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4. Wskazanie osiagni¢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.)

Osiagnigcie naukowe stanowi cykl publikacji sktadajacych si¢ z 6 prac oryginalnych i1
przegladowej o tacznej punktacji: IF: 30,942; Pkt. MNiSW/KBN: 440.

a) Tytul osiagni¢cia naukowego:

Zastosowanie metod bioinformatycznych w badaniach choréb o heterogennej etiologii

molekularnej

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci

wydawniczy)

1.

2.

3.

Reduced number of peripheral natural killer cells in schizophrenia but not in bipolar
disorder. PAWEEL KARPINSKI, DOROTA FRYDECKA, MARIA M. SASIADEK,
BLAZE] MISIAK. Brain Behav.Immun. 2016 Vol.54 5.194-200.

IF: 5,964 / IFs.jetnic 6,458

Pkt. MNiSW: 40.000

Liczba cytowan wg WoS:25

udzial wlasny: 60%

Further evidence for depletion of peripheral blood natural killer cells in patients with
schizophrenia: a computational deconvolution study. PAWEE KARPINSKI, JERZY
SAMOCHOWIEC, DOROTA FRYDECKA, MARIA M. SASIADEK, BLAZE]
MISIAK. Schizophr.Res. 2018 Vol.201 s.243-248.

IF: 4,569 / 1Fs.1eti: 3,597

Pkt. MNiSW: 40.000

Liczba cytowan wg WoS:11

udzial wlasny: 60%

Immunological landscape of consensus clusters in colorectal cancer. PAWEL
KARPINSKI, JOANNA ROSSOWSKA, MARIA M. SASIADEK. Oncotarget, 2017,
vol. 8, nr 62, s. 105299-105311

IF: 0 / IFs1etniz 0 **

Pkt. MNiSW: 40

Liczba cytowan wg WoS:33



4.

5.

6.

7.

udzial wlasny: 80%
** JF czasopisma Oncotarget wynosit 5,168 w 2017 roku. W styczniu 2018

czasopismo zostalo usunigte, bez podania wyraznej przyczyny, z listy Web of Science.

Major histocompatibility complex genes as therapeutic opportunity for immune cold
molecular cancer subtypes. PAWEL KARPINSKI, LUKASZ LACZMANSKI,
MARIA M. SASTADEK. J.Immunol.Res. 2020 Vol.2020 art.8758090 [9 s.]

IF: 4,818 / IFs jeti: 4,261

Pkt. MNiSW: 140

Liczba cytowan wg WoS:2

udzial wlasny: 80%

Pan-cancer analysis reveals presence of pronounced DNA methylation drift in CpG
island methylator phenotype clusters. PAWEL KARPINSKI, KAROLINA PESZ,
MARIA M. SASIADEK. Epigenomics 2017 Vol.9 no.11 s.1341-1352.

IF: 4,979 / 1F5 1eti: 4,061

Pkt. MNiSW: 40.000

Liczba cytowan wg WoS:12

udzial wlasny: 80%

Multilevel omic data clustering reveals variable contribution of methylator phenotype
to integrative cancer subtypes. PAWEE KARPINSKI, ARPAD V. PATAI,
WOICIECH HAP, WOICIECH KIELAN, IZABELA LACZMANSKA, MARIA
MALGORZATA SASIADEK. Epigenomics 2018 Vol.10 no.10 s.1289-1299.

IF: 4,404 / IFs.1emi: 4,061

Pkt. MNiSW: 40.000

Liczba cytowan wg WoS:2

udzial wlasny: 80%

CpG island methylator phenotype - a hope for the future or a road to nowhere?.
PAWEL KARPINSKI, MARIA MALGORZATA SASIADEK. Int.J.Mol.Sci. 2022
Vol.23 no.2 art.830 [21 s.], DOI: 10.3390/ijms23020830

IF: 6,208 / IFs jetni: 6,628

Pkt. MNiSW: 140



Liczba cytowan wg WoS:4

udzial wlasny: 75%

¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

W swojej pracy naukowej od lat zajmuj¢ si¢ badaniami nad genetyczng i
epigenetyczng etiologia schorzen charakteryzujacych si¢ heterogennoscia zaburzen
molekularnych, z wykorzystaniem r6znych, biostatystycznych metod.

Cykl publikacji stanowiacy osiagnigcie naukowe poswigcony jest badaniom
transkryptomiki 1 epigenetyki w schorzeniach cztowieka, charakteryzujacych sie¢ wysoka
heterogenno$cia molekularng, takich jak schizofrenia 1 nowotwory, ktorych wyniki
analizowatem wykorzystujac starannie dobrane do analizowanego zagadnienia, metody
obliczeniowe.

Wyniki prowadzonych przeze mnie 1 moich wspotpracownikoéw badan nad
mechanizmami epigenetycznymi w etiologii nowotwordw sktonily mnie do zastanowienia si¢
nad pytaniem, czy te mechanizmy maja rzeczywiscie tak istotne znaczenie, jak jest im
przypisywane i tym samym do podjgcia analizy istniejacej literatury pod katem znaczenia
wynikow badan nad fenotypem metylatora, uzyskanych przez réznych autoréw. W cyklu

zamies$citem wiec rowniez publikacje przegladowa, bedaca wynikiem tych dociekan.

Wstep

Obecnie obserwuje si¢ bardzo szybki rozwo6j metod badan genomu i transkryptomu,
ktoére przyblizaja nas do zrozumienia mechanizméw odpowiedzialnych za powstawanie i/lub
przebieg wielu schorzen cztowieka [1].

Metody molekularne pozwalaja obecnie na jednoczesng analize, w skali genomowej,
ogromnej liczby réznorodnych danych, takich jak wystepowanie niezrownowazonych addycji
i delecji chromosomowych (w tym mikro-zmian), identyfikacje wariantéw nukleotydowych w
DNA (o r6znym znaczeniu klinicznym, od zmian patogennych, poprzez tagodne, do zmian o
nieznanej patogennos$ci), okreslenie ekspresji lub metylacji kilkudziesigciu tysiecy gendw
jednoczesnie, ekspresji wszystkich znanych gendéw kodujacych biatka 1 dlugich,
niekodujacych RNA (long-noncoding RNA; IncRNA) w wielu tysiagcach pojedynczych
komorek jednoczesnie (single cell RNA-seq) [2].



Rozwoj metod molekularnych zaowocowal pojawieniem si¢ ogromnej liczby danych
genomowych gromadzonych 1 udostgpnianych w repozytoriach takich jak np. Gene
Expression Omnibus (GEO) zawierajacym dane w najrozniejszych kontekstach medycznych
lub Genomic Data Commons (GDC) specjalizujacym si¢ w chorobach nowotworowych [3, 4].
Ta dostepnos¢ danych molekularnych jest przyczyna znacznego przyspieszenia rozwoju
bioinformatyki, ktore przejawia si¢ intensywnym rozwojem 1 dostepnoscig algorytmow
umozliwiajacych analize wysoce zréznicowanych danych molekularnych.

Coraz bardziej szczegdlowa i wielokierunkowa analiza genetyczna roznych schorzen
cztowieka zaowocowata odkryciem zjawiska zmienno$ci (heterogenno$ci) genetycznej
badanych tkanek. Heterogenno$¢ genetyczna sensu stricte oznacza, ze to samo schorzenie u
réznych pacjentow moze mie¢ roznorodng etiologi¢ genetyczng. Okazato sie¢, ze wiele chorob
o takich samych objawach klinicznych jest spowodowanych mutacjami w réznych genach
(heterogenno$¢ niealleliczna, jak np. polineuropatie, zespot dziedzicznego, zwigkszonego
ryzyka zachorowania na raka piersi lub/i jajnika) lub licznymi mutacjami w pojedynczym
genie (heterogennos¢ alleliczna, np. mukowiscydoza) [5].

Obok heterogennosci  genetycznej, jednym z najwazniejszych czynnikdéw
zaklocajacych analiz¢ danych w skali genomowej jest wysoka heterogennosé
(zmienno$¢/niejednorodnos$¢) analizowanych probek. Jest to zjawisko wielowymiarowe
dotyczace zardwno zroznicowania kompozycji komodrkowej probek (np. réznych populacji
limfocytow z ktorych izolowane jest DNA, roznych komorek pobranych z pozornie jednolitej
tkanki jak np. mieszanina komoérek nowotworowych i1 prawidlowych w masie guza) jak 1
indywidualnego zr6znicowania patologicznych tkanek w pozornie jednolitej grupie pacjentow
(odmienne podtypy molekularne nowotwordéw klasyfikowanych histopatologicznie do tej
samej grupy rozpoznan), a takze odmiennosci technik stosowanych podczas przygotowania
probek do analizy [6].

Przyktadem danych genomowych, w ktorych spotkamy wszystkie wyzej wymienione
typy heterogennosci sg dane pochodzace z guzow nowotworowych [7]. Wysoka
heterogenno$¢ guzo6w nowotworowych powstaje w wyniku niejednorodnej akumulacji zmian
genetycznych 1 epigenetycznych w komorkach nowotworowych oraz zmiennos$ci wzajemnych
proporcji komoérek nowotworowych i prawidlowych (tzw. komoérek mikrosrodowiska) w
guzach. W zwigzku z tym probki pobrane z roznych regiondw tego samego nowotworu maja
najczesciej rozny sktad komorkowy. Zjawisko takie nazywamy heterogennoscia w obrebie

guza (intra-tumor heterogeneity) [8].



Wigkszo$¢ danych genomowych nowotwordéw, dostgpnych w bazach jest
wygenerowane z relatywnie duzego, mrozonego wycinka guza (tzw. tumor bulk), ktéremu
najczesciej nie towarzyszy ocena proporcji migdzy komorkami nowotworowymi i
prawidlowymi (m.in.: komoérki podscieliska i komorki nacieku zapalnego). Tymczasem
wzajemne proporcje komorek prawidlowych/nowotworowych w badanej probce maja wazki
wpltyw na wyniki np. przyklad, profilu ekspresji genéw czy metylacji DNA. Problem
niepetnej wiarygodnosci tak uzyskanych wynikow zaczat by¢ zauwazany okoto 2009 roku i
od tego czasu opracowano dziesigtki algorytméw, ktore umozliwiaja tzw. dekonwolucje czyli
rozplot sygnatu ekspresji lub metylacji [9]. Metody te opieraja si¢ na zalozeniu, ze profil
ekspresji lub metylacji gend6w mierzony z wycinka tkanki jest mieszaning profili ekspresji lub
metylacji gendw pochodzacych z mieszaniny réznych komorek. Najskuteczniejszy rozplot
sygnatu jest mozliwy dzigki znajomosci genéow markerowych, ktore ulegaja specyficznej
ekspresji/metylacji w specyficznych rodzajach komorek. Duzym ograniczeniem przy tym
typie rozplotu jest mata dostgpnos¢ profili ekspresji/metylacji pochodzacych z czystych linii
komoérkowych [10].

Kolejng przyczyna niepelnej wiarygodno$ci wynikéw badan w skali genomowej jest
fakt, ze guzy klasyfikowane jako ten sam typ histopatologiczny, cechuja si¢ znaczng
odmienno$cig molekularng. Ta zmienno$¢ molekularna stala si¢ obecnie podstawa do
opracowania klasyfikacji molekularnej lub histopatologiczno-molekularnej, dzielacej guzy
kwalifikowane histopatologicznie do okreslonej grupy, na podtypy molekularne, jak np. guzy
jelita grubego dzielone na podgrupy konsensusowe [11]. Zjawisko to okreslamy
heterogenno$cia pomigdzy guzami (Inter-Tumor Heterogeneity). Analize danych
wykazujacych ten typ heterogennosci umozliwia analiza skupien (cluster analysis), ktorej
celem jest znalezienie/wyroznienie takich grup (klastréw), ktore wykazuja wysoka spojnosé
wewnetrzng 1 s3 jak najbardziej zréznicowane pomiedzy soba [12]. Tak przeprowadzona
analiza skupien umozliwia wyodrebnienie w badanej chorobie podgrup molekularnych
opartych np. o analiz¢ ekspresji gendow (mRNA) w skali genomowej. Tym samym pozwala na
precyzyjng charakterystyke oraz na ustalenie rdéznic pomigdzy odrgbnymi podgrupami.
Analiza skupien odegrata i odgrywa bardzo wazng role w identyfikacji podtypow
molekularnych roznych typow nowotwordéw [13].

Poniewaz analiza skupien rozwija si¢ od kilku dekad, opracowano w tym czasie wiele
réznych metod realizujacych to zadanie, jednak w ostatnich latach obserwuje si¢ dwojaki
rozw0j podejs¢ do klastrowania. Pierwsze to agregowanie analizy skupien (ensemble

clustering), ktorego idea jest taczenie wynikoOw uzyskanych przy pomocy réznych metod
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klastrowania oraz metod uzyskiwania optymalnych klastrow. Podejscie to ma na celu
usuni¢cie btedow wynikajacych ze specyficznych cech metod klastrujacych [14]. Drugie
podejscie to integracyjna analiza skupien (integrative clustering), ktéra odbywa si¢ w oparciu
o zbiér zmiennych pochodzacy z co najmnej dwoch ,,warstw” molekularnych tej samej probki
np. mRNA i metylacji DNA [15]. Integracyjna analiza skupien pozwala nie tylko na
precyzyjne okre$lenie podtypéw molekularnych réznych typow nowotwordéw ale takze na
oceng interakcji pomigdzy réznymi zmianami molekularnymi co ma wazne implikacje dla
badan nad rozwojem i progresja choréb nowotworowych.

Na obecno$¢ niebiologicznej zmiennosci majacej techniczne pochodzenie (fechnical
variability) zwrocono uwage na poczatku XXI wieku wraz z pojawieniem si¢ technik
opartych o mikromacierze [16]. Jest obecna w eksperymentach opierajacych si¢ na uzyciu
jednoczesnie wielu mikroczipéw lub komoér przeptywowych (w przypadku RNAseq), dlatego
tez okres$lana jest czasem mianem efektu serii (batch effect). Badania wykazatly, ze zmiennos$¢
techniczna moze mie¢ znaczny wplyw na wyniki eksperymentu. Jak wykazano,
najskuteczniejsze niwelowanie wptywu tej zmienno$ci na uzyskiwane wyniki opiera si¢ na
projektowaniu eksperymentu w taki sposob, aby poszczegoélne fenotypy (np. tkanka
zdrowa/tkanka zmieniona patologicznie) byly réwnomiernie rozdystrybuowane na
mikroczipach/komodrkach przeptywowych. Istniejg takze techniki biosatystyczne majace na

celu korekte danych, tak by zminimalizowa¢ wptyw tej zmiennosci [6].

Celami ponizszej rozprawy habilitacyjnej sa:

1) Wykorzystanie metod rozplotu (dekownolucji) profili ekspresji lub metylacji genéw we
krwi obwodowej do oceny skltadu komorkowego krwi w chorobach zwigzanych z
zaburzeniami psychicznymi.

2) Wykorzystanie metod rozplotu (dekownolucji) profili metylacji DNA 1 profili ekspresji
wybranych gendéw oraz agregowanie analizy skupien (ensemble clustering) do oceny
immunogennos$ci w uj¢ciu Pan-Cancer (wielu typow nowotwordw).

3) Badanie przyczyn, heterogennosci oraz znaczenia fenotypu metylatora wsyp CpG (CIMP)
jako ekstremalnego przykladu zaburzen metylacji DNA w uje¢ciu Pan-Cancer (wielu typow
nowotworow) przy uzyciu metod opartych o agregowanie analizy skupien (ensemble

clustering) oraz integracyjng analiz¢ skupien (integrative clustering).



Omowienie wynikow

Ad.1. Pierwszy artykul stanowigcy element rozprawy habilitacyjnej pt. ,,Reduced number of
peripheral natural killer cells in schizophrenia but not in bipolar disorder” jest jedng z
pierwszych publikacji, w ktorej zajalem si¢ wykorzystaniem metod rozplotu (dekownolucji)
profili ekspresji genéw we krwi obwodowej do oceny sktadu komorkowego krwi, z ktorej
izolowano mRNA do badan transkryptomu. Podstawg prowadzonych badan byla
immunologiczno-zapalna koncepcja powstawania schorzen psychicznych, w szczegdlnosci
schizofrenii. Liczne badania epidemiologiczne potwierdzily znaczaco wysoka czgstosé
wystepowania chorob autoimmunologicznych u pacjentow ze schizofrenig. Ponadto
udowodniono, ze prenatalne infekcje wirusem grypy, opryszczki czy wirusem cytomegalii
zwigkszaja ryzyko wystapienia schizofrenii u potomstwa. Podobnie, w przypadku choroby
dwubiegunowe;j potwierdzono udziat w etiologii schizofrenii zaburzen
neuroimmunologicznych, autoimmunologicznych oraz zaburzen stezenia cytokin. Od wielu
lat uwazano, ze pacjenci ze schizofrenig charakteryzuja si¢ wzgledng przewaga limfocytow
Thl nad limfocytami Th2 co potwierdzita meta-analiza oparta o 378 pacjentow z SCZ 1 358
osob zdrowych, opublikowana przez Guo i wsp. [17]. Natomiast szersza perspektywe na
poziomy limfocytow we krwi obwodowej u osoOb ze schizofrenig rzucila meta-analiza
opublikowana przez Miller 1 wsp. [18]. Autorzy stwierdzili znaczny wzrost odsetka
limfocytow Th (CD4+) i komoérek NK (CD56+) u pacjentéw hospitalizowanych z ostrym
nawrotem choroby. Ponadto meta-analiza opublikowana przez Miller et al. wykazata
znaczace podwyzszenie limfocytow T CD3+, limfocytow Th (CD4+) oraz stosunku
limfocytow Th CD4+ do limfocytow T CD8+ u pacjentéw ze schizofrenig. Ponadto
wykazano  znaczacy  wzrost  poziomu = limfocytow NK  podczas  leczenia
przeciwpsychotycznego. Rézne zmiany w proporcjach leukocytow we krwi byly rowniez
stwierdzane u pacjentéw z chorobg afektywna dwubiegunowa w tym zwiekszone proporcje
monocytow, zmniejszone proporcje limfocytow T CD3+ i cytotoksycznych limfocytow T
CD8+, wyzszy odsetek aktywowanych limfocytow T CD4+CD25+, zmiany stosunku Th1 do
Th2 oraz nizsze procent komoérek Treg [19].

Nalezy podkresli¢, ze wiekszos¢ opublikowanych do tej pory pojedynczych badan
byla skoncentrowana na jednym, dwoch podtypach komorek krwi co powodowato brak

obserwacji dla catego wachlarza podtypéw komorek jednoczesnie.



Celem pracy bylo wykorzystanie metod rozplotu (dekownolucji) profili ekspresji
genow dla oceny proporcji komorek krwi i ich porownania pomiedzy osobami zdrowymi
(n=218), pacjentami ze schizofrenia (n=199) oraz pacjentami z chorobg afektywna
dwubiegunowa (n=49). Z uwagi na dobrze opisane w literaturze zmiany wzajemnych
proporcji komorek krwi do walidacji metody rozplotu uzyto zestawu danych zawierajacych
profile ekspresji pacjentow chorych na seps¢ (n=18) i os6b zdrowych (n=36) [20]. Wszystkie
siedem zestawow danych zawierajace profile ekspresji pochodzily z bazy Gene Expression
Omnibus (GEO) i zostatly otrzymane za pomoca technik macierzowych. Poniewaz analiza
obejmowata kilka zestawoéw danych wygenerowanych w ré6znym czasie, r6znymi technikami
macierzowymi stwierdzono bardzo silny efekt serii (batch effect), ktory usunigto algorytmem
ComBat [16]. Jako metody rozplotu uzyto algorytm CIBERSORT do oceny wzajemnych
proporcji nastepujacych komorek: limfocytow B, limfocytow T CD4+, limfocytow T CDS8+,
limfocytow yo (gamma-delta), komdrek NK oraz neutrofili [10]. Pod uwage brano takie
czynniki zakldcajace analize (confounding factors) jak wiek 1 plec.

Za pomocg przyjetej metodologii wykazano znaczace statystycznie spadki limfocytow
B, limfocytow T CD4+, limfocytow T CD8+, limfocytow vy6 i komorek NK oraz wzrost
poziomu neutrofili u pacjentdéw z sepsg w porownaniu do 0sob z grupy kontrolnej (Rycina 1).
Sa to wyniki zgodne z opisywanymi w literaturze [21].

Sposrod badanych komorek krwi tylko komoérki NK wykazaly statystycznie znaczace
réznice pomiedzy grupa kontrolng a grupa pacjentdéw ze schizofrenia. We wszystkich
zestawach danych stwierdzono znaczacy statystycznie spadek proporcji NK w grupie
pacjentdw ze schizofrenig. U pacjentdw z chorobg afektywng dwubiegunowg nie stwierdzono
znaczacych statystycznie réznic w proporcjach wybranych komoérek krwi w poréwnaniu do
grupy kontrolne;j.

Podsumowujac, przedstawione powyzej wyniki byly jednymi z pierwszych analiz
wielu podgrup komorek krwi jednocze$nie w kontekscie zaburzen psychicznych. Co wiecej,
prezentowane wyniki, mogg mie¢ znaczenie dla badan nad patofizjologia schizofrenii biorac
pod uwage zwiazek pomigdzy ukladem nerwowym 1 ukltadem odpornosciowym. W
szczegllnosci zaburzenia przekaznictwa dopaminergicznego, obserwowane w schizofrenii,
moga mie¢ zwigzek ze spadkiem poziomu komoérek NK poniewaz receptory dopaminy
ulegaja ekspresji w krazacych komorkach uktadu immunologicznego w tym w komorkach

NK [22].
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Rycina 1. Walidacja algorytmu CIBERSORT (Karpinski i wsp., 2016; [23]). Wykres
pudetkowy przedstawiajacy rdznice we wzajemnych proporcjach wybranych komorek krwi u
pacjentow z sepsa (kolor zielony) i bez sepsy (kolor szary). Wzajemne proporcje zostaly
wyliczone na podstawie algorytmu CIBERSORT. Warto$ci p (obliczone testem Kruskala—
Wallisa) wskazuja znaczace statystycznie rdznice pomiedzy badanymi grupami czyli
znaczace spadki limfocytow B, limfocytow T CDA4+, limfocytow T CD8+, limfocytow o 1
komoérek NK oraz wzrost poziomu neutrofili u pacjentéw z sepsa w poréwnaniu do 0séb z
grupy kontrolne;.

Ad.2. Kolejna praca pt. ,,Further evidence for depletion of peripheral blood natural killer
cells in patients with schizophrenia: a computational deconvolution study” byta kontynuacja
badan podjetych w pierwszej pracy. Celem pracy bylo wykorzystanie metod rozplotu
(dekownolucji) profili metylacji DNA do oceny proporcji komodrek krwi i ich porownania
pomiedzy osobami zdrowymi (n=713), pacjentami ze schizofrenig (n=711) [24]. Wszystkie
dwa zestawy danych zawierajace profile metylacji DNA z krwi obwodowej pochodzity z bazy
Gene Expression Omnibus (GEO) i zostaly otrzymane za pomoca macierzy Infinium
HumanMethylation450 BeadChip (Illumina) zawierajaca 480 tysiecy sond. Podjecie
kontynuacji badan bylo motywowane kilkoma czynnikami: mozliwosciag weryfikacji
wynikéw otrzymanych na macierzach transkryptomicznych, mozliwoscia wykonania badan
na znacznie wigkszych niz uprzednio grupach, mozliwo$ciga zastosowania techniki

dekonwolucji o znacznie wigkszej rozdzielczosci (w sensie liczby badanych markerow), ktora
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byla zoptymalizowana przez Teschendorff i wsp. na ~600 probkach pod kontem wykrywania
wzajemnych proporcji komoérek we krwi obwodowej [25]. Jako metody rozplotu uzyto
metody RPC (Robust Partial Correlations) wbudowanej w algorytm EpiDISH do oceny
wzajemnych proporcji nastgpujacych komorek: limfocytow B, limfocytow T CDA4+,
limfocytow T CD8+, komoérek NK monocytéw i granulocytow [25]. Otrzymane wyniki
zostaly skorygowane pod katem wystepowania takich czynnikéw zaktocajacych analize jak
wiek 1 pte¢. Poniewaz analiza obejmowala dwa zestawy danych, dla ktorych profile metylacji
DNA wygenerowane zostaly na kilkuset mikroczipach, wykryto bardzo silny efekt serii
(batch effect), ktory zostal usunigty algorytmem ComBat [16].

Sposrod badanych komorek krwi komorki NK 1 granulocyty wykazaly statystycznie
znaczace réznice pomiedzy grupa oséb zdrowych a grupa pacjentdéw ze schizofrenig w
obydwu zestawach danych jednoczesnie (Rycina 2). W szczegdlnosci, pacjenci ze
schizofrenig charakteryzowali si¢ nizszym odsetkiem komorek NK i oraz wyzszym odsetkiem
granulocytow.

Podsumowujac, przedstawione powyzej wyniki potwierdzity nasze wcze$niejsze
rezultaty otrzymane na danych opartych o mikromacierze transkryptomiczne (publikacja nr
1, [23]) wskazujace na znaczaco nizsze proporcje komoérek NK u pacjentéw ze schizofrenig.
Ponadto zmieniony odsetek komoérek NK i granulocytow moze wskazywac na zaburzenia
odpornosci wrodzonej u o0so6b ze schizofrenia na co wskazuja takze inne, niezalezne
doniesienia oparte on badania transkryptomiczne mézgu (post mortem) i krwi opublikowane

przez Hess i wsp., 2016 [26].
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Rycina 2. Wyniki oceny wzajemnych proporcji wybranych komérek krwi wykonanych
przy pomocy rozplotu metylacji DNA we krwi pelnej (Karpinski i wsp., 2017; [27]).
Wykres pudetkowy przedstawiajacy roznice we wzajemnych proporcjach wybranych
komorek krwi u pacjentéw z schizofrenia (Scz, kolor ciemno-z6tty) i 0s6b zdrowch (controls,
kolor niebieski). Wzajemne proporcje zostaly wyliczone na podstawie algorytmu EpiDISH. A)
Zestaw danych GSE80417 zawierajacy profile metylacji DNA dla 326 chorych na
schizofreni¢ oraz 306 o0sob zdrowych. B) Zestaw danych GSE84727 zawierajacy profile
metylacji DNA dla 385 chorych na schizofreni¢ oraz 407 os6b zdrowych.

Ad3. W latach 2000-2010 wraz z rozwojem technik molekularnych o zasiegu genomowym
takim jak macierze transkryptomiczne czy sekwencjonowaniec RNA oraz technik
biostatystycznych, przede wszystkim nienadzorowanego grupowania, rozwija si¢ koncepcja
choroby nowotworowej jako zespolu heterogennych chordb o roznym podtozu molekularnym
(ang. cancer molecular subtypes) [28]. Zwienczeniem kilkuletniego wyodrgbnienia i
systematyzacji typow molekularnych w raku jelita grubego jest klasyfikacja opublikowana
przez Guinney i wsp. w 2015 roku, w ktorej zostaly wyrdznione podtypy: CMS1 —
immunologiczny, CMS2 — kanoniczny, CMS3 — metaboliczny i CMS4 — mezenchymalny
[11]. Podtypy CMS sa znaczaco zrdéznicowane pod wzgledem cech klinicznych oraz zmian

molekularnych. Podtypy CMS, w badaniach naukowych, sa do dnia dzisiejszego wiodaca
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klasyfikacja molekularng raka jelita grubego. Rownolegle do badan nad podtypami
molekularnymi w réznych typach rakow rozwija sie zainteresowanie charakterystyka
mikrosrodowiska  guzéw  nowotworowych ~w  szczeg6lnosci  frakcja  komorek
immunologicznych. Artykut pt. ,Immunological landscape of consensus clusters in
colorectal cancer [29]” wpisuje si¢ w wyzej opisane trendy, poniewaz charakteryzowano w
nim, na tle podtypow molekularnych raka jelita grubego, poziomy komorek
immunologicznych w guzach jak i ekspresj¢ genéw modulujacych frakcje immunologiczng
mikrosrodowiska (16 aktywatorow, 19 supresorow oraz 16 genow odpowiedzialnych za
prezentacj¢ antygendw limfocytom T (MHC)) . Do badan uzyto zestawdéw danych
transkryptomicznych pochodzacych z 15 eksperymentéw mikromacierzowych zawierajacych
1597 guzdw jelita grubego oraz 125 tkanek makroskopowo prawidlowych, zlokalizowanych
w poblizu guza. Poniewaz analiza obejmowata wiele zestawow danych, wykryto bardzo silny
efekt serii (batch effect), ktory zostal usuniety algorytmem ComBat [16]. Przed etapem
grupowania danych osuni¢to probki odstajace (tzw. outlier’y). Ponadto metoda dekonwolucji
oszacowano procentowy udziat komodrek prawidtowych w materiale z guzéw oceniajgc tym
samym wzbogacenie komorkami nowotworowymi. Do nienadzorowanego grupowania uzyto
agregowanej analizy skupien (ensemble clustering) bedacej wypadkowa uzycia pigciu
algorytmoéw klasterujacych [14]. Rezulatem grupowania bylo 5 klastrow Porownanie
wzbogacenia komorek nowotworowych pomigdzy klasterami wykazato, ze jeden z klastréw
ma statystycznie znaczaco nizszy odsetek komorek nowotworowych (Rycina 3). Guzy
zgrupowane w tym klasterze wylaczono z dalszych analiz. Nastgpnie klastery
przyporzadkowano metoda ORA (over-representation analysis) do podtypéw molekularnych
CMS (consensus molecular subtypes) wyrdznionych przez Guinney i wsp. [11]. Kolejno, za
pomoca algorytmu CIBERSORT przeprowadzono dekonwolucj¢ profili ekspresji guzow
uzyskujac  szacunkowe poziomy wzajemnych proporcji 22 rodzajéw  komorek
immunologicznych [10]. Podtyp CMS1 wykazywal wzrost odsetka zar6wno leukocytéw
zwigzanych z odporno$cig nabyta (T follicular helper, Th i TCDS), jak i odpornoscia
wrodzong (komorki NK, komorki T gamma-delta,makrofagi M1, komorki dendrytyczne i
neutrofile). CMS4 charakteryzowal si¢ najwyzszym odsetkiem leukocytéw zwigzanych z
aktywnoS$cig pronowotworowg (eozynofile, monocyty, makrofagi M2 1 limfocyty T
regulatorowe (Treg)). CMS2 wyswietlal najwyzej wzbogacenie w komdrki Th (CD4) 1
komorki  pamigci B. CMS3  wykazywal najnizsze wzbogacenie komodrkami
immunologicznymi. Podsumowujac, mikrosrodowiska CMS1 i CMS4 charakteryzowaly si¢

wysokim wzbogaceniem komoérkami uktadu immunologicznego cho¢ o innym skladzie
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komorkowym. Natomiast CMS2 1 CMS3, z uwagi na relatywnie niskie wzbogacenie
leukocytami ich mikrosrodowiska, okresla si¢ podtypami immunologicznie zimnymi (immune
cold) (Rycina 4). Pordwnanie poziomu ekspresji gendéw modulujacych frakcje
immunologiczng mikrosrodowiska pomiedzy podtypami i tkankg zdrowg jelita wykazato na
znaczaco wyzsza ekspresje aktywatorow, supresorow i genéw z rodziny MHC CMS1 1 CMS4
w porownaniu do CMS2 i CMS3. W tej pracy skupiliémy si¢ rowniez na poszukiwaniu cech
uniwersalnych dla wszystkich grup CMS gdyz moga one stanowi¢ potencjalnie uniwersalne
cele terapeutyczne. Wérdd stymulatorow uktadu immunologicznego, geny takie jak IL6R
(interleukin-6 receptor), BCMA (B cell maturation antigen), TACI (Cyclophilin ligand
interactor) oraz CD27 wykazywaly znaczaco obnizong ekspresj¢ w co najmnej 3 grupach
CMS. Ponadto, takie geny majace dzialanie supersorowe na uktad immunologiczny miaty
znaczaco wyzsza ekspresje w wigkszosci grup CMS: CXCLI, CXCL2, CXCR2, MIF
(macrophage migration inhibitory factor), /DOI (indoleamine 2,3-dioxygenase 1), 7DO2
(TRP-2,3- dioxygenase 2), ARG2 (arginase 2), i VEGFA (vascular endothelial growth factor
A).

Podsumowujac, wyniki otrzymane w tej pracy wskazaty na wysoka heterogennosé
immunologiczng mikro$rodowisk klastréw CMS. W zwiazku z tym skuteczna immunoterapia
przeciwnowotworowa bedzie wymagata nie tylko znajomosci statusu CMS guza, ale takze
kombinatorycznych  (wielolekowych) strategii. Pomimo wysokiej heterogennosci
immunologicznej mikro$rodowiska raka jelita grubego, powyzsza praca wylonita kilka
genow-kandydatow (takich jak MIF, IDOI , TDO2 czy ARG2) mogacych sta¢ si¢ celem

uniwersalnych immunoterapii niezaleznych od statusu CMS.

15



100

60

40
Tumor tissue (%)

Rycina 3. Wykres wiolinowy przedstawiajacy odsetek komorek nowotworowych w
guzach jelita grubego oszacowanych metoda dekonwolucji transkryptomu (Karpinski i
wsp., 2017; [29]). Probki zostaly podzielone na pig¢ grup metoda nienadzorowanego
grupowania (0§ X). O§ Y - szacowany odsetek (%) komodrek nowotworowych w probce.
Grupa guzow opisana jako ,,Cluster 17 wyrodznia si¢ znaczaco nizszym odsetkiem komorek
nowotworowych. Guzy zgrupowane w tym klasterze wytaczono z dalszych analiz.
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Rycina 4. Wykres wiolinowy przedstawiajacy odsetek leukocytéw w guzach jelita
grubego oszacowanych metoda dekonwolucji transkryptomu (Karpinski i wsp., 2017; [29]).
Guzy zostaly podzielone na cztery grupy metoda nienadzorowanego grupowania, dodano
réwniez profile ekspresji prawidlowych tkanek jelita (0§ X). O§ Y - szacowany odsetek (%)
leukocytow w probkach. Na rycinie mozna zauwazy¢ wyraznie wyzsze wzbogacenie w
leukocyty guzéw z grup CMSI1 i CMS4. Natomiast wzbogacenie grup CMS2 i CMS3 w
leukocyty byto poréwnywalne do wzbogacenia tkanki normalne;.
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Ad4. Odkrycie w latach 90tych ubiegtego wieku i1 zbadanie szlakow zwiazanych z biatkami
PD-1 i CTLA4 w pierwszej dekadzie XXI wieku doprowadzito do odkrycia mechanizmow
wyciszania odpowiedzi immunologicznych w mikrosrodowisku guza poprzez indukcje
ekspresji tych bialek [30]. W konsekwencji w ostatnich 10 latach FDA zatwierdzito kilka
lekow przeciwnowotworowych celujacych w ten jak 1 inne szlaki, odpowiedzialne za
wyciszanie odpowiedzi limfocytéw w mikrosrodowiskach guzéw. Pomimo tego, ze powyzsze
leki zrewolucjonizowaty wspolczesne strategie terapeutyczne, wedtug danych z 2019 roku
zaledwie u 12% pacjentéw notuje si¢ pozytywna odpowiedz na powyzsze terapie, usredniajac
wyniki z r6znych typoéw nowotwordéw [30]. Przyczyn tych niepowodzen mozna upatrywac¢ w
wysokiej heterogennos$ci mikrosrodowisk guzow. Z grubsza, mikrosrodowiska guzéw mozna
podzieli¢ na wysoko wzbogacone komoérkami ukladu immunologicznego (immune hot) i
nisko wzbogacone komoérkami uktadu immunologicznego (immune cold). Wymienione wyzej
strategie terapeutyczne sg skutecznie jedynie w guzach z mikro$rodowiskiem typu immune
hot, w ktorych lek odblokowuje wyciszony, przeciwnowotworowy potencjat nagromadzonych
limfocytow T. Nie ma obecnie wypracowanych podejs¢ terapeutycznych, opartych o
modulacj¢ uktadu immunologicznego w guzach z mikrosrodowiskiem typu immune cold. W
pracy pt. ,,Major Histocompatibility Complex Genes as Therapeutic Opportunity for
Immune Cold Molecular Cancer Subtypes”, bazujac na danych transkryptomicznych,
testowaliSmy teoretyczne mozliwosci zastosowania immunomodulacji preciwnowotworowe;j
w klasterach molekularnych z mikrosrodowiskiem typu immune cold [31]. W tym celu z bazy
The Cancer Genome Atlas (TCGA) pobrano dane otrzymane z macierzy metylacji DNA oraz
sekwencjonowania DNA i RNA [32]. Analizowany zbidr danych sktadatl si¢ z 5651 guzow
pierwotnych reprezentujagcych 13 podtypéw nowotworéow. Tlo badania stanowito
nienadzorowane grupowanie guzoéw na podstawie ekspresji 14 gendéw z rodziny MHC (major
histocompatibility complex), ktore pozwolito podzieli¢ guzy na 3 grupy: z wysoka ekspresja
genow MHC (MHC-high), $rednig ekspresja genow MHC (MHC-intermediate) oraz z niska
ekspresja genéw MHC (MHC-low). Otrzymane klastery MHC scharakteryzowano
nastepujacymi zmiennymi:
® poziomami limfocytow T CD4+ i limfocytow T CD8+ otrzymanymi przez dekonwoucj¢
profili metylacji DNA w guzach granulocytow metoda RPC (Robust Partial Correlations)
wbudowanej w algorytm EpiDISH
® obcigzeniem mutacyjnym guza (TMB - Tumor mutation burden) liczona jako $rednia

liczba mutacji somatycznych na guz.
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® ckspresja 25 genow odpowiedzialnych za wyciszanie odpowiedzi limfocytow w
mikrosrodowiskach guzéw

® ckspresja 105 antygenéw rakowo—jadrowych (cancer germline antigens (CAGS)).
Ekspresja CAGs, za wyjatkiem jader, nie wystepuje w prawidtowych tkankach ludzkich
lecz czgsto wystepuje w guzach nowotworowych. W zwigzku z tym CAGs maja bardzo
wysoki potencjat indukowania odpowiedzi immunologicznej co czyni je szczegdlnie
atrakcyjnymi celami dla immunoterapii.

® przynalezno$cig do jednego z 55 podtypoéw molekularnych guzow

Potowa (n=26) z 55 badanych podtypéw molekularnych zostata przyporzadkowana do

klastera z niska ekspresja MHC (MHC-low). Charakteryzowat je réwniez najnizszy poziom

ekspresji genow 25 genoéw odpowiedzialnych za wyciszanie odpowiedzi immunologicznej

oraz najnizsze poziomy limfocytow T CD4+ i limfocytow T CD8+. Mutacje somatyczne w 14

genach MHC byty zjawiskiem relatywnie rzadkim. Wysokie obcigzenie mutacyjne guza

stwierdzono w 3 podtypach molekularnych nalezacych do grupy MHC-low: w raku pluca

(podtyp Ad-1), w raku glowy i szyi (podtyp NSD1) oraz w raku pecherza (podtyp LumU). W

grupie MHC-low stwierdzono podwyzszong ekspresje kilku gendéw z grupy CAG m.in

TSGA101 CEP290.

Otrzymane wyniki pozwolily sformutowac nastgpujace wnioski:

® niska ekspresja genow odpowiedzialnych za wyciszanie odpowiedzi immunologicznej i
niskie poziomy limfocytow T s3 przyczyna braku odpowiedzi guzéw MHC-low na
wspotczesne immunoterapie przeciwnowotworowe wymienione we wstepie paragrafu

® wysoka ekspresja niektérych gendéw CAG w grupie MHC-low wskazuje na to, ze
potencjal immunologiczny mikrosrodowiska skierowany na te antygeny, mogiby by¢
wyzwolony pod warunkiem zwigkszenia ekspresji genow MHC.

® wysokie obcigzenie mutacyjne w 3 podtypach molekularnych nalezacych do grupy
MHC-low ze potencjal immunologiczny mikro$rodowiska skierowany przeciwko tym
guzom mogtby by¢ wyzwolony pod warunkiem zwigkszenia ekspresji gendow MHC.

Konkludujac, w niniejszej pracy stwierdziliSmy, ze istnieje przeciwnowotworowy
potencjal immunologiczny mikrosrodowiska guzéw MHC-low jednak moze on zostal

wyzwolony jedynie w przypadku zwigkszenia ekspresji genow z rodziny MHC.

AdS5. Nieprawidlowa metylacja DNA nalezy do najlepiej scharakteryzowanych zmian
epigenetycznych w obrgbie ludzkiego genomu i odnosi si¢ to do metylacji cytozyny w

dinukleotydach CpG, ktoérych liczbe w ludzkim genomie szacuje si¢ na 30 milionow [33].
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Duza czg¢$¢ dinukleotydow CpG wykazuje wysoki stopien metylacji, jak na przyktad
zlokalizowane w sekwencjach powtarzajacych si¢ (LINE, ALU) lub w regionach
miedzygenowych. Regiony bogate w dinukleotydy CpG, dtugos$ci minimum 200 par zasad,
nazwa si¢ wyspami CpG. Okolo 60% gendéw kodujacych biatka zawiera wyspe CpG w
regionie 5’ promotora i/lub regionie startu transkrypcji zwykle o niskim poziomie metylacji
[34]. Wysoki stopien metylacji wysp CpG zwigzanych z promotorami gendéw prowadzi do
ustalenia nieaktywnego transkrypcyjnie stanu chromatyny i wyciszenia genu. Nalezy
zaznaczy¢, ze stan wysokiej metylacji genu nie jest stanem permanentnym i moze zostaé
odwrdécony/usuniety przez demetylazy z rodziny TET (ang. ten-eleven translocation (TET)
methylcytosine dioxygenases). W trakcie starzenia si¢ tkanek oraz w procesie transformacji
nowotworowej oraz w obserwuje si¢ dwa przeciwstawne zjawiska: tendencje do wysokiej
metylacji wysp CpG w promotorach gendéw 1 jednoczesng demetylacje sekwencji
powtarzajacych si¢ i regiondow miedzy-genowych. Zjawisko to okresla si¢ mianem dryfu
metylacji (ang. methylation drift) lub dryfu epigenetycznego [35]. W zwigzku z pierwszym
zjawiskiem (starzenia si¢ tkanek) od roku 2011 opracowano kilka algorytmoéw (tzw. zegardéw
epigenetycznych) do szacowania wieku tkanek na podstawie stopnia metylacji wybranych
sond na macierzy Infinium HumanMethylation450 BeadChip [36]. Zegary epigenetyczne
majg potencjalne zastosowanie do oszacowania ryzyka zachorowania na nowotwory jaki
réwniez w kryminalistyce do oszacowania wieku zwlok. W 1999 opisano po raz pierwszy w
raku jelita grubego zjawisko, polegajace na predyspozycji do wystgpowania, w niektérych
guzach, bardzo czestej hipermetylacji regionéw promotorowych wielu gendéw jednoczesnie
[37]. Fenomen ten, nazwany fenotypem metylatora (CIMP), wzbudza kontrowersje bowiem
tylko przez niektorych autorow jest uznawany za osobny podtyp molekularny wielu typéw
nowotworow. Podloze molekularne powstawania fenotypu metylatora zostato opisane jedynie
dla glejaka wielopostaciowego, ktory wiaze si¢ z mutacjami w genach kodujacych
dehydrogenazy  izocytrynianowe (/[DHI lub IDH2). Mutacje  dehydrogenaz
izocytrynianowych powoduja hamowanie aktywnos$ci genéw z rodziny TET a co za tym idzie
spadku demetylacji w genomie i w konsekwencji akumulacje hipermetylacji wysp CpG [38].
Od odkrycia CIMP podjeto kilka prob znalezienia wspdlnych cech tego fenotypu w ujeciu
wielu typéw nowotworow jednoczesnie (ang. pan-cancer) m.in Sanchez-Vega i wsp. (2015)
oraz Gevaert i wsp. (2015) [39, 40]. Wyniki tych prac wskazuja na bardzo wysoka
heterogenno$¢ molekularng guzow CIMP wystepujacymi w roznych typach nowotworow.
Artykut pt. ,,Pan-cancer analysis reveals presence of pronounced DNA methylation drift in

CpG island methylator phenotype clusters” wpisuje si¢ w trend poszukiwania wspdlnych
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cech CIMP w ujeciu pan-cancer [41]. Celem pracy bylo poszukiwanie wspdlnych cech
molekularnych guzéw z CIMP w kazdym z typéw nowotworow. W tym celu z bazy The
Cancer Genome Atlas (TCGA) pobrano dane otrzymane za pomocg mikromacierzy Infinium
HumanMethylation450 BeadChip (Illumina) pozwalajace zbada¢ metylacje dla okolo 480
tysigcy dinukleotydow CpG oraz profile ekspresji genéw otrzymane za pomoca techniki
RNA-seq. Analizowany zbior danych po filtracji zawieral profile metylacji i ekspresji genow
dla 6570 guzéw pierwotnych reprezentujacych 23 podtypy nowotworéw. Poniewaz analiza
obejmowata 23 zestawy danych, dla ktorych profile metylacji DNA lub wygenerowane
zostaty na kilkuset mikroczipach, wykryto bardzo silny efekt serii (batch effect), ktory zostat
usuniety algorytmem ComBat [16].
Do wyro6znienia klastrow CIMP uzyto agregowanej analizy skupien (ensemble clustering)
bedacej wypadkowa uzycia pigciu algorytméw klasterujacych [14]. Poza identyfikacja guzéw
z CIMP w kazdym z typow nowotwordw, za pomoca technik nienadzorowanego
klusterowania danych macierzowych, zbadano szereg zmiennych m.in:
® oceniono predkos$¢ podzialdéw mitotycznych komodrek na podstawie metylacji wybranych
sond Infintum HumanMethylation450 za pomoca algorytmu EPIToc [36]
® zbadano ekspresje genow zwigzanych z proliferacja (MKI67 (Ki-67), TOP2A4, PCNA oraz
MCM?2).
® zbadano poziom metylacji obszaréw miedzy-genowych
® zbadano metylacj¢ w sekwencji powtarzajacych si¢ (Alu and LINE-1)
Przeprowadzone obliczenia wskazaty na istnienie cech wspdlnych dla 21 z 23 badanych
klusterow CIMP: przyspieszone podzialy mitotyczne, zwigkszona ekspresja genow
zwigzanych z proliferacja oraz obnizony poziom metylacji obszaréw migdzy-genowych oraz
sekwencji powtarzajacych si¢ (Alu and LINE-1). Analize niektérych zmiennych, na
przyktadzie raka jelita grubego, przedstawiono na rycinie 5.
Otrzymane wyniki pozwolily sformulowaé hipoteze dotyczaca mozliwego powstawania
CIMP. Czynnikiem inicjujacym fenotyp metylatora s3 znaczaco przyspieszone podziaty
komoérek nowotworowych, co ma prawdopodobnie miejsce na poczatkowych etapach
transformacji nowotworowej i czego wynikiem jest wyrozniajacy si¢ w guzach CIMP dryf
metylacji. Tlumaczyloby to réwniez brak molekularnych cech wspdlnych dla fenotypu
metylatora wystepujacego w roznych typach nowotworow i jego wysoce tkankowa

specyficznosé.
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Rycina 5. Identyfikacja klasteru CIMP jego asocjacji z niektorymi zmiennymi na
przykladzie raka jelita grubego (Karpinski i wsp., 2017; [41]). Do analizy wlaczono 351
guzow pierwotnych jelita grubego oraz 42 tkanki makroskopowo prawidtowe, przystajace do
guza. A) Za pomocg agregowanej analizy skupien wyrozniono 4 klastery metylacyjne. Klaster
o najwyzszej, usrednionej metylacji wysp CpG oznaczono jako klaster CIMP, pozostate trzy
klastry w analizach asocjacyjnych potaczono razem w jedng grupe opisang jako non-CIMP. B)
Wykresy pudetkowe ilustrujace poziomy odpowiednio: metylacji dinukleotydow CpG w
sekwencjach Alu, metylacji dinukleotydow CpG w sekwencjach LINE-1 oraz indeks
proliferacji (usredniona ekspresja genow zwiazanych z proliferacja (MKI67 (Ki-67), TOP2A,
PCNA oraz MCM?2)) w guzach z CIMP, w guzach bez CIMP (non-CIMP) oraz w tkance
normalnej (normal). Nalezy zauwazy¢, ze zarowno guzy CIMP jak i non-CIMP wykazuja
obnizenie stopnia metylacji Alu oraz LINE-1 i podwyzszenie indeksu proliferacyjnego w
poréwnaniu do tkanki normalnej. Nalezy jednak podkresli¢, ze guzy CIMP od guzéw non-
CIMP r6znily znaczaco nizsze poziomy metylacji Alu oraz LINE-1 oraz znaczaco wyzszy
poziom.
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Ad.6. Kolejna praca pt. ,,Multilevel omic data clustering reveals variable contribution of
methylator phenotype to integrative cancer subtypes” byla kontynuacja badan podjetych w
publikacji omowionej jako pigta. W guzach nowotworowych wickszo$¢ zmian na poziomie
molekularnym ma charakter zmian ubocznych (passengers), nie wplywajacych na fenotyp
guza, w przeciwienstwie do zmian napedzajacych (drivers). Celem tej pracy byto zbadanie
czy 1 w jakich typach nowotworéw fenotyp metylatora ma udziat w tworzeniu specyficznych
integracyjnych  klusterow. Statystycznie znaczace wzbogacenie jednego Kklusterow
integracyjnych w guzy z fenotypem metylatora mogtoby $wiadczy¢ o jego charakterze
nap¢dzajacym w danym typie nowotworu. Z bazy The Cancer Genome Atlas (TCGA)
pobrano: mikromacierzowe profile metylacji DNA, profile ekspresji wszystkich genow
kodujacych biatka otrzymane za pomoca techniki RNA-seq oraz mikromacierzowe dane
obejmujace zaburzenia liczby kopii genow kodujacych biatka. Analizowany zbiér danych po
filtracji zawieral dane dla 4688 guzéw pierwotnych reprezentujacych 17 podtypow
nowotworow. Z wszystkich danych zostat usuniety efekt serii. W badaniach zwrécono uwage
na obecno$¢ probek o niskiej czystosci (low purity) rozumiane jako probki z niskim
odsetkiem komorek nowotworowych. Probki o niskiej czystosci sa jednym z najistotniejszym
z czynnikow zakldcajacych analize nienadzorowanego grupowania. Do obliczenia czystosci
probek uzyto algorytmu zaproponowanego przez Aran i wsp. opartego o analize metylacji
wybranych sond mikromacierzy Infintum HumanMethylation450 BeadChip (Illumina) [41].
W wyzej opisanym kontek$cie analizowano réwniez wplyw klastrow integracyjnych
zwigzanych z CIMP na calkowite przezycie. Przeprowadzono takze analizy transkryptomu w
celu poszukiwania molekularnych cech wspolnych dla klastrow CIMP. Do wyrdznienia
klastréw CIMP uzyto agregowanej analizy skupien (ensemble clustering) bedacej wypadkowa
uzycia pigciu algorytméw klasterujacych [14]. Do badan integracyjnych wykorzystano
integracyjng analize skupien (integrative clustering) oparta o jednoczesne klasterowanie 3
rodzajow danych molekularnych (metylacji DNA, ekspresji gendw oraz zaburzen liczby kopii
genow) metoda fuzji sieci podobienstw (Similarity network fusion - SNF) potaczong z
grupowaniem konsensusowym (consensus clustering - CC) [15]. Rycina 6 ilustruje dwa
przyktadowe wyniki klasterowania integracyjnego [42]. Na podstawie przeprowadzonych
analiz stwierdzono, ze:
® 7 17 typow nowotworéw w 10 znaleziono klaster integracyjny, statystycznie znamiennie
wzbogacony w guzy CIMP (m.in. w raku jelita grubego, raku zoladka, raku

brodawkowatym i jasnokomorkowym nerki oraz rakach glowy i1 szyi). Przecigtnie
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rozmiary klastera integracyjnego zwigzanego z CIMP wynosity od 15% do 20%
badanych guzéw w danym typie nowotworu.

z duzym prawdopodobienstwem, fenotyp metylatora jest jednym z czynnikow
napedzajacych fenotyp guzow nalezacych do wyzej wspomnianych klastrow.

z 10 klastréw integracyjnych, wzbogaconych w guzy CIMP, tylko jeden - w raku Zotadka
zwigzany z infekcja wirusem Epsteina-Barr - wykazywal znamiennie statystyczny
zwigzek z czasem przezycia po wprowadzeniu korekty na czynniki zaklocajace takie jak
wiek, ple¢ i stopien zaawansowania klinicznego choroby.

pomiedzy 10 klasterami integracyjnymi, wzbogaconymi w guzy CIMP , nie znaleziono
cech wspdlnych w oparciu o szereg analiz transkryptomicznych (miedzy innymi:
réznicowa ekspresje (differential expression), analizg $ciezek (pathway analysis) czy

analize aktywowanych czynnikéw transkrypcyjnych.

Otrzymane wyniki pozwolily sformutowa¢ nastepujace wnioski:

CIMP jest fenotypem, ktory w okolo 60% typow nowotwordéw, moze mie¢ cechy
napedzajace dla pojedynczego, niewielkiego klastera najczesciej stanowigcego 15-20%
badanej proby.

Na poziomie transkryptomu, klastery wzbogacone w guzy CIMP, maja cechy wysoce
specyficzne

CIMP nie jest dobrym markerem catkowitego przezycia
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Rycina 6. Wykresy aluwialne przedstawiajace rozktad przynalezno$ci probek z fenotypem
metylatora (CIMP) [zdefiniowanym na podstawie klasterowania poziomu metylacji wysp
CpG] a klasterami intergacyjnymi zdefiniowanymi w tych samych probkach na podstawie
klasterowania 3 rodzajéw danych molekularnych (metylacji DNA, ekspresji genéw oraz
zaburzen liczby kopii genow) (Karpinski i wsp., 2018; [42]). A) Rak jelita grubego, jeden z
klastrow integracyjnych jest utworzony prawie wylacznie przez guzy z CIMP. Jest to
przyktad CIMP o charakterze napedzajacym (,,driver”) B) Rak pecherza moczowego, guzy
CIMP wspottworza wraz guzami non-CIMP prawie wszystke klastery intergacyjne poza
klasterem IS3, zawierajacym probki niskiej czystosci (LP- low purity). Jest to przykiad
CIMP o charakterze zmiany ubocznej (,,passenger”).

Ad7. ,,CpG island methylator phenotype - a hope for the future or a road to nowhere?” jest
praca taczaca przeglad literatury z ostatnich 20 lat na temat fenotypu metylatora (CIMP) oraz
obliczenia biostatystyczne stuzace zbadaniu niektérych tez postawionych w tej pracy. Do
badan bibliograficznych dotyczacych CIMP wykorzystano techniki automatycznego
przeszukiwania bazy PubMed i statystyczng analizg tekstu (text mining) zawartych w tytutach
publikacji i abstraktach [43]. W latach 1999 do 2020 opublikowano 1164 prac badawczych i

przegladowych dotyczacych CIMP. Nasza uwage zwrodcit uwage spadek zainteresowania
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tematem CIMP przejawiajacy si¢ wyraznym spadkiem publikowanych rocznie artykutow
poczawszy od 2015 roku. Przyczyn tego stanu rzeczy mozna upatrywac¢ w kilku czynnikach.
Po pierwsze, juz od pierwszych lat po odkryciu CIMP (w 1999 roku) kwestionowano jego
istnienie raku jelita grubego jako kolejnego, oprocz niestabilnosci mikrosatelitarnej i
niestabilno$ci chromosomowej, fenotypu molekularnego o skali genomowej [44].
Sugerowano, ze jest to proces losowej akumulacji zmian epigenetycznych w niektorych
guzach zwigzanych ze starzeniem si¢ (tkanki) nie wplywajacy na fenotyp guza. Nasze badania
opisane w pracy nr. 6 dowodza, ze w przypadku okoto polowy badanych typéw nowotworow
CIMP moze nie mie¢ zwigzku z podtypem molekularnym guza, co moze $swiadczy¢ o CIMP
jako zmianie typu ubocznego (,,passenger”) w tych typach nowotwordéw. Po drugie, juz od
pierwszych lat po odkryciu CIMP zwracat uwage fakt braku specyficznych markeréw
(sekwencji lub gendéw) do detekcji CIMP. Dopiero w roku 2006 i 2007 dwa osobne zespoty
zaproponowaly zestawy kilku markerow, przetestowanych na setkach prébek, do oceny
obecnosci CIMP w raku jelita grubego [45, 46]. Do dnia dzisiejszego nie pojawily si¢
doniesienia o opracowaniu podobnych zestawow dla innych typéw nowotworow. W zwigzku
z tym nie ma obecnie przystepnej, wysoko przepustowej metody, poza rakiem jelita grubego,
przeznaczonej do oznaczania i badania CIMP. Co wigcej, nawet w obszarze tak jednolitych,
w sensie technologicznym, badan metylacji guzow przeprowadzonych w ramach TCGA nie
ma konsensusu co do sposobu analizy metylacji DNA. W niniejszej pracy
przeanalizowali$my w jaki sposob normalizowano dane, selekcjonowano sondy i grupowano
dane dla 23 podtypoéw nowotwordow. Kazda z 23 analiz przeprowadzonych przez TCGA
réznita si¢ w sposob znaczacy. W ramach niniejszej pracy przeprowadziliSmy eksperyment,
ktory wyraznie pokazat, ze nawet roznice w doborze liczby sond lub doborze algorytmow
klasterujacych, pozostawiajac  reszt¢ parametrow niezmiennych, moga zmienié
przyporzadkowanie guzéw do CIMP (Rycina 7) [47]. Podsumowujac punkt drugi - nie ma
obecnie konsensusu co do doboru markeréw i metody do definiowania CIMP w wigkszosci
typow nowotwordw. Po trzecie, jak wskazujg nasze wlasne obliczenia opisane w pracy nr. 6
[41] jak i kwerenda publikacji typu meta-analiza wykonane w ramach niniejszej pracy [47],
CIMP nie ma bezposredniego, statystycznie znaczacego zwigzku z czasem przezycia
pacjentow. Po czwarte, guzy z CIMP, z uwagi na wysoki poziom metylacji wielu genow, byty
uznawane na poczatku jak bardzo dobry cel dla terapii epigenetycznych jak chociazby terapii
zawierajacych zwiazki demetylujagce (np. inhibitory DNA metyltransferaz) . Terapie
przeciwnowotworowe oparte o dziatanie na mechanizmy epigenetycznie nie odniosty jednak

spodziewanego skutku w terapii guzow litych. Przyczyng tego stanu rzeczy jest
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niewystarczajacy wychwyt leku przez guzy lite, ktory pozostaje glownym problemem
chemioterapii. Z uwagi na wysoka, tkankowa specyficzno$¢ guzéw z CIMP nie odnaleziono
pozaepigenetyczej zmiany (np. mutacji lub wysokiej ekspresji genu/6w), ktéra mogtaby sie
sta¢ celem terapii przeciwnowotworowej celujacej posrednio w CIMP. Wyjatkiem od tej
reguly sa typy nowotwordéw, w ktdrych za fenotyp metylatora odpowiada mutacja w genie
IDH]I, na przyktad glejak o niskim stopniu ztosliwosci, dla ktorego terapii FDA zatwierdzita
dwa inhibitor /DH-1 vorasidenib i ivosidenib [47].

Podsumowujac, CIMP pozostaje nadal stabo poznanym, heterogennym, cho¢ bez watpienia
istotnym w wielu typach nowotworéw, czynnikiem napedzajacym transformacje
nowotworowa. W  przypadku znalezienia efektywnej metody transferu terapii
epigenetycznych do guzow litych, CIMP moze si¢ sta¢ waznym i pozadanym markerem
decydujacym o doborze leczenia. Nalezy spodziewaé si¢ wiec, ze obserwowany spadek

zainteresowania zjawiskiem jakim jest CIMP jest tymczasowy.

cl2

cl3

cl
ci

CiMP
positive

he km pam

Rycina 7. Wykres aluwialny przedstawiajacy przyporzadkowanie guzéw do CIMP
(rézowy kolor) w zaleznosci od zastosowanego algorytmu grupujacego w raku jelita
grubego (Karpinski i wsp., 2022; [47]). Pozostale parametry analizy normalizacja danych,
dobor i liczba sond byly niezmienne. “km” - algorytm k-$rednich; hc - grupowanie
hierarchiczne; pam - algorytm k-medoidow
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Whioski koncowe

Heterogennos$¢, z ktérg styka sie¢ badacz podczas analizy danych, szczegdlnie tych

otrzymanych za pomoca technik mierzacych zjawiska w skali genomowej, jest

wielowymiarowym zjawiskiem. Nie jest mozliwe podjecie wilasciwego wnioskowania o

otrzymanych wynikach bez zastosowania technik, ktore niwelujg (zmienno$¢ techniczng)

badz porzadkuja heterogenne dane (nienadzorowane klastrowanie czy dekonwolucja) .

W  podsumowaniu, do najwazniejszych  osiagnie¢  kliniczno-poznawczych

przedstawionego cyklu nalezg:

® identyfikacja zaburzen proporcji komérek NK we krwi pacjentow ze schizofrenig

® jeden =z pierwszych opisow heterogenno$ci immunologicznej mikrosrodowisk
molekularnych podtypow raka jelita grubego (CMS) wraz ze wskazaniem potencjalnych
gendw, ktore mogg by¢ celem immunoterapii niezaleznej od CMS.

® wskazanie na znaczaco przyspieszone podzialy komoérek nowotworowych jako mozliwej
przyczyny powstawania fenotypu metylatora w wiekszos$ci typow nowotworow

® wskazanie podtypow molekularnych nowotworéw, w ktérych fenotyp metylatora moze

mie¢ cechy napedzajace nowotwor (driver)
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowg albo artystyczna

realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,

w szczeg6InoS$ci zagranicznej.

I) Drugim osiagnigciem, ktore uznaj¢ za istotne i wyrdzniajace si¢ calosciowo w dorobku

naukowym, poza zasadniczym, wyodrebnionym cyklem publikacji jest moja wspotpraca jako

analityk danych z prof. Mai P. Hoang (Harvard Medical School, list uwierzytelniajacy

przedstawiono w zatacznikach). Poklosiem tej wspotpracy jest cykl publikacji dotyczacy

analizy transkryptomu w rzadkich typach nowotworow: czerniaku btony naczyniowej oka i

raku z komoérek Merkla.

Donizy Piotr, Krzyzinski Mateusz, Markiewicz Anna, Karpinski Pawel, Kotowski
Krzysztof, Kowalik Artur, Ortowska-Heitzman Jolanta, Romanowska-Dixon Bozena,
Biecek Przemystaw, Hoang Mai P.: Machine learning models demonstrate that
clinicopathologic variables are comparable to gene expression prognostic signature in
predicting survival in uveal melanoma, European Journal of Cancer, 2022, vol. 174, s.
251-260

IF: 10

Kowalik Artur, Karpinski Pawel, Markiewicz Anna, Orlowska-Heitzman Jolanta,

Romanowska-Dixon Bozena, Donizy Piotr, Hoang Mai P.: Molecular profiling of
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primary uveal melanoma: results of a Polish cohort, Melanoma Research, 2023, vol.
33,nr2,s. 104-115
IF: 3,199

Pawel Karpinski, Ivy Rosales, Lukasz Laczmanski, Artur Kowalik, Scott
Wenson , Mai P Hoang. Expression of Genes Associated with Epithelial-

Mesenchymal Transition in Merkel Cell Polyomavirus-Negative Merkel Cell

Carcinoma.  Laboratory Investigation. 2023  May 17;100177.doi:
10.1016/j.1abinv.2023.100177
IF: 5,511

IT) Trzecim osiagni¢ciem, ktore uznaje za istotne, poza cyklem publikacyjnym, jest moja
praca w Laboratorium Genomiki 1 Bioinformatyki, Instytut Immunologii 1 Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
(zatrudnienie od 2019). Przedmiotem mojej pracy jest szereg zagadnien z dziedziny

biostatystki i transkryptomiki:

Wagner Marta, Tupikowski Krzysztof, Jasek Monika, Tomkiewicz Anna, Witkowicz Agata,
Ptaszkowski Kuba, Karpinski Pawel, Zdrojowy Romuald, Halon Agnieszka, Karabon Lidia:
SNP-SNP interaction in genes encoding PD-1/PD-L1 axis as a potential risk factor for clear
cell renal cell carcinoma, Cancers, 2020, vol. 12, nr 12, art.3521 [15 s.],
DOI:10.3390/cancers12123521

IF: 6,639

Buska-Mach Katarzyna, Kedzierska Anna Ewa, Lepczynski Adam, Herosimczyk Agnieszka,
Ozgo Matgorzata, Karpinski Pawel, Gomutkiewicz Agnieszka, Lorek Daria, Stawek Anna,
Dziggiel Piotr, Chelmonska-Soyta Anna: Differential signals from TNFa-treated and
untreated embryos in uterine tissues and splenic CD4+ T lymphocytes during preimplantation
pregnancy in mice, Frontiers in Veterinary Science, 2021, vol. 8, art.641553 [16 s.],
DOI:10.3389/fvets.2021.641553

IF: 3,471

Pawetka Dorota, Laczmanska Izabela, Karpinski Pawel, Supplitt Stanistaw, Witkiewicz

Wojciech, Knychalski Barttomiej, Pelak Joanna, Zebrowska Paulina, Laczmanski Lukasz:
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Machine-learning-based analysis identifies miRNA expression profile for diagnosis and
prediction of colorectal cancer: a preliminary study, Cancer Genomics & Proteomics, 2022,
vol. 19, nr 4, s. 503-511, DOI:10.21873/cgp.20336

IF: 3,395

Moksud Nafeesa, Wagner Marta, Pawelczyk Konrad Jan, Por¢bska Irena Maria,
Muszczynska-Bernhard Beata, Kowal Aneta, Wisniewski Andrzej, Kosacka Monika Maria,
Konczak Julia, Karpinski Pawel, Frydryk Dominik, Andrzejczak Anna, Karabon Lidia,
Kusnierczyk Piotr, Jasek Monika: Common inherited variants of PDCDI1, CD274 and
HAVCR2 genes differentially modulate the risk and prognosis of adenocarcinoma and
squamous cell carcinoma, Journal of Cancer Research and Clinical Oncology, 2023,
DOI:10.1007/s00432-023-04602-8

IF: 4,322

Jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej prowadzonej w Instytucie Immunologii i

Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu

przez mgr Pauline Zebrowska pt. ,,The intestinal microbiome and bacterial transcriptome

analysis in patients with the autism spectrum disorders”

Jestem wykonawca nastgpujacych grantdw realizowanych w Instytucie Immunologii:

1. Modyfikowane egzosomy pochodzenia nowotworowego jako no$niki czasteczek
modulujacych  $rodowisko nowotworowe. NCN SONATA BIS 8 UMO-
2018/30/E/NZ5/00711 2019-2024

2. Punkty kontroli immunologicznej w niedrobnokomérkowym raku pluc — badanie
genetycznych 1 epigenetycznych mechanizmow regulacji ekspresji mRNA 1 biatka.

2019/33/B/NZ5/03029 2020-2023

6. Informacja o osiggni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke

A. Jestem zatrudniony na stanowisku adiunkta i prowadz¢ zajg¢cia z genetyki laboratoryjne;j
na Wydziale Lekarskim (kierunek: Lekarski), Wydziale Farmaceutycznym z O. Analityki
Medycznej (kierunek: Analityka Medyczna) oraz English Division (Faculty of Medicine)

Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu w wymiarze 240 godzin rocznie.
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B. Jestem wspdtautorem dwoch rozdziatéw w 2 ksiazkach

Karpinski Pawel: Rola zmian epigenetycznych w nowotworach, implikacje terapeutyczne,
W: Dlaczego znana aktorka poddaje si¢ zabiegowi mastektomii i adneksektomii, czyli
onkogenetyka w praktyce klinicznej, (red.) Maria Sasiadek, Agnieszka Stembalska, Wroctaw
2014, Wroctawskie Wydawnictwo Naukowe Atla 2, s. 77-83, ISBN 978-83-60732-95-3
Karpinski Pawel, Blin Nikolaus, Sgsiadek Maria M.: Genetic and epigenetic alterations in
sporadic colorectal cancer: clinical implications, W: Nucleic acids as molecular diagnostics,
(red.) Andreas Keller, Eckart Meese, Weinheim 2015, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co.
KGaA, s. 39-62, ISBN 978-3-527-33556-5

C. Aktywny udzial w migdzynarodowych i1 krajowych konferencjach naukowych - jestem

wspotautorem 54 abstraktow konferencyjnych

D. W latach od 2014 do 2018 nalezalem do Komitetu Naukowego (Sesja Nauk
Podstawowych) Miedzynarodowej Studenckiej Konferencji Naukowej Mtodych

Naukowcow 1 Studenckich Kot Naukowych Uczelni Medycznych we Wroctawiu

E. Promotor lub opiekun prac magisterskich:
Joanna Szeluch-Wlochal. Badanie polimorfizmu 2R/3R genu kodujacego syntaze
tymidylanowa we krwi oraz guzach pacjentow chorych na raka jelita grubego. 2013

(Promotor)

Magdalena Warzecha. Analiza wybranych markeréw metylacyjnych w raku jelita grubego.

2014 (Opiekun)

Barbara Bosak. Badania metylacji DNA w kontek$cie uczulenia na jad owaddéw

btonkoskrzydtych. 2016 (Promotor)

Aleksandra Teresa Podle$ny. Analiza metylacji wybranych gendw w raku zotadka. 2019

(Promotor)

Paulina Zebrowska. Zaburzenia metylacji DNA w rakach przewodu pokarmowego. 2019

(Opiekun)
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7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,

wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej

A. Wilasna analiza bibiometryczna dorobku

Analiz¢ dla czasopism z impact factor przeprowadzilem na podstawie danych pobranych z
Web of Science (63 artykuly, Web of Science ResearcherID: HCH-8331-2022, dn.
02.05.2023) oraz Polskiej Platformy Medycznej UMW (https://ppm.umw.edu.pl; dn.
02.05.2023).

Moj catkowity dorobek naukowy, obejmujacy lata 2006-2023, stanowi 63 publikacje
petnotekstowych, 2 rozdziaty w ksigzkach oraz 54 streszczen ze zjazdow migedzynarodowych
1 krajowych. Z 63 publikacji pelnotekstowych 61 posiada ,,impact factor” (w tym 54 prace
oryginalne i 7 prac przegladowych).

Sumaryczna punktacja za wszystkie publikacje pelnotekstowe wynosi: IF = 210,977 oraz
KBN/MNiSW = 3508 pkt.

Punktacja cyklu przedtozona jako rozprawa habilitacyjna obejmuje 6 publikacji oryginalnych

i 1 prace przegladowa (IF = 30,942 KBN/MNiSW = 440 pkt.).

Aktualna liczba cytowan moich prac (bez autocytowan) wynosi 707, indeks Hirsch’a 16 (wg
Web of Science Core Collection, z dnia 11.05.2025) - rycina 1.

W 26% prac jestem pierwszym autorem. Doktadniejszy rozklad pozycji autorskich
przedstawia rycina 2.

Rozktad prac publikowanych rocznie przedstawia rycina 3.

Rozktad wspotczynnika impact factor dla 63 publikacji przedstawia rycina 4.
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11.05.2023, 08:13 Citation report - 63 - Web of Science Core Collection

English + 1 Products
Web of Science” Search signin v Register
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Rycina 1. Raport cytacji z bazy Web of Science (Web of Science ResearcherID: HCH-8331-
2022, dn. 02.05.2025) dla 63 artykutéw opublikowanych w latach 2006-2023
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Rycina 2. Rozklad pozycji autorskich dla 63 artykutow opublikowanych w latach 2006-2023
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Liczba artykuldéw publikowanych rocznie w latach 2006-2023
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Rycina 3. Roczny rozktad 63 artykutéw opublikowanych w latach 2006-2023. Niebieska,

pionowa linia wskazuje dat¢ obrony doktoratu.
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Rycina 4. Rozklad wspodtczynnika impact factor dla 63 artykutow opublikowanych w latach
2006-2023.

36



B. Granty

1. Rak jelita grubego — niestabilno§¢ metylacyjna, polimorfizmy w genach kodujacych
metabolizm ksenobiotykéw oraz genéw kodujacych biatka naprawy DNA
nr1423/P0O1/2007/32, 2007-2010, (wykonawca)

2. Badania nad nowymi mechanizmami molekularnymi w etiologii sporadycznego raka
jelita grubego — poszukiwanie 1 charakterystyka dotychczas niezidentyfikowanych
obszar6w genomu o nieprawidtowej metylacji, grant 736/NCN/2010, 2010 — 2013,
(wykonawca)

3. Immunoterapia jadem owadéw blonkoskrzydlych jako model do badan nad
epigenetycznymi  mechanizmami  immunotolerancji  indukowane; w  trakcie
immunoterapii swoistym alergenem, GR 796/NCN/2013 — 2016, (wykonawca)

4. Wykorzystanie innowacyjnej technologii szczypiec optycznych w celu opracowania mato
inwazyjnej terapii celowanej chtoniakow. LIDER/016/275/L-5/13/NCBR/2014 2015-
2018, (wykonawca)

5. Rola stresu w ujeciu koncepcji obcigzenia allostatycznego w etiologii schizofrenii,
IP2015 052474, 2016 — 2019, (wykonawca)

6. Modyfikowane egzosomy pochodzenia nowotworowego jako no$niki czasteczek
modulujacych  $rodowisko nowotworowe. NCN SONATA BIS 8 UMO-
2018/30/E/NZ5/00711 2019-2024, (wykonawca)

7. Punkty kontroli immunologicznej w niedrobnokomérkowym raku pluc — badanie
genetycznych 1 epigenetycznych mechanizmoéw regulacji ekspresji mRNA 1 biatka.
2019/33/B/NZ5/03029 2020-2023, (wykonawca)

8. Analiza transkryptomu w potrdjnie ujemnym raku piersi - typowanie molekularne a
odpowiedz na terapi¢ adiuwantowsg, subwencja Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu,

SUBK.A290.23.038, 2023-2024, (kierownik)

C. StaZe zagraniczne

2004 . Potroczny staz w ramach stypendium Socrates-Erasmus: Department of Microbiology,
Groningen (Holandia). Kierownik: Prof. Lubbert Dijkhuizen

2010, 2011 - Miesigczne staze w Zakladzie Genetyki Molekularnej, Wydzial Antropologii 1
Genetyki Cztowieka, Uniwersytet w Tiibingen, Niemcy. Kierownik: Prof. Nicolas Blin

2015 - Trzymiesigczny staz w Instytucie Genetyki Czlowieka, Uniwersytet Saarland,
Homburg (Niemcy). Kierownik: Prof. Eckart Meese
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D. Praca na rzecz czasopism miedzynarodowych

® (Od 2020 ,,Guest Editor” w wydaniach specjalnych International Journal of Molecular
Sciences (MDPI): Epigenetic Mechanisms and Human Pathology, Epigenetic
Mechanisms and Human Pathology 2.0, Epigenetic Mechanisms and Human Pathology
3.0, Epigenetic Mechanisms and Human Pathology 4.0

® (Od 2021 ,,Topical Advisory Panel Member” w czasopismie International Journal of
Molecular Sciences (MDPI)

® (d 2022 ,Review Editor” w Cancer Molecular Targets and Therapeutics (Frontiers)

E. Nagrody

2014 - Nagroda Rektora za wazne osiggni¢cia w pracy naukowej za cykl prac dotyczacych

badan nowych zmian genetycznych i1 epigenetycznych w etiologii raka jelita grubego

opublikowanych w latach 2010-2012

2015 - Nagroda Rektora za cykl prac dotyczacych badania zaburzen metylacji DNA w

sporadycznym raku jelita grubego opublikowanych w latach 2012-2013

2015 - Nagroda Zespotowa Rektora za cykl publikacji pt. ,,Znaczenie zmian genetycznych w
powstawaniu, rozwoju oraz diagnostyce i profilaktyce nowotworow”

2015 - "Ztota Synapsa" nagroda zespotowa za najbardziej znaczacy artykul o tematyce
psychiatrycznej (przyznawana przez Medforum)

2016 - "Zlota Synapsa" nagroda zespotowa za najbardziej znaczacy artykul o tematyce
psychiatrycznej (przyznawana przez Medforum)

2018 - Nagroda Indywidualna Rektora za publikacje w czasopi$mie z bazy JCR

2019 - Nagroda Indywidualna Rektora za publikacje w czasopi$mie z bazy JCR

2021 - Nagroda Zespotowa Rektora za publikacje w czasopismie z bazy JCR

F. Omowienie pozostalych osiggnigé naukowo-badawczych

Bratem udziat w realizacji wielu projektow naukowych, ktore nie weszty w sktad osiagniecia.
Gléwne tematy badan poza tematyka cyklu habilitacyjnego, w ktére bylem zaangazowany,
ogniskowaty si¢ na zagadnieniach wypunktowanych ponizej. Zasadniczo mozna je podzieli¢
na dwie galezie:

® analizy oparte o transkryptom =z wykorzystaniem uczenia maszynowego i

nienadzorowanego grupowania (punkt 1 oraz 2)
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® analizy wplywu mononukleotydowych wariantow genomowych na aktywnos¢ biatek lub

ryzyko zachorowania na raka (punkt 3 oraz 4)

1) Badania algorytmow opartych o uczenie maszynowe w detekcji wybranych nowotworow
ztosliwych

Shah Aftab Ali, Leidinger Petra, Backes Christina, Keller Andreas, Karpinski Pawel,
Sasiadek Maria M., Blin Nikolaus, Meese Eckart: A set of specific miRNAs is connected with
murine and human gastric cancer, Genes Chromosomes & Cancer, 2013, vol. 52, nr 3, s. 237-
249

Pawetka Dorota, Laczmanska Izabela, Karpinski Pawel, Supplitt Stanistaw, Witkiewicz
Wojciech, Knychalski Barttomiej, Pelak Joanna, Zebrowska Paulina, Laczmanski fukasz:
Machine-learning-based analysis identifies miRNA expression profile for diagnosis and
prediction of colorectal cancer: a preliminary study, Cancer Genomics & Proteomics, 2022,
vol. 19, nr 4, s. 503-511

Donizy Piotr, Krzyzinski Mateusz, Markiewicz Anna, Karpinski Pawel, Kotowski Krzysztof,
Kowalik Artur, Orlowska-Heitzman Jolanta, Romanowska-Dixon Bozena, Biecek
Przemystaw, Hoang Mai P.: Machine learning models demonstrate that clinicopathologic
variables are comparable to gene expression prognostic signature in predicting survival in

uveal melanoma, European Journal of Cancer, 2022, vol. 174, s. 251-260

2) Analiza transrkyptomu w kontekscie alergii na jad owadow blonkoskrzydlych

Karpinski Pawel, Skiba Pawel, Kosinska Magdalena, Rosiek-Biegus Marta, Krolewicz
Emilia, Blin Nikolaus, Meese Eckart, Panaszek Bernard, Nittner-Marszalska Marita, Sasiadek
Maria Matgorzata: Genome-wide analysis of gene expression after one year of venom
immunotherapy, Immunology Letters, 2018, vol. 204, s. 23-28

Karpinski Pawel, Kahraman M., Ludwig N., Skiba Pawel, Kosinska Magdalena, Rosiek-
Biegus Marta, Krolewicz Emilia, Panaszek Bernard, Nittner-Marszalska Marita, Blin
Nikolaus, Keller A., Meese E., Sasiadek Maria M.: Limited long-term impact of insect venom
immunotherapy on the micro-RNA landscape in whole blood, Journal of Investigational

Allergology and Clinical Immunology, 2019, vol. 29, nr 3, s. 206-212

3) Bioinformatyczne modelowanie wplywu patogennych wariantow mononukleotydowych

na wlasciwosci i aktywnosé bialek

39



Sl@zak Ryszard, Lukienczuk Tadeusz, Noczynska Anna, Karpinski Pawel, Lebioda Arleta,
Misiak Btazej, Sasiadek Maria M.: A novel p.E311K mutation of thyroid receptor beta gene
in resistance to thyroid hormone syndrome, inherited in autosomal recessive trait, Hormone
and Metabolic Research, 2012, vol. 44, nr 9, s. 704-707

Smigiel Robert, Kostrzewa Grazyna, Kosinska Joanna, Pollak Agnieszka, Stawinski Piotr,
Szmida Elzbieta, Btoch Michal, Szymanska Krystyna, Karpinski Pawel, Sasiadek Maria M.,
Ploski Rafal: Further evidence for GRIN2B mutation as the cause of severe epileptic
encephalopathy, American Journal of Medical Genetics Part A, 2016, vol. 170, nr 12, s. 3265-
3270

Stembalska Agnieszka, Klapecki Jakub, Plawski Andrzej, Karpinski Pawel: In-silico
analysis of Thr7671le pathogenic variant in the MSH6 gene in family with endometrial cancer,
European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology, 2019, vol. 238, s.
54-57

4) Badania polimorficznych wariantow mononukleotydowych (SNP) w kontekscie ryzyka
zachorowania na choroby nowotworowe

Laczmanska Izabela, Gil Justyna, Karpinski Pawel, Stembalska Agnieszka, Koztowska
Joanna, Busza Halina, Trusewicz Alicja, Pesz Karolina, Ramsey David, Schlade-Bartusiak
Kamila, Blin Nikolaus, Sasiadek Maria Malgorzata: Influence of polymorphisms in
xenobiotic-metabolizing genes and DNA-repair genes on diepoxybutane-induced SCE
frequency, Environmental and Molecular Mutagenesis, 2006, vol. 47, nr 9, s. 666-673
Laczmanska Izabela, Gil Justyna, Karpinski Pawel, Stembalska Agnieszka, Trusewicz Alicja,
Pesz Karolina, Ramsey David, Schlade-Bartusiak Kamilla, Blin Nikolaus, Sasiadek Maria
Matgorzata: Polymorphism in nucleotide excision repair gene XPC correlates with
bleomycin-induced chromosomal aberrations, Environmental and Molecular Mutagenesis,
2007, vol. 48, nr 8, s. 666-671

Karpinski Pawel, Myszka Aleksander, Ramsey David, Misiak Btazej, Gil Justyna,
Faczmanska Izabela, Grzebieniak Zygmunt, Sebzda Tadeusz, Smigiel Robert, Stembalska
Agnieszka, Sasiadek Maria M.: Polymorphisms in methyl-group metabolism genes and risk of
sporadic colorectal cancer with relation to the CpG island methylator phenotype, Cancer
Epidemiology, 2010, vol. 34, nr 3, s. 338-34
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