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1. IMIE I NAZWISKO
Anna Aneta Brozyna

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE/ ARTYSTYCZNE — Z PODANIEM NAZWY,
MIEJSCA | ROKU ICH UZYSKANIA ORAZ TYTULU ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
1) 2015r. - obecnie — Podyplomowe Studium Analityki Medycznej, Wydziat

Farmaceutyczny, Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja

Kopernika w Toruniu

2) 2005r. - doktor nauk biologicznych, specjalno$¢ biologia molekularna, Wydziat

Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

a. tytul rozprawy doktorskiej: ,,Podatnos¢ komorek skory i narzadow
wewngetrznych na indukcje peknie¢ jadrowego DNA promieniowaniem

ultrafioletowym A”
b. promotor: prof. dr hab. Barbara W. Chwirot

3) 1999r. - magister biologii, specjalno$¢ biologia molekularna, Wydziatl Biologii i

Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

a. tytul pracy magisterskiej: ,,Badania in vitro i in vivo diagnostycznego
potencjatu i Dbiologicznych podstaw metody biopsji optycznej w
odniesieniu do wykrywania nowotworow zotadka czlowieka przy
wzbudzaniu fluorescencji ultrafioletowym promieniowaniem linii 337nm i
325nm”

b. promotor: prof. dr hab. Barbara W. Chwirot

4) 1997 — 1999 — Studium Pedagogiczne, Uniwersytet Mikotaja Kopernika

(uzyskane kwalifikacje pedagogiczne)
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3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH/
ARTYSTYCZNYCH
1) 01.09.2011 — obecnie — adiunkt, Zaktad Patologii Nowotwordéw i Patomorfologii,
Wydziat Nauk o Zdrowiu, Collegium Medicum Uniwersytet Mikotaja Kopernika,
Bydgoszcz

2) 01.07.2009 — obecnie — asystent/pracownik zespotu laboratoryjnego, Zaktad

Patologii Nowotworow 1 Patomorfologii, Centrum Onkologii, Bydgoszcz

3) 01.10.2007 — 30.06.2009 — adiunkt, Zaktad Biologii Medycznej, Wydziat Biologii

1 Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

4) 01.10.1999 — 30.09.2007 — asystent, Zaktad Biologii Medycznej, Wydziat

Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Torun

5) 15.07.1999 — 30.09.1999 — mtodszy asystent, Pracownia Autofluorescencji
Znamion, Interdyscyplinarny Zesp6t Optycznych Metod Wczesnego Wykrywania
Nowotworow, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Wojewodzki Szpital Zespolony,

Torun

4, \WSKAZANIE OSIAGNIECIA 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. NR 65, POZ. 595 ZE zZM.):

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO/ARTYSTYCZNEGO
Endokrynny system witaminy D a czerniak: rola jadrowych receptoréw witaminy D

oraz hydroksylaz CYP27B1 i CYP24A1 w patogenezie i progresji czerniaka skory

4.2. WYKAZ PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKELAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Osiagnigcie zostato udokumentowane cyklem 6 oryginalnych prac przedstawionych
ponizej i opublikowanych w recenzowanych czasopismach znajdujacych si¢ w bazie
Journal Citation Reports (JCR), cytowanych lacznie 112 razy, ktorych sumaryczny IF
wynosi 20,420 a taczna liczba punktow MNISW wynosi 195. Wymienione prace
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powstaly po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych, specjalno$¢ biologia

molekularna:

1. Anna A. Brozyna, Wojciech Jozwicki, Zorica Janjetovic, Andrzej T. Slominski,
2011, Expression of vitamin D receptor decreases during progression of

pigmented skin lesions. Human Pathology 42(5):618-31.

IF = 2,876
35 pkt. MNiSW

2. Anna A. Brozyna, Wojciech Jozwicki, Andrzej T. Slominski, 2014, Decreased
VDR Expression in Cutaneous Melanomas as Marker of Tumor Progression: New
Data and Analyses. Anticancer Research 34:2735-2744.

IF = 1,826
20 pkt. MNiSW

3. Zorica Janjetovic, Anna A. Brozyna, Robert C. Tuckey, Minh N. Nguyen, Tae-
Kang Kim, Susan R. Pfeffer, Lawrence M. Pfeffer, Wojciech Jozwicki, Andrzej T.
Slominski, 2011, High basal NF-kB activity in nonpigmented melanoma cells is
associated with an enhanced sensitivity to vitamin D3 derivatives. British Journal
of Cancer 105(12):1874-84.

IF = 5,042
35 pkt. MNiSW

4. Anna A. Brozyna, Wojciech Jozwicki, Zorica Janjetovic, Andrzej T. Slominski,
2013, Expression of vitamin D activating enzyme 1-alpha-hydroxylase
(CYP27B1) decreases during melanoma progression. Human Pathology 44:374-
387.
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IF = 2,806
35 pkt. MNiSW

5. Anna A. Brozyna, Cezary Jochymski, Zorica Janjetovic, Wojciech Jozwicki,
Robert C. Tuckey, Andrzej T. Slominski, 2014, CYP24A1 Expression Inversely
Correlates with Melanoma Progression: Clinic-Pathological Studies. International
Journal of Molecular Sciences 15:19000-19017.

IF = 2,862
30 pkt. MNiSW

6. Anna A. Brozyna, Wojciech Jozwicki, Cezary Skobowiat, Anton Jetten, Andrze;j
T. Slominski, 2016, RORa and RORy expression inversely correlates with human
melanoma. Oncotarget 7(39):63261-63282

IF = 5,008
40 pkt. MNiSW

4.3. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO/ARTYSTYCZNEGO WW. PRACY/PRAC 1 OSIAGNIETYCH
WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA
4.3.1. WSTEP

SYNTEZA | METABOLIZM WITAMINY D

Promieniowanie ultrafioletowe (UV) uwazane jest za glowny czynnik
etiologiczny zaangazowany w powstawanie zlosliwych nowotworéw skory, w tym
czerniakow. Jednakze promieniowanie ultrafioletowe z zakresu UVB (A=280-320nm) jest
niezbedne w produkcji witaminy D w skorze, ktora pokrywa ponad 90%

zapotrzebowania organizmu na ten hormon!. Absorpcja promieniowania UVB przez

! Bikle DD. Vitamin D receptor, UVR, and skin cancer: a potential protective mechanism. J Invest

Dermatol 2008;128(10):2357-2361.
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obecny w skorze 7-dehydrocholesterol powoduje powstanie prewitaminy D, szybko
ulegajacej izomeryzacji w temperaturze skory. Jednym z powstajacych w wyniku
izomeryzacji zwigzkéw jest cholekalcyferol (witamina Ds)?, ktéry po dwuetapowe;
hydroksylacji jest przeksztalcany do biologicznie aktywnego zwigzku, kalcytriolu.
Pierwsza z hydroksylacji, majaca miejsce watrobie i katalizowana przez 25-hydroksylaze
CYP2R1 lub CYP27A1, powoduje powstanie 25-hydroksycholekalcyferolu (25(0OH)Ds),
gldwnego metabolitu witaminy D krazacego we krwi. Natomiast druga hydroksylacja,
przebiegajaca w nerkach, jest katalizowana przez la-hydroksylaze (CYP27B1) i
prowadzi do powstania biologicznie aktywnej formy witaminy D, 1,25-
dihydroksycholekalcyferolu (1,25(0H).Ds, kalcytriolu). CYP2R1 i CYP27B1 wystepuja
rowniez poza watroba i nerkami, m. in. w komorkach skory, co pokazuje, ze
cholekalcyferol moze by¢ w pelni aktywowany w skorze. Pozanerkowy CYP27B1
zostal zidentyfikowany w komodrkach i tkankach prawidtowych i nowotworowych.
Kalcytriol jest inaktywowany przez hydroksylaze CYP24Al1, ktora poprzez
hydroksylacje kalcytriolu w pozycji C24, rozpoczyna proces degradacji biologicznie
aktywnej witaminy D3 %,

MECHANIZM PLEJOTROPOWEGO DZIALANIA WITAMINY D

Kalcytriol reguluje szereg procesow komoérkowych i ogélnoustrojowych, dziatajac
poprzez jadrowy receptor VDR (ang. vitamin D receptor), znany takze jako NR1I1,
nalezacy do grupy receptorow steroidowych. VDR funkcjonuje jako heterodimer z
retinoidowym receptorem X (RXR), ktéry po translokacji z cytoplazmy do jadra
komorkowego spelnia funkcje czynnika transkrypcyjnego genow zawierajacych w
promotorze specyficzng sekwencja DNA, zwang VDRE (ang. vitamin D response
elements). VDR ulega ekspresji w prawie wszystkich narzadach i komoérkach naszego

organizmu, regulujagc wiele procesow, nie tylko zwigzanych z gospodarka wapniowo-

2 Holick MF, Frommer JE, McNeill SC, et al. Photometabolism of 7-dehydrocholesterol to previtamin

D3 in skin. Biochem Biophys Res Commun 1977;76(1):107-114.

3 Bikle DD, Chang S, Crumrine D, et al. 25 Hydroxyvitamin D 1 alpha-hydroxylase is required for
optimal epidermal differentiation and permeability barrier homeostasis. J Invest Dermatol 2004;122(4):984-
992.
4 Zhu JG, Ochalek JT, Kaufmann M, et al. CYP2R1 is a major, but not exclusive, contributor to 25-

hydroxyvitamin D production in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 2013;110(39):15650-15655.
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fosforanowa®.  Ekspresja okoto 3% ssaczego genomu jest regulowana
bezposrednio/posrednio przez VDR®. Witamina Dz wykazuje m. in. dziatanie
przeciwnowotworowe hamujac proliferacje, migracj¢ 1 inwazyjnos¢ komorek
nowotworowych oraz angiogeneze, stymulujac rdznicowanie, dojrzewanie, starzenie
komorek, apoptozeg, ekspresje czasteczek adhezyjnych (np.: E-kadheryny) i aktywnos$¢
dysmutazy ponadtlenkowej, regulujgc dziatanie uktadu immunologicznego, ostabiajgc
aktywno$¢ telomerazy 1 wykazujac ochronne dziatanie przeciw oksydacyjnym
uszkodzeniom DNA'. Ponadto, niektére hydroksylowane pochodne witaminy D moga
funkcjonowac jako ligandy receptorow sierocych alfa i gamma zwigzanych z receptorem

kwasu retinowego (RORa i RORY) i dziata¢ jako ich antagonisci i odwrotni agonisSci.

PRZECIWNOWOTWOROWE DZIALANIE WITAMINY D

Pierwsze doniesienia wskazujace na zwigzek pomig¢dzy witaming Dz a
nowotworami pojawity si¢ prawie 40 lat temu 1 ukazywaly zwiekszone ryzyko
zachorowania na chorob¢ nowotworowg oraz wigksze ryzyko zgonu u 0séb z obnizonym
stezeniem witaminy Dz w surowicy®®. Wyniki te zostaly potwierdzone w pozniejszych
badaniach epidemiologicznych'®. Badania eksperymentalne przeprowadzone na
modelach zwierzecych pokazaly natomiast, Ze myszy pozbawione receptora VDR
(VDR(-/-)) sa rowniez bardziej narazone na rozwdj nowotworu oraz cechuja si¢ obnizong
odpowiedziag na przeciwnowotworowe dzialanie witaminy D (oceniang poprzez

zmniejszanie sie wielkosci guza)''?. Przeciwnowotworowe dziatanie wykazuje zaréwno

5 Christakos S, Dhawan P, Verstuyf A, et al. Vitamin D: Metabolism, Molecular Mechanism of Action,

and Pleiotropic Effects. Physiol Rev 2016;96(1):365-408.

6 Bouillon R, Carmeliet G, Verlinden L, et al. Vitamin D and human health: lessons from vitamin D
receptor null mice. Endocr Rev 2008;29(6):726-776.

! Picotto G, Liaudat AC, Bohl L, Tolosa de Talamoni N. Molecular aspects of vitamin D anticancer
activity. Cancer Invest. 2012 30(8):604-14

8 Garland CF, Garland FC. Do sunlight and vitamin D reduce the likelihood of colon cancer? Int J
Epidemiol 1980;9(3):227-231.

9 Garland CF, Comstock GW, Garland FC, et al. Serum 25-hydroxyvitamin D and colon cancer: eight-
year prospective study. Lancet 1989;2(8673):1176-1178.

Engel P, Fagherazzi G, Mesrine S, et al. Joint effects of dietary vitamin D and sun exposure on
breast cancer risk: results from the French E3N cohort. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2011;20(1):187-
198.
u Zinser GM, Sundberg JP, Welsh J. Vitamin D(3) receptor ablation sensitizes skin to chemically
induced tumorigenesis. Carcinogenesis 2002;23(12):2103-2109.

12 Eisman JA, Martin TJ, Maclintyre |, et al. 1,25-dihydroxyvitamin-D-receptor in breast cancer cells.
Lancet 1979;2(8156-8157):1335-1336
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kalcytriol, jak i nowo zidentyfikowane pochodne (np.: 20(OH)Ds, 20(OH)Dy,
1,20(0OH)2Ds3, 20,23(0OH).D3)™.

WITAMINA D A CZERNIAK SKORY

Ludzkie komoérki nowotworowe, w tym komorki ludzkiego czerniaka, wykazujac
zdolnos¢ do syntezy VDR, posiadajg potencjalng zdolnos¢ do odpowiedzi na
plejotropowe dziatanie 1,25(OH):D3, co pokazaly badania in vitro na liniach
komoérkowych. Czerniak skory, wywodzacy si¢ z melanocytow nowotwor ztosliwy, nie
jest zbyt czgstym nowotworem 1 w Polsce w 2013r. stanowil u me¢zczyzn 1,8% 1 u kobiet
2,1% zachorowan na nowotwory'®. Jednak liczba nowych zachorowan zaréwno na
swiecie jak 1 w Polsce wcigz rosnie, zwlaszcza w populacji oséb starszych, i w Polsce w
latach 1980-2010 zanotowano prawie 3-krotny wzrost nowych przypadkéw czerniakal®.
Ponadto, wskaznik 5-letniego przezycia takze nie jest zadowalajacy i wynosi 60-90% dla
czerniakow we wczesnym stadium zaawansowania, 20-70% w stadium regionalnego
zaawansowania i 5-10% w stadium uogodlnionej choroby nowotworowej. Rowniez
odsetek zgonow z powodu czerniaka w latach 1990-2010 wzrastal i wcigz pozostaje na
wysokim poziomie. W 2013r. czerniak byt przyczyna zgondéw u 1,42% me¢zczyzn i u
1,58% kobiet chorych na nowotwory ztosliwe'®*'4, W ostatnich latach do leczenia
czerniaka zostalo opracowanych 1 wprowadzonych kilka nowoczesnych metod
terapeutycznych, w tym tzw. terapii celowanych. Jednak sg one czgsto zwigzane z
powaznymi skutkami ubocznymi, wysokimi kosztami leczenia i nabywaniem wtorne;j
opornosci, prowadzacej do nawrotu choroby. Zatem konieczne sa nowe cele i podejscia w
strategiach terapeutycznych czerniaka. Jednym z potencjalnych lekéw w terapii czerniaka
wydaje si¢ by¢ witamina D3 i jej pochodne. Jednak niektore doniesienia naukowe
sugerowaty, ze w komodrkach czerniaka moze dochodzi¢ do zaburzenia funkcjonowania
Sciezek sygnatowych regulowanych przez kalcytriol. Jedng z przyczyn tych zaburzen

moga by¢ deficyty i niedobory witaminy D23 u pacjentdéw z czerniakiem, u ktorych

13 Slominski AT, Janjetovic Z, Kim TK, et al., Novel non-calcemic secosteroids that are produced by

human epidermal keratinocytes protect against solar radiation. J Steroid Biochem Mol Biol. 2015 Apr;148:52-
63
14 Didkowska J, Wojciechowska U. Nowotwory ztosliwe w Polsce w 2013 roku. Centrum Onkologii
Instytut im. M. Sktodowskiej-Curie, Krajowy Rejestr Nowotwordw, Zaktad Epidemiologii, Warszawa 2015

15 Krajowy Rejestr Nowotworéw: Czerniak skéry (C43). http://onkologia.org.pl/czerniak-skory-c43/, 05-

09-2016
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niedostateczne stezenie 25(OH)Ds lub 25(OH)D2 byto zwigzane z wigkszg gruboscia
guza wedhig skali Breslow’a i znacznie zredukowanym czasem przezycial® !’ 18,
Ponadto, niektore polimorfizmy receptora VDR sg réwniez wigzane ze zwigkszonym
ryzykiem rozwoju czerniaka, agresywno$cig i gorsza prognoza'®. Badania in vitro
wskazujg, ze komorki czerniaka mogg by¢ wrazliwe na antyproliferacyjne,
przeciwnowotworowe 1 proroznicujgce dziatanie 1,25(OH)2D3 1 jej analogow. Jednak ta

wrazliwo$¢ wymaga ekspresji receptora VDR 2L,

4.3.2. CELE BADAWCZE PODJETE W PUBLIKACJACH STANOWIACYCH OSIAGNIECIE NAUKOWE

Liczne badania in vitro oraz badania na modelach zwierzecych wskazuja, ze
nieprawidtowe funkcjonowanie $ciezek sygnatowych regulowanych przez kalcytriol,
moze odgrywac istotng rolg w patogenezie chorob nowotworowych. Zaburzenia te moga
wynika¢ z nieprawidlowej ekspresji VDR, niedostatecznej aktywacji witaminy D3
(nieodpowiedniego poziomu/aktywnosci CYP27B1) lub nadmiernej inaktywacji
kalcytriolu (nadmiar/nadaktywnos¢ CYP24A1). Ponadto, w ostatnich latach rozwazane
s nowe terapie czerniaka z zastosowaniem witaminy D i/lub jej pochodnych, zatem
koniecznym wydawato si¢ zbadanie i dokladne scharakteryzowanie ekspresji VDR
(oraz enzymow zaangazowanych w metabolizm witaminy D) w materiale klinicznym
obejmujacym zaré6wno pierwotne czerniaki skory, jak i przerzuty czerniakow. Obecnie
prowadzone s3 randomizowane badania kliniczne 2 1 3 fazy dotyczace wplywu

suplementacji witaming D na czas wolny od choroby i ryzyko nawrotu czerniaka.

16 Newton-Bishop JA, Davies JR, Latheef F, et al. 25-Hydroxyvitamin D2 /D3 levels and factors

associated with systemic inflammation and melanoma survival in the Leeds Melanoma Cohort.

Int J Cancer 2015;136(12):2890-2899.

Wyatt C, Lucas RM, Hurst C, et al. Vitamin D deficiency at melanoma diagnosis is associated with
higher Breslow thickness. PLoS One 2015;10(5):e0126394.

18 Caini S, Boniol M, Tosti G, et al. Vitamin D and melanoma and non-melanoma skin cancer risk

and prognosis: a comprehensive review and meta-analysis. Eur J Cancer 2014;50(15):2649-2658.
Szyszka P, Zmijewski MA, Slominski AT. New vitamin D analogs as potential therapeutics in
melanoma. Expert Rev Anticancer Ther 2012;12(5):585-599.

Bouillon R, Carmeliet G, Verlinden L, et al. Vitamin D and human health: lessons from vitamin D
receptor null mice. Endocr Rev 2008;29(6):726-776.

2 Piotrowska A, Wierzbicka J, Nadkarni S et al., Antiproliferative Activity of Double Point Modified
Analogs of 1,25-Dihydroxyvitamin D: Against Human Malignant Melanoma Cell Lines. Int J Mol Sci. 2016
Jan 8;17(1). pii: E76.

17

19

20

Strona 10 z 27



Zatacznik nr 2
Dr n. biol. Anna Aneta Brozyna Autoreferat

Ostatnio wykazali§my takze, ze kacytriol 1 jego pochodne sg ligandami dla receptorow
sierocych alfa i gamma zwigzanych z receptorem kwasu retinowego (RORa i RORY).
Biorac pod uwage wszystkie powyzsze argumenty, postawitam nastepujace cele
badawcze:
- scharakteryzowanie ekspresji VDR, CYP27B1, CYP24Al, RORa i RORy w
znamionach melanocytarnych, czerniakach pierwotnych skory i przerzutach czerniaka
oraz okreslenie rozktadu ekspresji badanych receptorow i1 enzymdéw w populacji
pacjentdw z czerniakiem skory o ré6znym stopniu zaawansowania
- okreslenie zaleznosci pomiedzy ekspresja receptora VDR, CYP27B1 oraz CYP24Al1 a
progresja choroby u pacjentow =z czerniakiem oraz okre§lenie potencjatu
prognostycznego receptora VDR 1 enzymow CYP27B1 oraz CYP24A1 poprzez:
-zbadanie ekspresji receptora witaminy D (VDR), enzymoéw biorgcych udziat w
metabolizmie witaminy D, CYP27B1 oraz CYP24Al, w melanocytarnych
nowotworach skory cztowieka
-okre$lenie zaleznosci pomiedzy ekspresja VDR, CYP27B1 oraz CYP24Al a
danymi kliniczno-patomorfologicznymi, w tym markerami prognostycznymi
czerniaka
-okreslenie zalezno$ci pomig¢dzy przezyciem pacjentOw z czerniakiem 1 czasem
wolnym od choroby a ekspresja VDR, CYP27B1 oraz CYP24A1
- zbadanie wrazliwosci ludzkich komorek czerniaka na dziatanie witaminy D 1 jej
pochodnych
- zbadanie ekspresji receptorow RORa 1 RORy w komoérkach czerniaka i
melanocytarnych zmianach nowotworowych skory cztowieka oraz okreslenie zaleznosci
pomiedzy ekspresja tych receptoréw a progresja choroby u pacjentdw z czerniakiem,
poprzez analiz¢ poziomu RORa i RORy w odniesieniu do cech patomorfologicznych
czerniakdw, czasu przezycia i czasu do progresji choroby.
Badawczy material kliniczny (fagodne znamiona melanocytarne, czerniaki
pierwotne skory, przerzuty czerniakow oraz probki prawidlowej skory, stanowigce
kontrolg) zostal pobrany od pacjentow leczonych w Centrum Onkologii im. F.

Lukaszczyka w Bydgoszczy.
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4.3.3. OMOWIENIE WYNIKOW BADAN PRZEPROWADZONYCH W POSZCZEGOLNYCH PRACACH

SKEADAJACYCH SIE NA OSIAGNIECIE HABILITACYJNE

PuBLIKACIA 1: Expression of vitamin D receptor decreases during progression of
pigmented skin lesions. Human Pathology 2011, 42(5):618-31

Celem badan byta analiza eckspresji receptora VDR w melanocytarnych
nowotworach skory cztowieka w odniesieniu do danych klinicznych, typu
histologicznego, morfologii, tempa proliferacji i markeréw apoptozy. W tych samych
probkach wykonaliémy oznaczenia aktywnosci proliferacyjnej (liczba mitoz/mm?) i
apoptotycznej (poprzez oznaczanie ekspresji Bcl-2), obecnos¢ stonecznej elastozy oraz
stopnia pigmentacji zmian nowotworowych. Ponadto, przeprowadziliSmy takze analize
ekspresji receptora VDR w hodowli ludzkich komorek czerniaka SkMel-188,
charakteryzujacych si¢ zdolnoscig do indukcji melanogenezy, w zaleznosci od sktadu
pozywki hodowlanej (zawartosci tyrozyny). Praca ta, po raz pierwszy
charakteryzowala ekspresj¢ VDR in situ w populacji pacjentéw z melanocytarnymi
zmianami, w tym ze znamionami, czerniakiem i przerzutami czerniakéw.
Obserwowali$my zarowno cytoplazmatyczna, jak i jadrowa immunolokalizacj¢ VDR, a
zmiany w poziomie VDR w cytoplazmie 1 jadrze komérkowym byly skorelowane z
badanymi cechami czerniakdéw 1 stanem ogdélnym pacjentéw. Obecnos¢ receptora VDR
stwierdzilismy w prawidlowej skorze 1 zmianach nowotworowych, jednak w
nowotworach ekspresja VDR byla znaczaco nizsza, a najnizszg ekspresjc VDR
zaobserwowaliSmy w zmianach ztosliwych: czerniakach 1 ich przerzutach. Obnizony
poziom VDR byl najsilniej zaznaczony dla jadrowej immunolokalizacji VDR.
Szczegotowa analiza VDR w czerniakach wykazata, ze poziom VDR byl ujemnie
skorelowany z zaawansowaniem czerniakow, ocenionym zarowno wedlug skali
Breslow’a jak 1 Clark’a. Redukcja poziomu VDR byla zwigzana z bardziej
agresywnym fenotypem czerniaka, tzn. byla silniej zaznaczona w inwazyjnej, pionowej
fazie wzrostu, czerniakach o wysokiej aktywnosci mitotycznej oraz czerniakach
guzowatych. Po raz pierwszy takze opisaliSmy obnizZenie czasu przezycia pacjentéow, u
ktorych stwierdziliSmy obnizenie poziomu VDR zaréwno w czerniakach

pierwotnych, jak i ich przerzutach. Po raz pierwszy wykazalisSmy rowniez, ze

Strona 12 z 27



Zatacznik nr 2
Dr n. biol. Anna Aneta Brozyna Autoreferat

ekspresja VDR jest zalezna od syntezy melaniny przez komorki czerniaka. Czerniaki
charakteryzujace si¢ wysokim stopniem pigmentacji wykazywaly znaczgco nizszy
poziom VDR niz czerniaki amelanotyczne i czerniaki stabo upigmentowane. Wyniki te
potwierdziliSmy w badaniach na komoérkach czerniaka linii SkMel-188. Jedna z rycin tej
publikacji — mikrofotografia przedstawiajaca ekspresj¢ VDR w skorze, zostala

umieszczona na oktadce czasopisma Human Pathology.

PUBLIKACIA 2: Decreased VDR Expression in Cutaneous Melanomas as Marker of Tumor
Progression: New Data and Analyses. Anticancer Research 2014, 34:2735-2744

Do badan prezentowanych w Publikacji 1 zakwalifikowano pacjentow leczonych
w latach 2003-2009. Natomiast w 2010 roku zostata opublikowana nowa klasyfikacja
oceny zaawansowania czerniaka TNM AJCC/UICC (T - ang. tumor, N - ang. nodes, M -
ang. metastases; AJCC — ang. American Joint Committee on Cancer; UICC — fr. Union
internationale contre le cancer)??. Zatem w czerniakach, w ktérych wykonano
immunohistochemiczng detekcj¢ VDR, dokonaliSmy ponownej oceny i klasyfikacji
patomorfologicznej, wg nowej klasyfikacji. PrzeprowadziliSmy takze analize zalezno$ci
pomiegdzy poziomem VDR a obecnoscig limfocytow naciekajacych nowotwoér (TILs —
ang. tumor infiltrating lymphocytes) oraz brakiem owrzodzenia, czyli pozytywnych
prognostycznych markeréw czerniaka. Zarowno cytoplazmatyczny, jak i jadrowy VDR
korelowat z badanymi cechami patomorfologicznymi. Podobnie jak w Publikacji 1,
zaobserwowaliSmy redukcje VDR wraz ze wzrostem zaawansowania ocenianego jako
wielko$¢ czerniaka pierwotnego (pT), wraz z rozwojem przerzutéw do wezlow
chlonnych (pN1-3) oraz przerzutow do narzadow odleglych (pM1). A najnizsze
poziomy VDR obserwowano w czerniakach pT3 - pT4, pN3 i pM1. A w konsekwencji,
znaczny spadek poziomu VDR obserwowano w II-1V stopniu zaawansowania
choroby, ocenionego na podstawie mikrostopniowania ogniska pierwotnego i oceny
patologicznej weztéw chtonnych oraz przerzutow odlegtych. Nalezy takze zaznaczy¢, ze
11% czerniakow o wysokim stopniu zaawansowania (pT3-pT4) cechowato si¢ wysokim

poziomem ekspresji VDR, natomiast w grupie czerniakbw o niskim stopniu

2 Edge SB, Byrd DR, Compton CC, Fritz AG, Greene FL, Trotti A, et al. Melanoma of the skin. AJCC
Cancer Staging Manual. 7th ed. New York, NY: Springer-Verlag; 2010.
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zaawansowania (pT1 — pT2) taka ekspresj¢ wykazywato 28% zmian. Wysokiego
poziomu VDR nie obserwowano w zadnym przypadku czerniaka o zaawansowaniu pN1
— pN3 oraz pM1. Niskiemu poziomowi VDR towarzyszyl brak lub Srednioobfity
naciek TILs oraz obecno$¢ owrzodzenia. Ponadto, obecno$¢ VDR i brak owrzodzenia
byl zwiazany ze znacznie dluzszym czasem calkowitego przezycia. A w grupie
czerniakow bez owrzodzenia, wysoki poziom VDR determinowat znaczgco lepsze
rokowanie (ocenione czasem catkowitego przezycia). Powyzsze wyniki sugeruja, ze
obnizenie poziomu lub catkowity brak VDR jest istotnym zaburzeniem w czerniakach,
zwigzanym z nabywaniem przez komorki bardziej ztosliwego fenotypu i ulatwianiem,
badZz umozliwianiem progresji choroby. Natomiast wysoka ekspresja VDR zwiazana z
lepsza prognoza przezycia, wskazuje, ze ocena poziomu VDR moze okazaé sie
przydatnym, nowym markerem prognostycznym w rutynowej diagnostyce

czerniaka.

PusLIKACIA 3: High basal NF-kB activity in nonpigmented melanoma cells is associated
with an enhanced sensitivity to vitamin D3 derivatives. British Journal of Cancer 2011,
105(12):1874-84

Wyniki badan przedstawionych w Publikacji 1 i 2 wskazywaly, ze w badanej
populacji w prawie 85% przypadkach komorki czerniaka skory wykazywaty ekspresje
VDR (cho¢ byta to ekspresja heterogenna), jednak synteza melaniny znaczaco obnizata
synteze tego receptora. Te wyniki wskazywaly, ze komorki czerniaka moga by¢ wrazliwe
na przeciwnowotworowe dzialanie witaminy D 1 jej pochodnych. Jednocze$nie
sugerowaty, ze obecnos$¢ melaniny moze zmniejsza¢ t¢ wrazliwos¢. Dlatego w kolejnej
pracy podjelismy probe odpowiedzi na pytanie, czy pigmentacja wplywa na
antyproliferacyjne dziatanie kalcytriolu i jego pochodnych w komérkach czerniaka oraz
czy wptywa na ekspresj¢ i aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego NF-«xB (sktadajacego
si¢ z podjednostki p50 1 p65), ulegajacego konstytutywnej aktywacji w komorkach
czerniaka 1 promujgcego rozwoj 1 progresj¢ choroby nowotworowej. Badania
molekularne prowadzone na liniach czerniaka wykazaty, ze w komorkach produkujacych
melaning ekspresja receptora VDR jest znacznie zredukowana w porownaniu z

komorkami amelanotycznymi, co potwierdzito wyniki prezentowane w Publikacji 1.
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W amelanotycznych komorkach czerniaka translokacja podjednostki p65 NF-kB do
jadra komoérkowego byla silniej wyrazona niz w komorkach zawierajacych
melaning, co obserwowano zard6wno w badaniach na liniach komoérkowych, jak i w
klinicznych probkach czerniaka skéry czlowieka. Translokacja p65 NF-kB do jadra
komorkowego byta zwigzana z wigksza aktywnos$cia proliferacyjng. W amelanotycznych
komorkach obserwowano rowniez zwigkszong zdolno$¢ wigzania DNA przez NF-«kB.
Wykazano takze, ze w amelanotycznych komérkach czerniaka kalcytriol i 20(OH)D3
hamowaly transkrypcyjng aktywno$s¢ NF-kB. Jednocze$snie w tych samych
komérkach, 1,25(OH)2D3 i 20(OH)Ds silnie i w sposéb zalezny od dawki hamowaly
proliferacje. Natomiast w komodrkach czerniaka zawierajacych melaning nie stwierdzono
hamujacego efektu na transkrypcyjng aktywnos¢ NF-kB, a inhibicja proliferacji byta
obserwowana tylko przy wysokich dawkach kalcytriolu. Te badania pokazaty, ze
witamina Dz i jej pochodne reguluja aktywno$¢ transkypcyjng NF-xB w
amelanotycznych komodrkach czerniakach 1 moga hamowaé proliferacje komorek
amelanotycznego czerniaka. Natomiast obecno$¢ melaniny jest zwigzana z opornoscia
czerniaka na antynowotworowe dzialanie 1,25(0OH)2D3 i 20(OH)D:s.

PuBLIKACIA 4: Expression of vitamin D activating enzyme 1-alpha-hydroxylase (CYP27B1)
decreases during melanoma progression. Human Pathology 2013, 44:374-387

Badania opublikowane w Publikacji 1 oraz Publikacji 2 wykazujace wyrazne
oraz statystycznie znamienne zaleznosci miedzy ekspresja VDR a agresywnym
fenotypem i zaawansowaniem czerniakéw skory, sugerowaly, Ze zaburzenia Sciezek
sygnalowych regulowanych przez VDR, a zatem tez przez witamine¢ D, s3 waznym
czynnikiem zaangazowanym w patogeneze¢ i progresj¢ zmian melanocytarnych
skory oraz determinujagcym zachowanie komdrek czerniaka. CYP27B1, bedac
enzymem biorgcym udziat w aktywacji witaminy D, w istotny sposéb moze oddziatywac
na $ciezki sygnatowe regulowane przez VDR. Zatem kolejnym celem badan bylo
okreslenie ekspresji CYP27B1 w nowotworach melanocytarnych skory oraz analiza
zalezno$ci poziomu CYP27B1 i cech patomorfologiczno-klinicznych. Praca ta, po raz
pierwszy przedstawila wzorzec ekspresji CYP27B1 in situ w populacji pacjentow ze

znamionami melanocytarnymi, czerniakiem skory i przerzutami czerniakow.
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Immunolokalizacje CYP27B1 stwierdzono we wszystkich probkach prawidlowej skory
(100%), 26 z 29 znamion melanocytarnych (89,7%), 61 z 75 czerniakow pierwotnych
(81,3%) oraz 19 z 44 przerzutdow 1 wzndéw (43,2%). CYP27B1 byl nieznacznie
podwyzszony w znamionach w porownaniu z prawidlowg skora, a w czerniakach
(niezaleznie od typu histologicznego) ekspresja ulegala redukcji i najnizszy poziom
CYP27B1 byl stwierdzony w przerzutach czerniaka. Obecno$¢ owrzodzenia, pionowa
faza wzrostu - VGP (ang. vertical growth phase), markery niekorzystnego rokowania w
czerniaku, obserwowaliSmy znacznie cze$ciej w czerniakach bez CYP27B1 lub z jego
niskim poziomem, a obecno$¢ TILs 1 niski potencjat proliferacyjny, oceniany odsetkiem
komorek czerniaka wykazujacych ekspresje¢ Ki-67 (markery pozytywnego rokowania),
stwierdzaliSmy znacznie cze$ciej w czerniakach z wysokim poziomem CYP27B1. W
czerniakach pierwotnych wraz z progresja choroby poziom CYP27B1 ulegal
znacznemu spadkowi i najnizszy byl obserwowany w czerniakach o najwyzszym
stopniu zaawansowania i czerniakach, ktére rozwinely przerzuty (Clark I111-V,
Breslow > 2.0 mm, pT3 - pT4 wedlug AJCC pTNM, w III-IV stopniu zaawansowania
choroby oraz pN1-3). Ponadto, analiza porownawcza par czerniak pierwotny-przerzut od
tego samego pacjenta wykazata, ze w 28 z 38 przypadkow (74,0%) poziom CYP27B1 w
czerniakach pierwotnych byt istotnie wyzszy niz w przerzutach, w 6 przypadkach
przerzuty czerniakow wykazywaly wyzszy poziom CYP27B1, a w 4 przypadkach
immunoznakowanie byto podobne. Redukcje ekspresji CYP27B1 potwierdziliSmy in
vitro w 8 z 11 zbadanych linii komorek czerniaka. Badania nad zalezno$cia poziomu
CYP27B1 i pigmentacja komorek czerniaka rowniez wykazaty, ze ekspresja CYP27B1,
podobnie jak VDR, jest istotnie zredukowana w komorkach czerniaka o wysokiej
pigmentacji. Wyniki te potwierdzilismy w badaniach na komorkach czerniaka linii
SkMel-188, w ktorych, we frakcji cytoplazmatycznej komorek z melaning, nie
obserwowalismy CYP27B1, obecnego w komorkach bez melaniny. Poniewaz
dotychczasowa analiza wskazywala, iz redukcja CYP27B1 nastepuje wraz z
zaawansowaniem czerniakow i w zmianach przerzutowych immunoznakownie bylo
najnizsze a obecno$¢ markerow korzystnego rokowania byla zwiazana z wyizszg
ekspresja CYP27B1, w kolejnym etapie analizowaliSmy zaleznos$ci pomigdzy CYP27B1

a czasem wolnym od choroby i czasem catkowitego przezycia. Podobnie jak w
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przypadku VDR, po raz pierwszy takze wykazaliSmy, Ze obnizenie poziomu
CYP27B1 w czerniakach pierwotnych jest istotnie skorelowane zaréwno ze
skroceniem czasu calkowitego przezycia i czasu wolnego od choroby pacjentow z

czerniakiem skory.

PuBLIKACIA 5: CYP24A1 Expression Inversely Correlates with Melanoma Progression:
Clinic-Pathological Studies. International Journal of Molecular Sciences 2014, 15:19000-
19017

Kolejnym etapem badan byto scharakteryzowanie ekspresji CYP24A1 w
tagodnych i zlosliwych (pierwotnych oraz przerzutowych) melanocytarnych
nowotworach skory. Praca ta po raz pierwszy pokazala szczegolowo ekspresje
CYP24A1, wykrywang in situ immunohistochemicznie, w populacji pacjentow ze
znamionami melanocytarnymi, czerniakiem skory i przerzutami czerniakéw.
Obecnos¢ CYP24A1 obserwowaliSmy w 14,3% probek skory prawidlowej, 80,0%
znamion, 61,4% czerniakdéw 1 54,2% przerzutow czerniakow. Wysoki poziom
immunoznakowania CYP24A1 cechowal gldwnie znamiona (40,0%), natomiast taki
poziom CYP24A1 wykazywato tylko 24,2% czerniakow pierwotnych i 8,3% przerzutow.
Sredni poziom CYP24A1 byl najwyzszy w znamionach, a w czerniakach i
przerzutach ulegal istotnej redukcji. W czerniakach niezaawansowanych poziom
CYP24A1 byl porownywalny z poziomem obserwowanym W znamionach. A progresja
czerniaka, zwlaszcza oceniana wedlug Breslow’a (>2,0 mm), pT (pT3 i pT4) oraz
ogolnego zaawansowania choroby (111 i 1V stopien), byla zwigzana z silna redukcja
poziomu tego enzymu, podobnie jak pojawienie si¢ przerzutow regionalnych (pN1-
3) i odleglych (pM1). Uzyskane w badaniach klinicznego materiatu tkankowego
pacjentow wyniki zostaty potwierdzone w eksperymentach in vitro na kilku ludzkich
liniach komorkowych, w ktorych najwyzsza ekspresj¢ CYP24A1 stwierdziliSmy w
noworodkowych melanocytach. W 12 z 13 linii czerniaka ekspresja byla nizsza, ale
porownywalna z ekspresja CYP24A1 w prawidlowych keratynocytach. Podobnie jak w
przypadku VDR, CYP24A1 byt skorelowany z agresywnym fenotypem czerniaka.
Wysoki indeks mitotyczny (oceniony zaréwno jako ilos¢ mitoz/HPF, jak i odsetek

komorek wykazujacych znakowanie Ki-67), guzowaty typ histologiczny, obecnosé¢
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owrzodzenia i obecno$¢ martwicy byly obserwowane w czerniakach, w ktorych nie
stwierdzono CYP24A1 lub jego niski poziom. CYP24A1 byt tez dodatnio skorelowany
z cytoplazmatycznym i jadrowym poziomem VDR oraz CYP27B1. Jednak przeciwnie
niz VDR 1 CYP27B1, wyzszy poziom CYP24A1 zaobserwowaliS$my w czerniakach oraz
linii SkMel-188 o wysokim stopniu pigmentacji. Poniewaz stwierdziliSmy odwrotng
zaleznos¢ CYP24A1 1 zaawansowania czerniaka oraz obecno$cig markerow
niekorzystnego rokowania, wykonali$my analiz¢ catkowitego czasu przezycia i przezycia
wolnego od choroby. Podobnie jak w przypadku VDR i CYP27B1, brak lub niski
poziom CYP24A1 w czerniakach pierwotnych byl zwigzany zaroéwno ze znacznie
krotszym czasem calkowitego przezycia i przezycia wolnego od choroby. Bylo to
szczegblnie zaznaczone w czerniakach o niskim stopniu zaawansowania (pTis i pT1).
Uzyskane wyniki nie byly zgodne z zatozeniami teoretycznymi, wedlug ktorych
CYP24A1 powinien stymulowa¢ degradacje¢ 1,25(OH)2Ds, oslabiajac  jej
przeciwnowotworowe dziatanie i umozliwiajac wzrost nowotworu?®. Jednak te
obserwacje mogg by¢ wyjasnione ostatnimi doniesieniami, wykazujacymi, ze CYP24A1,
obok inaktywacji kalcytriolu, hydroksyluje takze 20(OH)Ds do dwoch pochodnych
20,24-dihydroksyywitaminy D3z (20,24(OH).Ds) i 20,25-dihydroksywitaminy D3
(20,25(0OH)2D3), ktore charakteryzuja si¢ znacznie silniejszym antyproliferacyjnym
dziataniem na komorki czerniaka niz 1,25(OH)2D3s. Zatem, wyzsza ekspresja CYP24A1
w znamionach i czerniakach o niskim stopniu zaawansowania moglaby wykazywa¢

dzialanie przeciwnowotworowe i zapobiegaé progresji nowotworu.

PuBLIKACIA 6: RORa and RORy expression inversely correlates with human melanoma,
Oncotarget 2016, 7(39):63261-63282.

Obok powyzszych badan, stanowigcych podstawowy nurt moich zainteresowan
naukowych, bylam takze zaangazowana w badania dotyczace innych receptoréw

jadrowych, receptoréw sierocych alfa 1 gamma zwigzanych z receptorem kwasu

2 Fleet JC, DeSmet M, Jonhnson R, Li Y. Vitamin D and cancer: a review of molecular

mechanisms. Biochem J 2012;441: 61-76
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retinowego (RORa i RORy)?*. Badania te pokazaty, ze kalcitriol i jego pochodne
20(OH)Ds i 20,23(0OH)2D3, funkcjonujace jako ligandy dla VDR, sg takze antagonistami
lub odwrotnymi agonistami dla receptorow RORa i RORYy. Receptory te reguluja wiele
biologicznych proceséw, waznych takze dla prawidlowe] ontogenezy 1 rozwoju
nowotworu. Dlatego kolejny etap moich badan pozwolil na pierwsza, kompleksowa
charakterystyke ekspresji in situ RORa i RORy w znamionach melanocytarnych,
czerniakach pierwotnych skory i przerzutach czerniaka. Podobnie jak VDR, RORa i
RORy wykazywaly zarowno jadrowa jak i cytoplazmatyczng lokalizacje 1 ich poziom
spadal wraz z progresja nowotworow melanocytarnych, czyli najwyzszy poziom byt
stwierdzony w znamionach, w czerniakach pierwotnych ulegat znacznej redukcji i
najnizszy poziom byl obserwowany w przerzutach czerniakoéw. W grupie czerniakow
pierwotnych najnizszy poziom RORa i RORy byl obserwowany w czerniakach
cechujacych si¢ najwyzszym stopniem zaawansowania (Clark 111-V, Breslow > 2,0
mm, pT3-pT4, IlI-1V stadium zaawansowania choroby). Progresji czerniaka,
zwiazanej ze zdolnoscia do przerzutowania (pN1-3) i obecnosScia markerow
niekorzystnego rokowania (owrzodzenia, braku lub nieobfitego nacieku limfocytow
TILs, guzowatego typu histologicznego i wysokiej aktywnosci proliferacyjnej) takze
towarzyszyla redukcja poziomu RORoe i RORy. A w konsekwencji, brak lub
redukcja poziomu RORe i RORy byla zwigzana z istotnie krétszym czasem
calkowitego przezycia i przezycia wolnego od progresji choroby. Ponadto, zarowno w
materiale klinicznym, jak i w hodowlach komorek czerniakdw obserwowalismy redukcje
poziomu RORa i RORy takze w czerniakach o wysokim stopniu pigmentacji, podobnie
jak VDR i CYP27B1. Zatem rozwoj czerniaka i agresywny fenotyp czerniaka wydaja
sie by¢ zwigzane z obnizong ekspresja RORa i RORY, sugerujac, ze receptory ROR
mogq by¢ wazne w progresji czerniaka i odpowiedzi antynowotworowej organizmu.
Nie jest takze wykluczone, ze RORa i RORy moga stanowi¢ cel w nowych terapiach

czerniaka opartych na terapii genowej, przywracajacej ich normalne funkcje.

24 Slominski AT, Kim TK, Takeda Y, et al. RORalpha and ROR gamma are expressed in human

skin and serve as receptors for endogenously produced noncalcemic 20-hydroxy- and 20,23-
dihydroxyvitamin D. FASEB J 2014;28(7):2775-2789
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4.3.4. PODSUMOWANIE

Na tle aktualnego stanu wiedzy podj¢te przeze mnie badania sg nowe, oryginalne
1 wazne w zakresie poznania biologii czerniaka i poszukiwania potencjalnych markerow
prognostycznych oraz potencjalnych celow terapeutycznych. Prace te byly pierwszymi
doniesieniami opisujgcymi endokrynny system witaminy D w materiale klinicznym. Za
elementy nowosci naukowej oraz najwazniejsze osiggniecia 0 charakterze
poznawczym i praktycznym zawarte w jednotematycznym cyklu publikacji naukowych
pt.: ,,Endokrynny system witaminy D a czerniak: rola jadrowych receptorow
witaminy D oraz hydroksylaz CYP27B1 i CYP24Al1 w patogenezie i progresji
czerniaka skory” mozna uzna¢:

1. szczegdtowe scharakteryzowanie in Situ ekspresji receptorow jadrowych, dla
ktérych ligandem jest witamina D i jej pochodne: VDR, RORa oraz RORYy i
enzymow odpowiedzialnych za metabolizm witaminy D: CYP27B1, CYP24A1 w
reprezentatywnej grupie znamionach melanocytarnych, czerniakéw i przerzutow
czerniakow (Publikacja 1, Publikacja 2, Publikacja 4, Publikacja 5, Publikacja 6)

2. wykazanie zaleznos$ci pomig¢dzy ekspresja VDR, CYP27B1 i CYP24Al a
zaawansowaniem czerniaka, okreslanym wedhlug skali Clark’a, Breslow’a, AJCC
pTNM 1 stadium zaawansowania ogoélnego choroby, oraz obecno$cia
patomorfologicznych markeréw prognostycznych czerniaka; zatem VDR,
CYP27B1 oraz CYP24A1 moga stanowi¢ potencjalne nowe markery
diagnostyczne w  rutynowej diagnostyce  patomorfologicznej  zmian
melanocytarnych (Publikacja 1, Publikacja 2, Publikacja 4, Publikacja 5)

3. wykazanie podobnych zaleznosci dla receptorow RORa oraz RORy, dla ktoérych
ostatnio zidentyfikowanymi ligandami sg kalcytriol 1 jego pochodne; RORa oraz
RORy takze moga stanowi¢ potencjalne nowe markery diagnostyczne w
rutynowej diagnostyce patomorfologicznej zmian melanocytarnych (Publikacja 6)

4. okreslenie znaczenia prognostycznego oznaczenia poziomu VDR, CYP27B1 i
CYP24A1 poprzez wykazanie dodatniej korelacji pomigdzy bardziej agresywnym
fenotypem 1 progresja zmian melanocytarnych a redukcja poziomu badanych
markeréw oraz poprzez wykazanie zalezno$ci braku receptora VDR, badanych

hydroksylaz 1 krotszym catkowitym czasem przezycia i czasem wolnym od
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progresji; VDR, CYP27B1 i CYP24A1 mogg stanowi¢ nowe markery
prognostyczne czerniaka (Publikacja 1, Publikacja 2, Publikacja 4, Publikacja 5)

5. okreslenie znaczenia prognostycznego oznaczania RORa oraz RORYy (redukcja
ekspresji tych receptorow towarzyszy bardziej agresywnemu fenotypowi i
krotszemu czasowi przezycia); receptory te takze mogg stanowi¢ nowe markery
prognostyczne czerniaka (Publikacja 6)

6a. wykazanie ujemnej zaleznosci migdzy ekspresja VDR i CYP27B1 oraz synteza
melaniny przez komorki czerniaka (Publikacja 1, Publikacja 3, Publikacja 4)

oraz

6b. wykazanie roli kalcytriolu i jego pochodnych w regulowaniu progresji/wzrostu
czerniaka w amelanotycznych komérkach czerniaka; wyniki te popierajg nasza
koncepcje hamowania melanogenezy jako nowej, uzupetniajacej strategii
terapeutycznej czerniaka, zwtaszcza w polaczeniu z nowoopracowywanymi
terapiami opartymi na witaminie D i jej pochodnych (Publikacja 3)

7. wykazanie istotnej roli wysokiego poziomu NF-kB we wrazliwosci
nieupigmentowanych komoérek czerniaka na antynowotworowe dzialanie
kalcytriolu i jego pochodnych (Publikacja 3)

8. wykazanie, ze zaburzenia lokalnego metabolizmu witaminy D (zmiany poziomu
enzymow metabolizujacych witaming D: CYP27B1 i CYP24A1) (Publikacja 4,
Publikacja 5) oraz ekspresji receptorow dla witaminy D (VDR, RORa i RORY)
moga wplywac na biologi¢ czerniaka (Publikacja 1, Publikacja 2, Publikacja 6)

9. wskazanie na nowa, potencjalng rolg CYP24Al w powstawaniu znamion
melanocytarnych 1 czerniakow oraz ich progresji, poprzez wykazanie
podwyzszonego poziomu CYP24A1 w znamionach 1 wczesnych stadiach rozwoju

czerniaka (Publikacja 5).

Podsumowujgc, zaburzenia lokalnego endokrynnego systemu witaminy D w
czerniakach wptywaja na zachowanie komorek czerniaka w sposob ztozony. Progresja
zmian melanocytarnych, gorsze rokowanie i kroétszy czas przezycia zwigzane s3 z

brakiem lub redukcja badanych jadrowych receptoréw i enzyméw. A zatem badane
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receptory i enzymy mogg okaza¢ si¢ przydatne jako nowe histologiczne markery

czerniaka (prognostyczne i diagnostyczne).

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH (ARTYSTYCZNYCH)

5.1. PODSUMOWANIE WSPOLCZYNNIKA WPLYWU IF, PUNKTACJI MNISW PUBLIKACJI NIE

ZGLOSZONYCH DO POSTEPOWANIA HABILITACYIJNEGO

Po wylaczeniu publikacji stanowigcych osiggnigcie naukowe, wspotczynnik
wplywu dla pozostatych publikacji wynosi IF = 60,109, w tym IF = 20,716 przypada na
publikacje, w ktorych jestem pierwszym autorem i IF = 18,855, w ktérych jestem drugim

autorem.

Suma punktow Ministerstwa Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego dla tych publikacji
wynosi 615 pkt. MNiSW, w tym 210 pkt. MNiSW przypada na publikacje, w ktorych
jestem pierwszym autorem i 241 pkt. MNiSW, w ktorych jestem drugim autorem.

Liczba cytowan dla wyzej wymienionych publikacji wynosi 238.

Podsumowujac dorobek publikacyjny poza publikacjami sktadajacymi si¢ na

osiggnigcie naukowe, jestem autorem lub wspotautorem:

a/ 20 oryginalnych publikacji naukowych w czasopismach z bazy Journal Citation

Reports
b/ 1 opisu przypadku opublikowanego w czasopismie z bazy Journal Citation Reports
¢/ 3 prac pogladowych w czasopismie ,,bez impact factor”

d/ 12 rozdziatéw w opracowaniach monograficznych, w tym 11 w opracowaniach

miedzynarodowych i 1 w krajowym
e/ 1 referatu zjazdowego

f/ 67 streszczen zjazdowych, w tym 23 ze zjazdow miedzynarodowych i 44 ze zjazdow

krajowych.
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Szczegbdtowa lista publikacji i analiza bibliometryczna przygotowana przez Biblioteke
Medyczng Collegium Medicum Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Bydgoszczy

przedstawiona jest w odrebnym dokumencie (Zatgcznik nr 7 oraz Zatgcznik nr 8).

5.2. OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ] PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Bedac studentem 5 roku biologii na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu zostaly mi powierzone obowiazki studenta-
stazysty, a moja aktywno$¢ naukowa byla skoncentrowana na mozliwos$ciach detekc;ji
nowotworow in situ przy zastosowaniu autofluorescencji (AFL) indukowanej
promieniowaniem z zakresu ultrafioletu (UV). Bratam udzial w badaniach dotyczacych
réznic w widmach AFL o szerokim spektrum oraz w analizie obrazow AFL
rejestrowanych w waskim zakresie widmowym z prawidtowych i nowotworowych
obszaréw skory, jelita grubego i zotadka. Badania te, prowadzone w $cistej wspotpracy z
personelem Wojewodzkiego Szpitala Zespolonego w Toruniu oraz Szpitala Miejskiego w
Toruniu, obejmowaty zar6wno pomiary w warunkach in vitro, jak i in vivo (w trakcie
badan endoskopowych) i dotyczyly mozliwosci diagnostycznego réznicowania tkanek
prawidlowych oraz nowotworowych. Poniewaz zaréwno powyzsze badania, jak i
doniesienia literaturowe, ktore byly publikowane w Owczesnym czasie, uzywaty
promieniowania UV w badaniu narzadéw wewnetrznych pojawilo si¢ pytanie, czy jest
ono bezpieczne dla komorek tych narzadéow. Dlatego celem pracy doktorskiej byto
okreslenie podatno$ci komorek narzadéow wewnetrznych i1 skéry na dziatanie ciagglego
promieniowania ultrafioletowego A w dawkach ponizej 1 minimalnej dawki rumieniowej,
uwazanych za dawki bezpieczne. Badania te, jeszcze przed uzyskaniem stopnia doktora,
zostaly rozszerzone o ciaggte i impulsowe promieniowanie UVB. Uzyskane wyniki byty
prezentowane w formie 11 posterow lub ustnych wystapien na mi¢dzynarodowych i
krajowych konferencjach oraz zostaly opublikowane w czasopismach z listy
filadelfijskiej (Photochem Photobiol. 2005; 81(3):674-81; J Toxicol Environ Health A.
2006;69(12):1155-65; J Toxicol Environ Health A. 2009;72:789-795). Poszerzajac moje
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do$wiadczenie naukowe i1 zdobywajac dodatkowe umiejetnosci w 2002r. odbytam 2-
miesieczny staz w Department of Radiation Biology, Institute of Aerospace Medicine,
German Aerospace Centre (DLR) w Kolonii w Niemczech. Za prowadzone badania
otrzymatam, wraz innymi pracownikami Zaktadu Biologii Medycznej Wydziatu Biologii
i Nauk o Ziemi UMK w Toruniu, nagrode zespotows II stopnia Rektora UMK w Toruniu

za osiggni¢cia naukowo-badawcze w roku 2005.

5.3. OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

Poza gldéwnym tematem badan zwigzanych z endokrynnym systemem witaminy D
w nowotworach melanocytarnych skory, zwlaszcza w czerniakach i ich przerzutach, od
kilku lat, gtéwnie w ramach wspoétpracy miedzynarodowej, jestem zaangazowana w
realizacje innych projektow badawczych, dotyczacych roznych aspektéw biologii

NOwWOotworow.
A) ROLA MELANIZACJI KOMOREK W REGULACIJI BIOLOGII CZERNIAKA

Glowny kierunek badan prowadzonych w ramach stazu podoktorskiego, ktory
odbywatam w University of Tennessee Health Science Center w Memphis w Tennessee,
USA, pod kierunkiem prof. Andrzeja Slominskiego, dotyczyt uwrazliwiania komorek
czerniaka na promieniowanie jonizujace. Obrana strategia badawcza obejmowata
zmniejszenie protekcyjnego dziatania melaniny (barwnika produkowanego przez
prawidlowe 1 nowotworowe melanocyty, w tym przez komorki czerniaka), poprzez
hamowanie procesu melanogenezy, co w konsekwencji zwigkszato podatnos¢ komorek
czerniaka na antynowotworowe dzialanie promieniowania gamma (Int J Cancer
2008;123:1448-56). Uzyskane wyniki byly bardzo obiecujace, dlatego postanowitam
kontynuowac¢ badania nad rolag melanizacji w regulacji biologii czerniaka po ukonczeniu
stazu podoktorskiego. Realizujac te zadania, nawigzatam wspotprace z prof. Andrew J.
Carlsonem z Albany Medical Center, Department of Pathology, Albany Medical College,
Albany, NY, USA. Majac dostep do danych klinicznych pacjentow z czerniakiem oraz do
materialu  pooperacyjnego 1 standardowych preparatow patomorfologicznych,
postanowitam sprawdzi¢ wptyw melanizacji czerniakéw na czas catkowitego przezycia i

czas wolny od progresji (Human Pathol 2013;44:2071-2074) oraz na wyniki leczenia z
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uzyciem radioterapii (Oncotarget 2016;7(14):17844-17853). Jednoczesnie, kolejne
badania potwierdzity wptyw melanizacji na generowanie warunkow hipoksji i stymulacji
ekspresji czynnika indukowanego hipoksja-1 (HIF-1a, ang. hypoxia inducible factor-/ o)
oraz $ciezek sygnatlowych regulowanych przez ten czynnik transkrypcyjny (Arch
Biochem Biophys 2014;563:79-93). Na zgl¢bianie tematu zwigzanego z rolg melanizacji
komorek czerniaka w ksztaltowaniu agresywnego fenotypu 1 mikrosrodowiska
promujacego rozwdj czerniaka otrzymatam grant, w ktérym jestem kierownikiem i
gtownym wykonawcg, finansowany przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu
Opus 8 (panel NZ4).

B) ENDOKRYNNY SYSTEM WITAMINY D W INNYCH NOWOTWORACH CZELOWIEKA

We wspotpracy z prof. Andrzejem Slominskim z University of Birmingham w
Alabamie, USA, prof. Antonem Jettenem 2z Cell Biology Section, Immunity,
Inflammation and Disease Laboratory, National Institute of Environmental Health
Sciences, National Institutes of Health, Research Triangle Park, NC, USA, prof.
Robertem C. Tuckeyem ze School of Chemistry and Biochemistry, University of
Western Australia w Crawley w Australii oraz prof. Krystyna Urbanska z Wydzialu
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
prowadz¢ badania nad endokrynnym systemem witaminy D, obejmujace analiz¢ wptywu
kalcytriolu i jego pochodnych na komorki tych nowotworéw oraz analize ekspresji
receptora VDR oraz enzymoéw CYP27B1 1 CYP24A1 w innych niz czerniak skory
nowotworach takich jak: rak jajnika, rak pecherza moczowego oraz czerniak galtki
ocznej. Wyniki tych badan wskazuja, Ze zaburzenia ekspresji receptora VDR oraz
enzymow zaangazowanych w aktywacje¢ witaminy D s3 zwigzane z bardziej agresywnym
fenotypem nowotworu i krotszym czasem przezycia (FASEB J 2014,;28:2775-2789;
Oncol Rep 2015;33(2):599-606; Int J Mol Sci 2015;16(10):24369-86; Melanoma
Management, 2(1): 1-4). Podejmowana tematyka badawcza jest bardzo aktualna. W
ostatnich latach organizowane sg konferencje przyblizajace szerszemu gronu zagadnienia
zwigzane z plejotropowym dzialaniem witaminy D. A w 2015 i 2016 roku zostalam
zaproszona do wygloszenia 3 wyktadow na miedzynarodowej 1 krajowej konferencji

(informacje o konferencjach i tematy wyktadow podane sg w Zataczniku nr 4). Ponadto,
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zapoczatkowane W publikacji FASEB J 2014;28(7):2775-2789% oraz w Publikacji 6,
sktadajacej si¢ na osiggniecie naukowe, badania nad ekspresja RORa i RORy oraz
pokazujace zrdznicowany, zalezny od zaawansowania 1 ztosliwosci poziom tych

receptorow, wskazaty na dalszy kierunek prowadzonych przeze mnie badan.
C) IMMUNOLOGIA NOWOTWOROW

Moje zainteresowania naukowe dotycza takze immunologii nowotworow. Od
kilku lat jestem zaangazowana w projekty naukowe, ktéorych celem jest
scharakteryzowanie zaburzen funkcji uktadu immunologicznego u pacjentéw z chorobg
nowotworowa, zar6wno na poziomie ogolnoustrojowym (analiza poziomu limfocytow
Treg we krwi obwodowej) oraz na poziomie mikrosrodowiska guza (analiza zaburzen
limfocytow TILs, analiza ekspresji RCASL - biatka odpowiedzialnego za ucieczke guza
spod nadzoru immunologicznego organizmu) (Int J Mol Sci 2016, 17(3), 285; Int J Mol
Sci 16(2): 3783-3803; Oncotarget 2016;7(10):11450-11462; Am J Reprod Immunol
2011;66: 444-450 (2011); Cell Tissue Res 2011; 345(3):405-14). Sprawujac funkcje
opiekuna naukowego Malgorzaty Kowalczewskiej, doktorantki na Wydziale Biologii i
Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu, bratam udziat w badaniach nad zwigzkiem alergii
i ryzyka powstawania raka piersi (analiza stezenia cytokin we krwi obwodowej i
ekspresji cytokin przez limfocyty krwi obwodowej, analiza badan ankietowych)

(Contemp Oncol (Pozn) 2014;18(6):396-402).
D) MARKERY PROGNOSTYCZNE W NOWOTWORACH UKELADU MOCZOWO-PLCIOWEGO

W badaniach, w ktore jestem zaangazowana, poszukujemy takze nowych
markeréw prognostycznych nowotwordéw takich jak rak pecherza moczowego i rak
jajnika. Badania skupiaja si¢ m. in. na identyfikacji nowych morfologicznych
wyktadnikow ztosliwosci (np.: liczba nieklasycznych histologicznych utkan, NDN, ang.
non-classic differentiation number, czy obecno$¢ zw. modelingu — dynamicznego dialogu
migdzy komoérkami nowotworu a komoérkami podscieliska). Badamy takze uzytecznos$¢

innych markeréw (np.: markera komorek macierzystych Oct4), jako potencjalnych

2 Slominski AT, Kim TK, Takeda Y, et al. RORalpha and ROR gamma are expressed in human
skin and serve as receptors for endogenously produced noncalcemic 20-hydroxy- and 20,23-
dihydroxyvitamin D. FASEB J 2014;28(7):2775-2789
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markeréw prognostycznych (Oncol Rep 2015;33(2):599-606; Int J Mol Sci
2014;15(9),16069-16082; Arch Med Sci 2011;7(5):918-922; Cent European J Urol
2010;63(3),112-116).
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