Zalacznik 2

Pozostale osiagniecia naukowe

Prace oryginalne:

P1.

P2.

P3.

P4.

Ps.

Pé6.

P7.

Beetch M, Lubecka K*, Kristofzski H, Suderman M, Stefanska B. (2018) Subtle
Alterations in DNA Methylation Patterns in Normal Cells in Response to Dietary
Stilbenoids. Molecular Nutrition & Food Research, May 24: e1800193. doi:
10.1002/mnfr.201800193

Wskaznik IF: 5,151, MNiSW: 45, # rowny udziat autorow

Back cover: https://doi.org/10.1002/mnfr.201870076

Lubecka K, Flower K, Beetch M, Qiu J, Kurzava L, Buvala H, Ruhayel A, Gawrieh S,
Liangpunsakul S, Gonzalez T, McCabe G, Chalasani N, Flanagan JM, Stefanska B.
(2018) Loci-specific differences in blood DNA methylation in HBV-negative populations
at risk for hepatocellular carcinoma development. Epigenetics, 13(6): 605-626. doi:
10.1080/15592294.2018.1481706

Wskaznik IF: 4,918, MNiSW: 40

Choudhury SR, Cui Y, Lubecka K, Stefanska B, Irudayaraj J. (2016) CRISPR-dCas9
mediated TET1 targeting for selective DNA demethylation at BRCA1 promoter.
Oncotarget. 7(29): 46545-46556. doi: 10.18632/oncotarget.10234

Wskaznik IF: 5,168, MNiSW: 35

Abramczyk H, Surmacki J, Kope¢ M, Olejnik AK, Lubecka-Pietruszewska K,
Fabianowska-Majewska K. (2015) The role of lipid droplets and adipocytes in cancer.
Raman imaging of cell cultures: MCF10A, MCF7, and MDA-MB-231 compared to
adipocytes in cancerous human breast tissue. Analyst, 140(7): 2224-2235. doi:
10.1039/c4an01875c¢

Wskaznik IF: 4,033, MNiSW: 40

Lubecka-Pietruszewska K*, Kaufman-Szymczyk A, Stefanska B, Cebula-Obrzut B,
Smolewski P, Fabianowska-Majewska K. (2014) Clofarabine, a novel adenosine
analogue, reactivates DNA methylation-silenced tumour suppressor genes and inhibits
cell growth in breast cancer cells. European Journal of Pharmacology, 723:276-287. doi:
10.1159/000439111

Wskaznik IF: 2,532, MNiSW: 30, * autor korespondencyjny

Lubecka-Pietruszewska K**, Kaufman-Szymczyk A*, Stefanska B, Fabianowska-
Majewska K. (2013) Folic acid enforces DNA methylation-mediated transcriptional
silencing of PTEN, APC and RARbeta? tumour suppressor genes in breast cancer.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 430(2): 623-628. doi:
10.1016/j.bbrc.2012.11.103

Wskaznik IF: 2,281, MNiSW: 20, # rowny udzial autorow, * autor korespondencyjny

Lubecka-Pietruszewska K*, Kaufman-Szymczyk A, Fabianowska-Majewska K. (2011)
Clofarabine influence on methylation and expression of RARS2 and PTEN genes in MCF
7 and MDA-MB-231 human breast cancer cell lines. Onkologia Polska, 14(4): 169-173.
MNiSW: 5, * autor korespondencyjny
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P8. Majda K, Kaufman-Szymczyk A, Lubecka-Pietruszewska K, Bednarek A,
Fabianowska- Majewska K. (2010) Influence of clofarabine on transcriptional activity
of PTEN, APC, RARbeta2, ZAP70 genes in K562 cells. Anticancer Research, 30(11):
4601-4606.
Wskaznik IF: 1,656, MNiSW: 20

Prace pogladowe:

P9. Majewski G, Lubecka-Pietruszewska K, Kaufman-Szymczyk A, Fabianowska-
Majewska K. (2012) Anticancer properties of selected plant polyphenols from the group
of flavonoids and stilbenes. Zdrowie Publiczne, 122(4): 434-439.
MNiSW: 4

P10. Majda K, Lubecka K, Kaufman-Szymczyk A, Fabianowska-Majewska K. (2011)
Clofarabine (2- chloro-2’-fluoro-2’-deoxyarabinosyladenine) - biochemical aspects
of anticancer activity. Acta Poloniae Pharmaceutica - Drug Research, 68(4): 459-466.
Wskaznik IF: 0,663, MNiSW: 15

Rozdzial w ksiazce:

P11. Beetch M, Bai Y, Lubecka K, Stefanska B, Leli¢vre SA. (2018) Chapter 24 - Aberrant
DNA Methylation Patterns in Gynecologic Cancers: Implications for Prevention
and Therapy. Editor(s): Trygve O. Tollefsbol. In Translational Epigenetics, Epigenetics
in Human Disease (Second Edition), Academic Press, Volume 6: 751-780.

Prace oryginalne w przygotowaniu:

P12. Kaufman-Szymczyk A, Majda K, Szutawska-Mroczek A, Fabianowska-Majewska K,
Lubecka K. Clofarabine-ATRA combination exposure in CML cells inhibit DNA
methylation machinery, upregulate tumor suppressor genes and promote caspase-
dependent apoptosis. Molecules, Special Issue: Recent Development of Nucleic Acid
Analogs (w przygotowaniu).

Wskaznik IF: 3,098, MNiSW: 30

P13. Lubecka K, Kaufman-Szymczyk A, Jakubik J, Szutawska-Mroczek A, Fabianowska-
Majewska K. Folic acid supplementation remodels DNA methylation profile in maternal
blood DNA dependently on MTHFR genotype. Nutrients, Special Issue: Dietary Folate
and Human Health (w przygotowaniu).

Wskaznik IF: 4,196, MNiSW: 35

Omowienie pozostalych osiagnieé¢ naukowo-badawczych

Tematyka mojej dotychczasowej dzialalnosci naukowej obejmuje kilka kierunkow:

* Badanie in vitro roli klofarabiny (CI1F) w mechanizmie regulacji metylacji i ekspresji
wybranych genéw w ludzkich komoérkach linii bialaczkowych (P8, P10).

Prace naukowa rozpoczgtam w 2006 roku w zespole prof. dr hab. n. med. Krystyny
Fabianowskiej-Majewskiej w Zaktadzie Chemii Biomedycznej na Wydziale Nauk o Zdrowiu
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, jako studentka drugiego roku jednolitych studiow
magisterskich na kierunku Zdrowie Publiczne 1 przewodniczaca Studenckiego Kota
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Naukowego przy Zaktadzie Chemii Biomedycznej. W poczatkowym okresie wspotpracowatam
z dr n. med. Barbarg Stefanska oraz dr n. med. Katarzyng Majda, a nast¢pnie rowniez z dr. inz.
Agnieszka Kaufman-Szymczyk, uczestniczac w badaniach nad przeciwnowotworowymi
wlasciwosciami klofarabiny (CIF). Badania byly przeprowadzone z wykorzystaniem modelu
in vitro, ludzkich komorek biataczki erytrocytarnej linii K-562, reprezentujagcych komorki
przewlektej biataczki szpikowej (ang. chronic myeloid leukaemia, CML).

Celem badan byla ocena roli klofarabiny w mechanizmie regulacji metylacji DNA
i ekspresji wybranych genow w komorkach linii K-562. Moim zadaniem byta pomoc w ocenie
wptywu klofarabiny na zahamowanie wzrostu komorek przy zastosowaniu testu barwienia
komorek bigkitem trypanu oraz na indukcj¢ apoptozy komodrek z uzyciem cytometrii
przeptywowe;j.

Wykazano, ze CIF po 72-godzinnej i/lub 96-godzinnej inkubacji w st¢zeniu rownym § nM
hamuje wzrost komorek linii K-562 w 50% wzgledem komorek kontrolnych, hodowanych
w medium bez leku, i nieznacznie indukuje apoptoze komorek K-562. Zaobserwowano po raz
pierwszy, ze CIF powoduje demetylacje i reaktywacje ekspresji wybranych genow
supresorowych, przy prawie 30% spadku poziomu mRNA genu DNMTI w komoérkach K-562
(P8). Poza wspoéludzialem w badaniach eksperymentalnych jestem rowniez wspotautorka
artykutu przegladowego dotyczgcego mechanizméw przeciwnowotworowego dziatania CIF
(P10).

* Badanie in vitro roli kwasu foliowego w regulacji transkrypcyjnej aktywnosci
wybranych genéw w ludzkich komérkach linii bialaczkowych oraz raka piersi (P6).

Od 2007 roku, z pomoca dr Barbary Stefanskiej, a nastepnie dr Agnieszki Kaufman-
Szymczyk zostatam zaangazowana w badania nad rola kwasu foliowego w mechanizmie
regulacji metylacji i ekspresji wybranych gendéw supresorowych w ludzkich komorkach linii
nowotworowych. Badane linie nowotworowe obejmowaty komorki linii K-562 (CML)
oraz dwie linie raka piersi, nieinwazyjna hormono-zalezng MCF7 oraz wysoce inwazyjna,
hormono-niezalezng MDA-MB-231.

Moje zadania badawcze objety hodowle komorek, oraz inkubacje komoérek z kwasem
foliowym w réznych stezeniach i przy réznym czasie ekspozycji. Nastepnie izolowalam DNA
i RNA z osadow komorkowych badanych linii nowotworowych. Nauczylam si¢ metody
konwersji RNA na cDNA przy uzyciu enzymu odwrotnej transkryptazy. Uzyskany materiat
DNA i cDNA pozwolit mi odpowiednio na ocen¢ stanu metylacji regionow promotorowych
wybranych genow supresorowych metoda MSRA [32] oraz oceng ekspresji na poziomie
mRNA badanych genéw metodg real-time PCR [33].

Ku naszemu zaskoczeniu, otrzymane wyniki badan nie potwierdzity postawionych hipotez
badawczych o chemoprewenyjnych wilasciwosciach kwasu foliowego w modelu in vitro
ludzkich komorek raka piersi, MCF7 i MDA-MB-231. Kwas foliowy zastosowany
w stezeniach rownych 4 mg/dm? i8 mg/dm’ zwickszal juz wysoki poziom metylacji,
prowadzac do dalszego spadku ekspresji genow supresorowych w komorkach badanych linii
nowotworowych, w poréwnaniu do komoérek kontrolnych.

Otrzymane wyniki opisalam w pracy magisterskiej pt.: ,,Rola kwasu foliowego
w epigenetycznej regulacji aktywnosci genow”, ktérej promotorem byta prof. Krystyna
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Fabianowska-Majewska. W lipcu 2009 roku obronitam prace magisterska, ktéra zostata
wyrozniona Nagroda Rektora.

W kolejnych latach kontynuowatam projekt badawczy, pt.: ,,Rola kwasu foliowego
w epigenetycznej regulacji aktywnosci wybranych genow supresorowych w  ludzkich
komorkach linii nowotworowych”, finansowany przez Uniwersytet Medyczny (UM nr 502-
03/6-099-01/502-64-057). Otrzymane wyniki badan opublikowalySmy w pracy oryginalnej
(P6).

* Badanie in vitro roli analogow nukleozydéw (CIF, DAC) i naturalnych zwigzkow
bioaktywnych (EGCG, genisteina, SFN) w mechanizmie regulacji metylacji
i ekspresji wybranych genow w ludzkich komorkach raka piersi (P4, PS5, P7, P9).

W latach 2009-2014 jako doktorantka w Zaktadzie Chemii Biomedycznej, pod opieka prof.
Krystyny Fabianowskiej-Majewskiej, realizowatam badania in vitro, ktorych celem byta ocena
wptywu klofarabiny (CIF) i wybranych polifenoli w mechanizmie regulacji metylacji
1 ekspresji wybranych genow w ludzkich komorkach raka piersi linii MCF7 i MDA-MB-231.
W roku 2011 otrzymatam fiansowanie z Narodowego Centrum Nauki (NCN), w ramach
konkursu PRELUDIUM-1 (NCN nr 2011/01/N/NZ2/01697), na realizacj¢ projektu
badawczego pt.: ,,Rola roslinnych polifenoli i klofarabiny w epigenetycznej regulacji
transkrypcji wybranych genow supresorowych w komorkach linii raka piersi”, w ktérym
petitam role kierownika i gtéwnego wykonawcy projektu.

W ramach ww. projektu badalam wptyw klofarabiny i wybranych polifenoli (galusan
epigallokatechiny, genisteina i sulforafan) na przezywalno$¢ komorek raka piersi, obserwujac
zahamowanie wzrostu i indukcje apoptozy komorek obu linii raka piersi, zalezne od dawki
badanych zwigzkow. Wykazatam, Zze syntetyczny antymetabolit, CIF hamuje wzrost komorek
raka piersi w 50% (ICso) wzglgdem komorek kontrolnych juz w nanomolowych (nM)
stezeniach, w poréwnaniu do naturalnych zwigzkow bioaktywnych zastosowanych
w stezeniach mikromolowych (uM). Ponadto ocenitam wptyw badanych zwiazkéw
na metylacje promotorow wybranych genoéw supresorowych i ekspresje tych genow
w komorkach badanych linii nowotorowych. W badaniach po raz pierwszy wykazano role CIF
w epigenetycznej regulacji transkrypcyjnej aktywnosci wybranych gendéw supresorowych
w komorkach raka piersi o roznej inwazyjnosci.

Wyniki powyzszych badan opublikowano w dwoéch pracach oryginalnych (P5, P7),
ktérych uzupetnieniem byta praca przegladowa na temat przeciwnowotworowych wlasciwosci
wybranych roslinnych polifenoli (P9). W lutym 2014 roku obronitam prace doktorska, ktora
zostata wyrdzniona Nagrodg Rektora.

W roku 2013, w ramach wspotpracy prof. Krystyny Fabianowskiej-Majewskiej z prof.
Haling Abramczyk, bratam udzial w realizacji projektu badawczego, pt.: ,,Zastosowanie
spektroskopii wibracyjnej i spektroskopii femtosekundowej w diagnostyce onkologicznej
ludzkiego gruczohu piersiowego” (UMO-2012/07/B/ST4/01588). Zostalam zaangazowana
w prowadzenie hodowli komoérkowych linii nowotworowych (MCF7, MDA-MB-231)
i nienowotworowych (MCF10A), zarowno bez leku, jak i z lekiem (CIF), wykorzystywanych
do analiz pojedynczych komorek metoda spektroskopii ramanowskiej, oraz poréwnania
rozmieszczenia i zageszcezenia ,,kropli lipidowych” w komodrkach ww. linii nowotworowych
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i nienowotworowych. Wspotpraca z prof. Haling Abramczyk oraz Jej Zespotem byta dla mnie
okazja do poznania nowych metod badawczych, w tym spektroskopii Ramana, w Laboratorium
Laserowej Spektroskopii Molekularnej na Wydziale Chemicznym, Politechniki Lodzkie;.
Wyniki powyzszych badan opublikowano w pracy oryginalnej (P4).

W kolejnych latach kontynuowalam badania rozpoczete podczas pracy doktorskiej,
w ramach zadania badawczego finansowanego z dzialalnosci statutowej naszego zaktadu pt:
»Badanie mechanizmu cytotoksycznosci analogow nukleozydow w komorkach ludzkich linii
nowotworowych” oraz w ramach projektu badawczego uczelni stuzacego rozwojowi mtodych
naukowcow, pt.: ,,Epigenetyczne mechanizmy dziatania wybranych naturalnych zwigzkow
bioaktywnych w prewencji i terapii chorob nowotworowych”, finansowanego przez
Uniwersytet Medyczny w Lodzi (UM nr 502-03/6-099-01/502-64-133; rodzaj pracy:
habilitacyjna). Otrzymane i opublikowane wyniki badan dotyczacych nowych skojarzen
klofarabiny z wybranymi fitozwigzkami 1 ich epigenetycznych mechanizméw
przeciwnowotworowego dzialania w komorkach raka piersi stanowig podstawe mojego
wniosku habilitacyjnego.

W latach 2014-2017 w ramach stazu podoktorskiego na Uniwersytecie Purdue mialam
przyjemnos$¢ ponownie pracowac z dr Barbarg Stefanska, w Jej laboratorium Nutriepigenomiki
(Department of Nutrition Science, Purdue University, West Lafayette, IN, USA).

W trakcie stazu podoktorskiego bylam zaangazowana w realizacj¢ szeregu projektow
badawczych, m.in.

* Badanie in vitro wplywu roSlinnych polifenoli, w tym stilbenéw z czerwonych
winogron i boréwek amerykanskich (resweratrol i pterostilben) oraz polifenoli z kawy
(kwas chlorogenowy i kwas kawowy), na profil metylacji i ekspresji genow w ludzkich
komérkach linii raka piersi i watroby oraz komorkach linii nienowotworowych
(prawidlowych) (H3, P1, P3). (Nr GEO: GSE80794 oraz GSE113299)

* Badanie profilu metylacji DNA w krwi pacjentow przed i po diagnozie pierwotnego
raka watroby, w celu identyfikacji i walidacji epigenetycznych biomarkeréw wczesnej
detekcji tego nowotworu (P2). (Nr GEO: GSE113409 oraz GSE113392)

* Bioinformatyczna analiza danych uzyskanych z zastosowaniem metod mikromacierzy
i sekwencjonowania calego genomu (Illumina 450K, RNA-Seq, ChIP-Seq),
przy uzyciu oprogramowania Genome Studio Illumina software, RStudio, SAS
software, Galaxy, DAVID knowledgebase, oraz TRANSFAC (H3, P1, P2, P11).

W ww. projektach badawczych bylam odpowiedzialna za wykonanie nast¢pujacych
eksperymentdw, obejmujacych: hodowle komorkowe (linie MCF10CA1lh, MCF10CAla,
MCF10A, HMEC, MCF7, MDA-MB-231, HepG2, SkHep1, Hep3B, prawidtowe hepatocyty),
testy MTT, testy inwazyjnosci i klonogennosci komorek, transfekcje komorek zuzyciem
siRNA, izolacje DNA i RNA, bisulfitowg konwersj¢ DNA, konwersje RNA na cDNA, reakcje
gPCR, reakcje pirosekwencjonowania, immunoprecypitacje chromatyny (ChIP) z qPCR,
oraz wykonanie analiz profilu metylacji DNA calego genomu na podstawie danych uzyskanych
metodg mikromacierzy Illumina 450K.
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W trakcie stazu poznalam szereg zaawansowanych i innowacyjnych metod badawczych,
m.in. mikromacierz Illumina 450K, pirosekwencjonowanie, immunoprecypitacja chromatyny
(ChIP), CRISPR-dCas9 (P3), RNA-Seq, ChIP-Seq. Nauczytam si¢ rowniez obstugi programow
do analiz bioinformatycznych danych uzyskanych z mikromacierzy Illumina 27K, 450K
i/lub 850K, oraz po sekwencjonowaniu catego genomu (RNA-Seq i ChIP-Seq), m.in. Genome
Studio [llumina software, Galaxy, DAVID knowledgebase, JASPAR, TRANSFAC, RStudio
oraz SAS software.

Ponadto w latach 2014 i 2016 odbytam szkolenia z zakresu pracy badawczej na modelach
zwierzecych w jednostce The U.S. Food and Drug Administration's National Center
for Toxicological Research (NCTR, Jefferson, AR, USA) oraz w ramach spotkan Laboratory
Animal Program (LAP) na Uniwersytecie Purdue (West Lafayette, IN, USA). Szkolenia te
pozwolity mi wspohuczestniczy¢ w nastgpujacych projektach:

* Badanie epigenetycznych mechanizméw polifenoli (RSV, PTS, kwas chlorogenowy)
w prewencji pierwotnego raka watroby w szczurzym modelu in vivo (P1)

* Badanie epigenetycznych mechanizméw polifenoli w prewencji zapalenia
i nowotworow okreznicy w mysim modelu in vivo (projekt we wspotpracy z Dr Heather
M. O’Hagan, Assistant Professor of Medical & Molecular Genetics, Indiana University,
Bloomington, IN, USA).

Wyniki powyzszych badan opublikowano w czterech pracach oryginalnych (H3, P1, P2,
P3), oraz zaprezentowano w ramach 23 konferencji krajowych i/lub migdzynarodowych, w 35
komunikatach zjazdowych. W 3 z tych 4 publikacji jestem pierwszym autorem.

Od pazdziernika 2017 roku peli¢ obowiazki (p.o.) Kierownika Zakladu Chemii
Biomedycznej Wydzialu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. W Zakladzie,
razem z dr. inz. Agnieszkg Kaufman-Szymczyk, dr n. med. Anng Klimczak-Bitner oraz dr n.
med. Agata Szulawska-Mroczek, realizujemy nastepujace projekty badawcze:

* Badanie wplywu naturalnych i syntetycznych zwiazkéw bioaktywnych na profil
metylacji i ekspresji calego genomu przy zastosowaniu analiz bioinformatycznych
publicznie dostepnych danych z bazy GEO DataSets (P12, P13, w przygotowaniu).

* Badanie epigenetycznych mechanizméw dzialania CIF i kwasu foliowego
w komoérkach réznych linii bialaczkowych (P12, P13, w przygotowaniu).

* Identyfikacja i walidacja potencjalnych epigenetycznych  biomarkerow
prognostycznych raka piersi przy zastosowaniu dostepnego modelu in vivo (FFPE)
oraz danych bioinformatycznych (W dniu 5 wrzesnia 2017 roku otrzymano zgode
Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi - Nr RNN/294/17/KE).

* Identyfikacja oraz walidacja potencjalnych epigenetycznych biomarkeréw
diagnostycznych i prognostycznych raka piersi w modelu in vivo, obejmujacym prébki
krwi zylnej (W dniu 19 grudnia 2017 roku otrzymano zgode Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi - RNN/370/17/KE).
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* Ocena ekspresji wybranych genow zwiazanych z powstawaniem nowotworu przelyku
(W dniu 5 wrze$nia 2017 roku otrzymano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi - Nr RNN/293/17/KE).

Wyniki dotychczasowych badan staly si¢ podstawg do przygotowania dwoch prac
oryginalnych (P12, P13).
6. Podsumowanie dorobku naukowego

Mo¢j dorobek naukowy obejmuje 15 publikacji pelnotekstowych, w tym 12 prac oryginalnych
1 3 artykuly pogladowe, oraz 1 rozdziat w ksigzce. W 9 z tych 15 publikacji jestem pierwszym
autorem.

Dane bibliometryczne

Sumaryczny wskaznik Impact Factor: 40,770
w tym jako pierwszy autor: 25,993

Suma punktow MNiSW: 384,
w tym jako pierwszy autor: 240

Lacznie 190 cytowan, indeks Hirscha wynosi 8
(Zrédto: ISI Web of Science Core Collection)

Lacznie 218 cytowania, indeks Hirscha wynosi 8
(Zrédto: Scopus).
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